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FORWARD 
 

Dear Colleagues,  

 

I used to start my message by the achievements we try always to do and by the idea that was born to put between 

your hands our journal – IJST. Today, I write you about how our journal is moving to the new volume as we are 

now in 2016, eleven  years without stop, despite the challenges we faced, and despite all constraints that our 

beloved Arab countries have while they are looking for more development achievements. What I want to say, is 

that the only weapon, as well as the tool to proceed to the gate of development is science and how we can use and 

adopt all the ways that make our cultures, our thoughts and our talents and research efforts to be converted into 

practices to improve life for us and for the coming generations and let the other parts of  the world listen  to us 

very appreciately. By this year, IJST had been awarded a new scientific impact factor, that is (the Global Impact 

Factor- GIF) of a value scored 0.81. I n addition, IJST had awarded an increase of  the  value scored for SJIF 

to be 4.487. By the beginning of the current year, a new Editorial Board Member has joined IJST, and it is our 

pleasure to welcome Prof. Taha Al- Samarrai from University of Samarra and wishing him the best times while 

in our IJST journey.     

For all what we achieved, I would like to  present my deepest thanking and great recognitions  for all people and 

institutes who faithfully gave IJST their concerns, their cares, and their patiences to keep it as one of the leading 

journals in Arab and international worlds.  

Thanks a lot for Prof. Jamal Abbas and Dr. Abdullah Al- Shebani from University of Kufa, Dr. Atheer Al- Douri , 

Prof. Hazim Al- Daraji from University of Baghdad, Prof. Waleed Al- Murrani for his endless support from 

Plymouth University, Prof. Abdulbari Abbas Al- Faris from University of Basrah, and finally to the one who 

stands always behind this great effort and performs her best with no disperence, non stopping, and with full of 

faith, loyalty and creative footprints at IJST, the Editorial Board Secretary of IJST. With you all, IJST is now here, 

and will continue as long as we breath, as we believe on our goal, and as we have the power from God to be with 

you.  

IJST was a fruitful effort issued by the International Centre for Advancement of  Sciences and Technology – 

ICAST, which tries to take part in both globalization and revolution in information and communication 

technologies, because S&T development becoming not only the key elements of economic growth and industrial 

competitiveness, but also essential for improving the social development, the quality of life and global 

environment. ICAST took then a decision to establish a scientific alliance with TSTC (Tharwa for scientific 

Training & Consultations) and this alliance comes to support the efforts towards publishing IJST. 

Today, we announce a new issue of our journal, that is the second  issue from the eleven volume of IJST, June , 

2016.  

Finally, I hope that all significant figures of sciences whom joined the editorial board, the researchers,  and the 

readers of our journal will keep IJST between their eyes and contribute in continuing its journey, with their 

remarks, valuable recommendations and their researching outcomes.  

Thanks a lot for all who support IJST. 

 

Editor-in-Chief  

IJST         

  Abdul Jabbar Al- Shammari 
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Effect of vitamin E and PMSG in some hematological and biochemical 

parameters before  and after parturition in Ewes  

 
Abdelkareem A. Babe 
 

Dept. of Animal Production / College of Agriculture/ University of Basrah / Republic of Iraq 
 
E- mail: kareem_abbis@yahoo.com 

 

ABSTRACT 

 
Vitamin E and Selenium are essential for ewes, because of their ability to regulate the generation of free-radicals in 
ovarian cells. The aim of current study was to determine the effect of vitamin E and PMSG on some hematological 
and biochemical parameters. 
The present study was carried out at Animal Field of Agriculture Collage of Basrah University. Twenty four Arabi 
and Najdi ewes were divided into two groups (12 ewes for each breed) aged 2.5 – 3.5 years. First group was kept 
as control, while the second group was treated with 300 mg vitamin E , 0.2 mg selenium orally/ daily for 25 days. 
The ewes were synchronized by (Ram effect method) at the end of treated period. The ewes were injected by 250 
I.U PMSG S.C (subcutaneous). Blood samples were collected at breeding season pre parturition and 7 days post 
parturition (Post– parturition). The treated groups showed elevation in fertility rate in Arabi  and twin rate in Najdi 
ewes. Significant increases were observed in total protein  and globulin of najdi ewes at breeding season period. 
Pre- parturition showed significant increase in WBC, P, Zn, Fe, of Najdi ewes and WBC, Zn in Arabi ewes. The 
post parturition period revealed significant increased in total protein of Arabi ewes. There were significant 
differences between two breed in percentage of twin, fertility, hematological  and biochemical parameters. 
 
 

Keywords: vitamin E, PMSG, sheep, blood parameters, ewes. 
 
 

  
  الملخص باللغة العربية 

  
والسيلينيوم عنصرين أساسيين لخصوبة النعاج لما لھما من قدرة على السيطرة على تنظيم تكوين الجذور الحرة في خ.يا  Eيعد كل من فيتامين 

في بعض المعايير الدموية والكيموحيوية في عينة من النعاج، حيث أجريت  PMSGو  Eمين المبايض، وقد ھدفت ھذه الدراسة لتحديد تاثير فيتا
  الدراسة في الحقل الحيواني التابع لكلية الزراعة في جامعة البصرة. 

 أعمارھا بين نعجة لكل مجموعة ) تراوحت 12نعجة من س.لتي العرابي والنجدي قسمت إلى مجموعتين ( بواقع   24تم اختيار عينة مكونة من 
مع  Eفيتامين من ملغم  300 بجرعة مقدارھاالمجموعة الثانية  ، بينما تمت معاملةسنوات . اعتبرت المجموعة ا=ولى مجموعة سيطرة 2.5 -3.5

الجلد. جمعت  تحت PMSGوحدة دولية من ھرمون  250 بمقداربعد انتھاء فترة المعاملة حقنت النعاج  ا.يوم 25ولمدة  ،ملغم سيلينيوم يوميا 0.2
م في نعاج س.لة أارتفاع نسبة الخصوبة لدى النعاج العرابي وارتفاع نسبة التو النتائجظھرت أ. سم التناسلي وقبل الو?دة وبعدھاعينات الدم عند المو

المرحلة ا?خيرة وقد أظھرت لي . لوبيولين في نعاج النجدي عند فترة الموسم التناسجزيادة معنوية في البروتين الكلي والحدوث لوحظ كما النجدي . 
الزنك في النعاج وتراكيز  اءوكريات الدم البيض ،وتراكيز الفسفور والزنك والحديد في النعاج النجدية اءمن الحمل زيادة معنوية في كريات الدم البيض

 العرابية. أوجدت نتائج التجربة وجودفي النعاج زيادة معنوية في مرحلة بعد الو?دة في تراكيز البروتين الكلي  باDضافة إلى حدوث. العرابية
  الخصوبة والتوأم. فروقات معنوية بين الس.لتين في نسب
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INTRODUCTION 

 
Vitamin E is a fat-soluble vitamin and is not 
synthesized in the rumen. Fresh grass has  high 
concentrations of vitamin E (1).Vitamin E and 
selenium regulate the generation of free radicals in 
the ovarian cells (2). Vitamin E saves steroidogenic 
enzymes from oxidative degeneration (3). The 
generation of free radicals acts as a potential 
influence of abnormal embryonic development (4). 
Vitamin E assists the release of follicle stimulating 
hormone (FSH), adrenocorticotrophic hormone 
(ACTH) and luteinising hormone (LH) (5). Ewes 
pass through several stages during pregnancy, 
parturition and lactation represent a physiological 
load to the female body (6). Synchronization is 
produced by using intra vaginal impregnated 
sponges, which contain synthetic progestagan as 
fluorogeston acetate, FGA. Synchronization maybe 
the most popular method used to improve 
conception rate during season and out season 
breeding (7,8). Several synchronization procedures 
incorporate with injection of pregnant mare serum 
gonadotropin (PMSG) at the end of the progestagen 
treatment in order to improve occurrence of 
ovulation and fertility in small ruminants (9). The 
treatment of ewe lambs with PMSG and 
progesterone had improved the percentage of 
ovulation (9). It was found that there is a 
relationship between the dosage of PMSG (250-500 
I.U.) and the percentage of ovulation, reproductive 
performance of ewe lambs (10, 11). Metabolism of 
mineral substances plays an important role in 
maintaining physiological functions of the puerperal 
period. Minerals are important as essential nutrients 
in the food of animals. Physiological status might 
modify animals’ requirement to these minerals (12). 
Moreover, blood biochemical parameters including 
total protein, triglycerides, free fatty acids and urea 
are important indicators of the healthy and 
nutritional status of the animals (13). 
 
Aim of the study 
 
The present study aimed to determine the effect of 
vitamin E and selenium on the fertility of ewes and 
changes in some hematological, biochemical, and 
minerals through different stages of pregnancy and 
after parturition. 
 
 
MATERIALS AND METHODS  

 
The present study was carried out at the Animals 
field/ College of Agriculture / Basrah University, 
Iraq .Two breeds of ewes namely; Najde and Arabi 
were used. Each breed consisted of twelve dry ewes 
aged 2.5-3.5 years, and were divided randomly into 
two groups (control and treated). The treated group 
was manipulated with vitamin E and selenium 
(Arvit E-S/The Arab company for manufacturing 
Veterinary and Agricultural product Ltd 
pharmaceutical, Jordan) were used daily at dose of 
300 mg vitamin E and 0.2 mg selenium orally at 
time of isolation (14). 

The ewes were isolated for 18 days in breeding 
season to synchronize estrus cycle by (effect of ram) 
at last day. All animals were treated with PMSG 
(Pregnant Mare Serum Gonadotropin) (Product of 
Inter Vet International B.V Manufactured in the 
European Union) injected S.C at dose of 250 i.u. 
The ewes were mixed with ram for mating (10 ,15). 
Blood samples were collected after 3 days of mating 
and one month before and week after parturition . 
Seven ml of blood was taken from each animal. 
Two ml was poured in sterile test tube with anti-
coagulant EDTA (Ethylene Di amine Tetra Acetic 
Acid ) used for hematological analysis. Five ml was 
counterfeited to isolate blood serum to estimate 
biochemical measurement (16). 
 

Hematological analysis 
 
Complete blood count was performed according to 
standard laboratory procedures. Red Blood Cells 
were determined by hematocytometer (Neubaure 
slide), Packed cell volume and white blood cells 
were determined as described by (16). 
 
Biochemical measurements 
 
Total protein concentrations were determined by 
using chemical kit (Bio Merieux – France). 
Concentrations of albumin, ferrous (iron) (Fe), 
phosphate (p) and calcium (Ca) were determined by 
using chemical kit (biochemical – Germany) . Zinc 
(Zn) concentration was determined by using 
chemical kit of (Egyptian Company for 
Biotechnology- Egypt). The value of globulin was 
obtained by subtracting  albumin from total protein. 
Data was statistically analyzed by using SPSS 
program (17). 
 

 

RESULTS  

 

Table (1) showed the results of treatment with 
vitamin and PMSG .There were elevation of Arabi 
ewes fertility and twin rate percentages (83.3% and 
63% respectively) compared with control fertility 
and twin rate percentages (40 % and 0.00%). Najdi 
ewes showed decline in fertility and rise in twin rate 
percentages (33% and100.% respectively) compared 
with control fertility and twin rate percentage 40 % 
and 0.00% .respectively. 
 

Table (1): Effect of breed and vitamin E on 
reproductive performance of ewes  (Mean ± SE) 

 
Breed  Treatment  No.  Twin 

% 
Fertility 

% 
Arabi  Control 2 0.00 40.0 

Vit .E 5 63.0 83.3 
Mean   31.5 61.65 
Najdi Control 2 0.00 40.0 

Vit .E 2 100.0 33.3 
Mean  50.0 36.65 
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Table (2) showed significant increase at (P<0.05) in 
RBC count in post parturition period compared with 
other two periods. WBC was significantly increased 
at (P<0.05) in pre parturition compared with post 
parturition with early stage in two breeds. PCV 

showed no significant changes among stages or 
between breeds. 
 
 

 
 

Table (2): Effect of breeds and different physiological periods on some blood parameters of ewes  
(Mean ± SE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                   Different small letters refer to significant differences at(P<0.05) between periods, 

 and capitals letters between breeds 

 
 

 
Table (3) shows significant elevation at (P<0.05) in 
total protein during post parturition compared with 
other periods and no significant different in ewes of 
Arabi. Najdi sheep showed significant (P<0.05) 
increased in total protein and globulin in early stage 
compared with other period .The different between 

breed in early stage was significant (P<0.05) as total 
protein, albumin and globulin of Najdi breed were 
higher in comparison with Arabi ewes. However, 
there was no significant difference between the two 
breeds during the other two periods. 

  
Table (3): Effect of breeds and different physiological periods on some serum biochemical parameters of ewes  

( Mean ± SE) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Different small letters refer to significant differences at(P<0.05) between periods,  and capitals letters between breeds 

  

 
Minerals of Arbai ewes showed significant (P<0.05) 
elevation in P, Zn and Fe concentrations during pre 
parturition period, compared with other periods and 
significant (P<0.05) decreased (Zn) concentration in 
pre parturition period compared with other periods 
of Najdi ewes. Significant differences at ( P<0.05 )  
 

 
were observed between the two breeds during early 
stage, as increased (p) and decreased (Zn, Fe), 
where as ,during pre parturition there were increase 
in Ca and p and decrease in (Fe). During post 
parturition there was a decrease in (Fe) compared 
with other minerals' values at similar stage of Najdi 
ewes (table 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Breed Arabi Najdi 
Period 

 
 

Parameter 

RBC 
(106/ml) 

PCV 
(%) 

WBC 
(103/ml) 

RBC 
(106/ml) 

PCV 
(%) 

WBC 
(103/ml) 

Breeding 
season 

5.67 b 
±0.24 

27.13  
±0.50 

8.49 c 
±2.79 

5.17 b 
±0.24 

27.06  
±0.50 

9.67 c  
±2.79 

Pre- 
parturition 

5.83 b 
±0.24 

28.18  
±0.50 

16.5 a 
±3.97 

5.08 b 
±0.24 

28.32  
±0.50 

11.66 a  
±2.87 

Post – 
parturition 

6.89 a B 
±0.31 

28.97  
±0.97 

11.58 b 
±3.50 

8.48 aA 
±1.21 

 

29.32  
±0.83 

10.30 b  
±1.61 

Breed Arabi Najdi 
Period 

 
 

Parameter 

Total 
protein 

(mg/100ml) 

Albumin 
(mg/100ml) 

 

Globulin 
(mg/100ml) 

Total 
protein 

(mg/100ml) 

Albumin 
(mg/100ml) 

 

Globulin 
(mg/100ml) 

Breeding 
season 

5.67 b 
±0.24 

27.13  
±0.50 

8.49 c 
±2.79 

5.17 b 
±0.24 

27.06  
±0.50 

9.67 c  
±2.79 

Pre- 
parturition 

5.83 b 
±0.24 

28.18  
±0.50 

16.5 a 
±3.97 

5.08 b 
±0.24 

28.32  
±0.50 

11.66 a  
±2.87  

Post – 
parturition 

6.89 a B 
±0.31 

28.97  
±0.97 

11.58 b 
±3.50 

8.48 aA 
±1.21 

 

29.32  
±0.83 

10.30 b  
±1.61 
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Table (4): Effect of breeds and different physiological periods on some elements in blood of ewes  
(Mean ± SE) 

 

Breed Arabi  Najdi  
Period 

 
 

Parameter 

 
Calcium 

(mg/100ml) 
 

Phosphorus 
(mg/100ml) 

Zinc 
(µg/dl) 

Iron 
(mg/100ml) 

 
Calcium 

(mg/100ml) 
 

Phosphorus 
(mg/100ml) 

Zinc 
(µg/dl) 

Iron 
(mg/100ml) 

Breeding 
season 

10.93 
±0.48 

12.9 b A 
±1.0 

27.71 b B 
±1.79 

2.11 ab B 
±0.15 

9.88 
±0.45 

9.38 B 
±1.0 

31.98 a A 
±1.79 

3.44 A 
±0.15 

Pre- 
parturition 

11.44 A  
±0.48 

14.8 a A 
±1.0 

32.12 aB 
±1.79 

2.59 a B 
±0.15 

9.37 B  
±0.48 

9.52 B 
±1.0 

36.17 bA 
±1.79 

3.37 A 
±0.15 

Post – 
parturition 

10.24 
±0.61 

9.75 c 
±0.27 

29.58 ab B 
±2.76 

1.77 b B 
±0.49 

10.56 
±0.80 

 

9.23 
±1.66 

34.14 a A 
±2.97 

3.28 A 
±0.25 

Different small letters refer to significant differences at(P<0.05) between periods,  and capitals letters between breeds 

 

 

 

 

DISCUSSION  

 

The rise in percentages of twining and pregnant of 
treated ewes in compared with control of breeds 
were due to role of vitamin E, selenium and PMSG. 
According to (18), it was suggested that vitamin E 
assisted the release of follicle stimulating hormone 
(FSH), adreno cortico trophic hormone (ACTH) and 
Latinizing Hormone (LH). PMSG has two 
hormones: FSH and LH, which activate and 
stimulate follicular development and ovulation (19). 
The significant elevation at (P<0.05) in RBC count 
in post parturition period in two breeds were duo to 
an increase in body metabolism of this stage, which 
need high quantity of oxygen to maintain milk 
synthesis. The blood forming organ automatically 
produce large quantities of extra red blood cells 
(20). WBC were increased significantly (P<0.05) at 
last stage of gestation and post parturition. The 
variations in white blood cell (WBC) in ewes was 
also due to age, physiological stage, stress reaction 
of an ACTH- hormonal and infection (21), or may 
be due to the physiologic stress induced by the 
pregnant state (22). The present study agreed with 
(23, 24). Total WBC may be elevated in late 
pregnancy in sheep. The Arabi ewes observed 
significant (P<0.05) increase in total protein in post 
parturition. The higher values of total protein in 
lactating ewes due to prove the high energy need to 
milk synthesis especially during the post parturition 
(25). The total protein of Najdi ewes decreased- 
significantly (P<0.05) at post parturition, due to a 
decrease in globulin concentration in this stage in 
present study. Total protein decreased due to a 
decrease in serum globulin (26), or may be the 
decrease in total protein in post parturition because 
the Najdi ewe lambing twin and used more quantity 
of total protein in milk. synthesis. The globulin rise 
significantly (P<0.05) at early stage associated with 
immunity  may be due to the physiologic stress 
induced by the pregnant state (22). Significant 
(P<0.05) elevation and declining of minerals 
concentration in plasma at different stage of 
gestation and post parturition, may be the reason for 
this different, changes in physiological status and 
feed (type, quantity, quality) of animals. 
 

 
Calcium concentration showed no significant 
difference in the present study, which agreed with a 
study conducted by (27), who suggested that no 
statistical differences between were observed before 
and after parturation in Ca levels in goats. 
Phosphorus concentration had significantly elevated 
at (P<0.05) in pre parturition period. Thus,  these 
results are in agreement with studies of (27,28). 
It was demonstrated that in lactation stage, there 
was a decrease the level of P when compared with 
pregnant ewes (29). Zinc concentration showed 
significant ( P<0.05 ) elevation in pre parturition 
period. The need for zinc increases during 
pregnancy and lactation stages because of the 
greater demands of normal embryogenesis, fetal 
growth, and milk secretion. The total demand in a 
full-term pregnancy is the need of fetal growth and 
reaches a peak increase in the third trimester (30). 
Iron concentration showed significant (P<0.05) 
elevation in early and pre parturition periods, that 
might be caused by the high demand of Fe by fetus 
during pregnancy. This result on Fe was in 
agreement with findings of studies (27,31). The 
differences between two breeds (Arabi and Najdi) in 
the present study in some blood parameters were 
shown in table (2). Significant elevation in RBC 
count in early stage of gestation Najdi ewe 
compared with RBC count Arabi ewe. Table (3) 
showed significant elevation in early stage total 
protein ,albumin and globulin in Najdi ewe 
compared with Arabi ewe. Table (4) showed 
significant increase in mineral concentrations in 
early stage in phosphorus and decline in Zn and Fe, 
pre parturition stage appeared significant increase in 
Ca, P and decreased in Zn and Fe concentrations. 
The post parturition stage showed decrease in Zn 
and Fe in Arabi ewe compared with Najdi ewe . 
These results were because the animals were lived 
in one farm. The reference values of indices 
determined in blood may vary according to breed 
and are affected by age and to a certain extent also 
by breeding conditions (32). 
In conclusion, the administration of vitamin E and 
PMSG increase percentage of fertility rate in Arabi 
and twin percentage in Najdi ewes. 
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ABSTRACT 

 
In medical applications, the accurate registrations of two images are very important issue in order to achieve 
optimal results. The present study introduced a technique that mixes the pixel and feature matching methods. The 
study  produced a registration method  which matched MRI brain  samples. The method was validated and 
parameters were tuned to increase the accuracy and speed of the registration process. The registration process is 
divided into four main steps:  feature extraction, find matches, ICP Algorithm and align processes. The feature 
extraction step admits desirable operations, which have been shown to greatly ameliorate the registration process. 
The main step is to extract key points using, Harris corner detector. The key points are then paired to provide point 
correspondences. The alignment process uses the ICP algorithm to implement a rigid transformation using point 
correspondences. Results show that registration using the proposed method has produced relatively good results 
and that it is very important to find interesting features and strong point correspondences. 
 

 

Keywords: Image registration, feature extraction, feature matching, image alignment 
 
 
 

  الملخص باللغة العربية
  

ن تكون عملية أومن المھم جدا  ،مسألة تطابق الصور من المواضيع المھمة جدا والحرجة في التطبيقات الطبية المستخدمة في مجال الحاسوبتعتبر 
  .جل الحصول على نتائج موثوقةأالتطابق دقيقة وصحيحة من 
الطGرق المعتمGدة علGى اسGتخ.ص  الصGفات الخاصGة بالصGورة  مGع الطGرق التGي تسGتخدم نقGاط تقنية تدمج بGين اسGتخدام  سعت ھذه الدراسة إلى تقديم

تطبيGق   ،المتطابقات بGين الصGورتين، إيجاد مراحل متتابعة ھي: استخ.ص الصفات أربععملية التطابق المقترحة تضمنت  .الصورة نفسھا في العمل
يجGاد النقGاط المتطابقGة فGي كلتGا إثGم   Harris corner decoderالصGفات باسGتخدام اسGتخ.ص تGم ومGن ثGم  تطGابق الصGورتين .   ICPخوارزميGة 

النتGائج المستحصGلة مGن تطبيGق وقGد أثبتGت  .  ICPعلى تلك المتطابقات من خ.ل تنفيذ خوارزميGة   rigid transformationالصورتين ليتم تطبيق 
دقGة وموثوقيGة  فGييجGاد النقGاط المھمGة والنقGاط المتطابقGة فGي الصGورتين إ أثبتGت أھميGة، كمGا نتGائج جيGدة في الوصGول إلGى  ھاالطريقة المقترحة نجاح

  .النتائج
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INTRODUCTION 

 

In the medical field, image registration techniques 
have been  crucial research region because they are  
useful  and important in many application areas, 
such as assisting the surgeon to determine the exact 
positions of the incisions of the patient’s body, in 
addition  to use image alignment technology, which 
is most useful in disease diagnosis that make it 
easier and gives more accuracy to the results. The 
image alignment have many uses in surgical 
education (1,2). 
A variety of techniques are implemented for the 
image registration task, but no algorithm  works are 
100% accuracy. Traditional algorithm of image 
registration focuses on pixel-to- pixel treatment ,that 
are slow and use error criteria in such a way (3). The 
recent techniques in image alignment use feature 
based treatment that depends on features extracted 
from images rather than pixels (4). 
Feature based techniques present more hardy against 
scene motion and are in theory faster. The public  
feature points are used to create the associations  
between the images which makes them suitable for 
automated registration (4,5). The performance of 
feature-based approaches to image registration relies 
on the chosen feature extractor, but the optimal  
feature extractor is typically different  from image to 
image, or even pixel to pixel (6).  
In the present study, researchers tried to get benefit 
from properties of two approaches to gain robust 
results, to obtain the properties of feature based 
method from feature extraction and matching steps 
and gain from ICP algorithm the rigid 
transformation on each pixel or feature in order to 
registration the two images (7). 
 
 
METHODS AND EXPERIMENTAL 

APPLICATIONS 

 

The proposed system 
 
The aim of the present work is to perform the 
registration process  of  two images in automatic 
strategy. The main contribution of proposed method 
is to find the important features by clustering them 
according to their neighbors  and find the correct 
transformation parameters iteratively using iterative 
algorithm and finally align two images by 
depending on the weight value for each pixel . In 
this system we propose modification for three steps 
in image registration process. 
 
 
Image registration method 
 
Presently, the most common  techniques for 
registration process is iteratively method that called 
“ Iterative Closest Point (ICP)”. This algorithm 
depends on a set of matches of pixels that founded 
between two images in some way that ensuring the 
accuracy of these matches and later minimizing the 
measuring error iteratively. In order to satisfy this 
goal we used  a technique through four steps. 

Initially, we extracted the important features from 
the two images, then we found the matched features 
using the clustering strategy, after that we used 
these matches in ICP algorithm to calculate the 
transformation matrixes where those matrixes were 
used to perform aligning process. 
Regarding ICP method, the researcher used an 
improved method to align two images in the same 
position and same dimensions using feature – based 
method to extract the matching features and using 
pixel – to – pixel algorithm for  alignment these 
images. The data that used in this work is DICOM  
images 512x512 pixels. Figure (1) illustrates the 
block diagram  of the proposed system, and figure 
(2) shows some examples of these images. 
 
 

 
 

Figure (1): The block diagram  of the proposed system 
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Figure (2): Some examples of images 

 
 
1. Feature extraction: Through this step, the two  
input images are taken and the features are extracted 
from these images using the Harris corner detector 
(figure 3). The Harris detector can detect similar 
regions between images that are correlated 
through affine transformation and have various 
illuminations. Strong features that can be detected 
from an image are essential in order to find couples 
of features inside so as to assist the registration 
process, which  ordinarily can be computationally 
costly. The features provided by the Harris corner  

 
 
decoder  are local and constant to image size  and 
angle of position, thereby giving them quite strong. 
These features are also strong in response to 
converts in illumination and minor changes in 
viewpoint.  
 
 
 
 
 
 



International Journal for Sciences and Technology / ICV: 4.32 - SJIF: 4.487 – GIF: 0.81         Vol. 11, No.2,   June  2016   15       

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure (3): Harris corner features
 
 
 
2. Proposed matching features: Throughout this 
step we found the correspondences or the  similar 
features in these two input images instead of using 
all features that extracted from two images. This 
step gives more accuracy and speed up the work. 
We use a technique to increase the reliability of 
point correspondences by clustering three features 
together and examining if they are the identical in 
the unregistered image as in the reference image. 
The probability is much higher for clusters of being 
right than for singular feature matches.  
In this procedure the features vector that obtained 
from previous step ( Harris corner detector) were 
utilized, and the output of procedure is the set of 
centroids, which were used as inputs to the next 
step. This work is intended to provide a contribution 
to determine the correspondences between two 
images. It helps an automatic feature selection. In 
addition to the higher performance of the 
registration method by restricting to fewer features 
reduced at the same time the complexity of the 
whole technique. This also helps the results to be 
better interpreted.  
After local clusters are specified in two images, a 
point-matching scheme requires to be implemented 
to find similar points in two images by  intends of 
analyzing the clusters. Once they are matched they 
are referred to as point correspondences (figure 4). 
Matches are established by evaluating a similarity 
measure or distance measure. 
 
 
 

 
 
 
If we have two pixels R1 and R2 , the euclidean 
distance is: 
 

2
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If there is a pixel R1 and group of pixels F, the 
euclidean distance  among them is: 
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The real  implementation of such scheme requires 
assessing a distance or similarity  mark of every 
interest point in one image against every interesting 
point in the other image. Bad pairs are removed and 
good pairs are selected after examining the best 
match mark against other match marks for each set 
of correspondences. 
The refuse of couples of pixels is implemented upon 
pixels which their distances from other are greater 
than the specific threshold. 
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Figure (4): Correspondences points between two images 
 
 
 
3. ICP (Iterative Closest Point) Algorithm: The 
ICP (Iterative Closest Point) algorithm is commonly  
used for geometric matching of images when a 
firstly  approximate of the proportional poses is 
known. The ICP algorithm has become the prevalent 
technique for matching  images focused strictly on 
the geometry, and sometimes color, of the images. 
ICP starts with two images and firstly suppose for 
their proportional stiff -body transform, and 
iteratively improve the transform by repeatedly 
creating  couples of same in pixels on the images 
and decreasing an error metric. Repeatedly creating 
a group of seamen pixels using the actual 
transformations and finding new transformations 
that decreases the error metric (9). Many variants 
have been introduced to the basic ICP concept. We 
may classify these variants as affecting one of six 
stages of the algorithm  (10):  

1. Selecting groups of pixels randomly from the two 
images 
2. Matching these pixels to each other. 
3. Weighting the matching pixels . 
4. Rejecting matches that below a specified  
threshold . 
5. Evaluate an error metric based on the matches 
pixels. 
6. Decreasing the error metric. 
 
We preferred to use this algorithm because it is very 
sensitive to image scale and rotation and it is 
provide a high accuracy for image alignment , but it 
have some limitation in time performance if we can 
finding features couples in advance , that can speed  

 
 
 
up the performance of the algorithm and give it 
more strong in various results. In order to speed up 
the registration step and owing to the robustness of 
the Harris corner features, the known point 
correspondence based on section 4.2 was utilized. 
The alignment process uses the ICP algorithm to 
calculate a rigid transformation using point 
correspondences. 
 
4. Proposed alignment method: This technique 
depends on the difference of the images that are 
minimal. If I1 and I2 are two images that tend to 
overlap, we will assign the weight value (w) to the 
pixels in these images, where both images will 
contribute equally to create stitched images . The 
value of (w) is either 1 or 0 . If w=0 then the pixel 
has no effect in composite image while when w=1 
implies the pixel is copied there (figure 5). 
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Figure (5):  flowchart of alignment process 
 
 
 
RESULTS  

 
The alignment results obtained  from our approach 
are summarized in figure (6). This figure revealed 
that the  convergence rate and error of registration 
was minimized iteratively, in each iteration the 
mean square error was minimized . In this method 
we provide minimal value of error. We reached to 
success rate 0.32 and the time taken in process was 
1.7  seconds.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figure (6): Convergence rate for proposed system 
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DISCUSSION  

 
To implement the proposed method, database 
which have 10 different sequences were used, each 
of them have 120 images with (640x480) 
resolution. Most registration techniques use Target 

Registration Error (TRE) to evaluate the quality 
and performance of these techniques. In this 
method target registration error and  root mean 
square error were used to evaluate the accuracy. 
Table (1) exhibits the results for all sequences. 

 
 

 

Table (1): Experimental  results of proposed method 
 

 TRE RMSE TIME/Sc 
Squence 1 0.37 0.41 2.5 
Squence 2 0.37 0.41 2.5 
Squence 3 0.67 0.63 2.3 
Squence 4 0.72 0.67 2.4 
Squence 5 0.38 0.41 2.5 
Squence 6 0.20 0.34 1.7 
Squence7 0.37 0.41 2.5 
Squence 8 0.37 0.41 2.5 
Squence 9 0.38 0.41 2.5 
Squence 10 0.28 0.32 1.8 

 
 
 

 
 
 

From these results, it was found that the method 
reached best accuracy with sequence 6, where the 
target registration error had  minimum value  , but 
the  mean sequence error was minimum in sequence 
10 and sequence 6 satisfied short registration time . 
All sequences had gained best results and the 
accuracy ratio is accepted comparing with another 
registration methods. Comparing with (8) the TRE 
had decreased from 0.31 to 0.20  and RMSE 
decreased from 0.76 to 0.32. 
 
 
CONCLUSION  

 
The present study introduced an image analysis 
technique that can be used for image alignment that 
gives high accuracy to get faster performance. 
Image registration using feature based method is 
faster and always successful to reach the accurate 
results rather than pixel registration methods which 
are slower and do not always reach to accurate 
results. This method is active because it successfully 
removes the seams and discontinuities on the 
composite images. The algorithm implements very  
well in detecting the matches of clusters of features 
between images and aligning them with high 
accuracy and low time performance. 
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ABSTRACT  

Oral candidiasis is a common oral mucosal infection, that in some patients if the lesion was untreated, may lead to 
serious complications.  Several searches pointed out to low level laser therapy as a treatment modality alternative 
to conventional medicines. Low level laser has efficacious in modulation of salivary immune markers.  
The aim of this study was conducted to evaluate the salivary level of IL-6, IL-10 and IgA pre and post laser 
therapy and compare them with Nystatin antifungal therapy. 
Forty two (42) patients with Candida induced denture stomatitis were divided into 2 groups; laser group was 
radiated with 60 mW, 660nm diode laser in alternative day therapy for 10 days. Nystatin group was given 
MycostatinTM oral suspension 100 000 U three times daily as topical mouth therapy. Salivary swab for estimation 
of Candida albicans colonies cultivated on agar media. Elisa method was performed to determine the salivary 
levels of IL-6, IL-10 and IgA pre and two times post treatment. 
Results showed that salivary IL-6 concentration was reduced slightly in Nystatin and laser groups. Comparing pre 
and post laser therapy, there was no statistically significant difference found. IL-10 concentrations were reduced in 
both study groups, but the reduction was not statistically significant inside each group.  
Salivary IgA was reduced in Nystatin group but statistically, there was no significant difference within the group. 
In laser group IgA concentration was increased but, statistically there was no significant difference in this group. 
By comparing between Nystatin and laser group, all salivary markers showed that no statistically significant 
differences. 
The study concluded that low level laser application decreased the IL-6 and IL-10, and increase IgA release after 
5exposure sessions. However, statistically there was no modulation of these marker pre and post radiation and 
when comparing with Nystatin therapy. 
 

Keywords: candidiasis, low level laser therapy, cytokines, IgA 
 

  

  الملخص باللغة العربية

المناعة  ذويتزداد حدته وخطورته عند المرضى وشيوعاَ ، اDنتانية ا=كثر راض ا=م يعتبر داء المبيضات الذي تسببه الفطريات البيضاء في الفم من
الطاقGة) كبGديل للعG.ج  مGنخفضر استخدام الع.ج الضوئي (الليGزإمكانية بحوث عديدة ولقد درست يعالج بصورة صحيحة وسريعة.  إذا لمالمنخفضة 

تغييGر بمناعGGة الفGم ضGGد  إلGGىممGGا يGؤدي  ،فGGراز ا=جسGام المناعيGGة فGي اللعGابإ القGدرة علGGى تعGديلخصGائص  مGGنھGGذا النGوع مGGن الليGزر ل لمGا  ،الGدوائي
  ت. الفطريا

وتGم قيGاس  ،المرضGى لعG.ج داء المبيضGاتمGن  عينGةنانوميتر) علGى  660الطاقة (دايود ذو طول موجي  منخفضالليزر  استخدام تم الدراسة ھذه في
ومقارنتھGا بالمرضGى مسGتخدمي دواء  ،في اللعاب قبل وبعGد العG.ج Aلوبيولين المناعي نوع ج) و عامل ال (IL-6 , IL-10نسبة تركيز السيتوكينات 

. شGعاع الليGزرإبعد خمس جلسGات مGن A ولين المناعي لوبيجعامل الفي ) وزيادة  (IL-6 , IL-10كل من بتركيز  االنستاتين. وقد بينت النتائج نقصان
 ،وبعGد العG.جأقبل سواء  A  لوبيولين المناعيج) و عامل ال ( IL-6 , IL-10 كل من معنوي بنسبة  أي اخت.فسجل لم ت غير أن النتائج اDحصائية

  . مع مجموعة النستاتين باDضافة إلى المقارنة
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INTRODUCTION 

 
In recent years, the risk of opportunistic fungal 
infections has significantly increased in patients 
who are severely immunocompromised such as in 
human immunodeficiency virus infection, organ or 
bone marrow transplantation and cancer 
chemotherapy (1-3). 
Immune mechanisms against Candida infections are 
potentially protective and comprise specific and 
non-specific immunity.  Protective immunity in 
Candida associated denture stomatitis is mainly 
linked to Immunoglublin A (IgA) antibodies and 
cell mediated immunity (1,4).  The antibodies may 
be a first line of defence against candidiasis. They 
prevents organism adherence to the mucosal surface 
(2,5). The relation between Candida stomatitis and 
cytokines may be altered. Interleukin 6 (IL-6) level 
in saliva was significantly increased when compared 
with healthy subjects, therefore it is considered as 
an objective marker for diagnosis and detection of 
this condition (6). IL-10 is anti-inflammatory 
cytokine that inhibits the secretion of 
proinflammatory cytokines and impair anti fungal 
effect or functions by phagocytes (7,8). IgA in 
patients with Candida induced denture stomatitis, 
there is elevated level of these antibodies against C. 
albicans (2,9). The wide use of topical and systemic 
antifungal among immunocompromised patients 
resulted in increase number of isolates resistant to 
this therapy. This resistance is mainly associated 
with severe immunosuppression, and long period of 
treatment, hence the development of alternative 
therapies for oral candidiasis without the use of 
medicines is demanded (10,11). One of the effective 
methods is by using phototherapy, specifically low 
intensity laser radiation (10,12). In patients with 
Candida induced denture stomatitis, laser therapy 
resulted in a significant decrease in salivary 
proinflammatory cytokines TNF- α and IL-6. These 
patients were treated by 685nm GaAlAs diode laser 
for 5 days a week for four consecutive weeks (13). 
Another study concluded that IL-10 was reduced 
while TNF- α and IL-6 had same effect after 660 nm 
low level laser (LLL), and noticed the local 
application of energy is more efficient than dividing 
it around the inflammation area (14). Treatment of 
oral mucositis by 35 sessions of 660 nm laser 
resulted in significant reduction of salivary IL-6. 
But there was slight reduction in salivary IL-10 after 
laser irradiation with no significant difference 
compared with non radiated control group (15), 
while 7 days of treatment had shown increase in the 
level of salivary IL-6 (16). A further study 
conducted by (17), revealed the immunomodulating 
effect of LLL on delay type hypersensitivity, as very 
significant reduction in the density of the 
inflammatory infiltrate and by a significant 
reduction in the levels of TNF-α, INF-γ and IL-10. 
Investigations using laser on Candida infection 
encourage further in vivo studies to explore the 
potential application of this protocol for oral 
candidiasis.  
Thus, the aim of the present study was to evaluate 
the immunological marker in oral candidiasis 
patients by applying certain parameters of low level 
laser irradiation. 
 
 

 

 

PATIENTS  AND METHODS 

 

Patients recruited for the study must be fulfilled the 
clinical selection criteria of oral candidiasis plus the 
trial Candida albicans positive culture in mucosa or 
saliva. Patients were collected from the oral 
medicine clinic, College of Dentistry, Baghdad 
University, and from Specialist Dental health 
centres in Baghdad city. All patients were informed 
about the nature of this treatment and informed 
consent form was obtained from all participants. 
Participants' legal guardians in accordance with the 
College of Dentistry, Baghdad University and 
signature of approval were achieved. 
Clinical signs in palatal mucosa consistent with oral 
candidiasis were categorized as Newton`s criteria 
(18); Grade 1: pinpoint hyperaemia; Grade 2: 
generalized erythematous type; Grade 3: granular 
type. The patients were requested to refrain from 
the use of any medicaments throughout the trial. 
Forty two patients were divided into 2 groups; 
Nystatin group: (N=20): patients with Candida were 
given antifungal MycostatinTM (Nystatin) oral 
suspension 100 000 U (SB Egypt L.L.C). The 
patients were instructed to use 1 ml three times 
daily for two minutes. They have used the dropper 
to place the liquid inside the mouth near to the 
affected areas and were tried to swish the 
suspension around the mouth and then keep it on 
the affected areas for as long as possible before 
swallow and not to eat or drink anything post 
rinsing at least for an hour. 
Laser group (N=22) patients were subjected to 
Indium-Gallium-Aluminum-Phosphide (InGaAlP) 
Photonlase I laser applications with 660 nm 
wavelength. In screen of display of the device the 
laser parameters was adjusted by selecting the 
output power 60 mW, CW and energy density 10 
J/cm2. Then the display screen showed the 
accumulated dose (expressed in Joules), in real 
time.  The application time (which is automatically 
calculated by program based on the value supplied, 
here the time delivery per point was 4 seconds, 
patient would receive each point 0.24 J (each 
session a 3.1 joules) though total time calibrated 
about 52 seconds for each session according to the 
following equation: 
 
Time (sec) = Energy (Joule) / power (Watt). 
For each point: 
Time (sec) = 0.24 J/ 0.06 W = 4 sec (that display on 
screen at each beeps of the device indicating end of 
point dosage).  
For session: Time (sec) = 3.1 J/0.06 W = 51.6666.  
 
Patients had laser applications in alternative days, 
the probe was held perpendicularly and slightly 
contact with oral mucosa. The spot technique was 
used with a slight overlapping in order to evenly 
distribute energy covering all palatal mucosa. 
Unstimulated Saliva Collection was performed 
when patients were instructed to refrain from eating 
and drinking for 1 hour prior to salivary collections. 
All collections were performed between 8:30 and 
11:00 AM. Subjects were instructed to swallow to 
clear the mouth of any accumulated saliva, tilted his 
head forward, and whole unstimulated 2 ml of 
saliva was allowed to pool in a disposable sterilize 
plastic container.  Palatal mucosa and salivary swab 
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was plated immediately to the Sabouraud dextrose 
agar plate then sent to microbiology laboratory, 
incubated aerobically at 37 °C for 48 hours. Gram 
stain and germ tube was done for identification of 
Candida albicans. Saliva sample were centrifuged 
for 10 minutes at 3000 rpm, and the supernatant 
aliquot stored at −65°C until immunological 
analysis. In Nystatin group, saliva sample was 
collected in baseline first visit and after two days 
during medicine administration. In laser group, the 
sample of saliva was collected pre laser therapy 
every two laser session start at baseline (three 
sample of saliva were obtained from each patient). 
Elisa (abcam CO., USA) was performed to 
determine salivary IL-6, IL-10 and IgA. The assay 
was performed according to manufacture 
instructions. 
Data analysis was created with Statistical Package 
for Social Sciences version 21 (SPSS). The age is a 
normally distributed variable and was therefore 
conveniently described by mean, SD (standard 
deviation). The statistical significance of mean 
change after treatment was assessed by Wilcoxon 
signed rank test. Paired observation is 2 repeated 
measurements for the same subject separated by an 
intervention or some time factor. P value less than 
the 0.05 level of significance was considered 
statistically significant. 
 
 
RESULTS  

 
Out of the 42 patients eligible for inclusion in the 
study, the patients were randomized into equal size 
groups, however only 37 had valid results, the 
remaining 5 patients were excluded from the study 
for different reasons. 
There were N=17 in Nystatin treatment group (3 
males, 14 females), their age ranges between 38-72 
years, mean age ±SD was 55.1±11.1. Laser 
treatment group N=20 (9 males, 11 females) age 
ranges 30-75 years, mean age ±SD was 56.3±13.4. 
At base line pretreatment, most patients had grade 
2diffuse erythema (17), 8 in Nystatin group and 9 in 
laser group.  Papillary hyperplacia was 11 patients 
(4 in Nystatin group and 7 in laser group) and least 
number were patients categorized as grade one pin 
point erythema that was 9 patients (5 in Nystatin 
group and 4 in laser group). There was no 
significant difference noticed between the two study 
groups (P= 0.69).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

The immunological changes after 4 days therapy 
were shown in table1. In Nystatin group, there was 
reduction in IL-6 concentration by 3.52 in median 
value, but statistically, there was no significant 
difference between pre and 4 days post treatment 
(P= 0.13).  In laser group the IL-6 also reduced 
(median of changes = -0.39) with no significant 
differences statistically (P, Wilcoxon-signed rank 
test = 0.97).  
Salivary IL-10 concentration in Nystatin and laser 
groups was slightly reduced (median changes = -
0.15 in Nystatin, -0.16 in laser), therefore, 
statistically, there was no significant difference 
within the groups after 4 days of treatment and no 
significant difference between two groups (P, 
Wilcoxon-signed rank test= 0.61). 
The effect of 4 days therapy (changes) on salivary 
IgA comparing to its pretreatment level, in Nystatin 
group was observed increasing in IgA concentration 
by 25.4 but statistically, there was no significant 
changes between pre and 4 days post treatment 
(P=0.55). Also in laser group, the median of 
changes was increased after three doses of laser 
irradiation (18.45). But statistically, there was no 
significant changes (P= 0.2).  
By comparing between two study groups according 
to IgA concentration, there was no significant 
differences between them statistically (P, Wilcoxon-
signed rank test= 0.56) (Table 1).  
In comparison of salivary immunological marker 
concentration after 8 day of therapy with 
pretreatment level (baseline) (Table 2), in Nystatin 
group, median of IL-6 salivary concentration was 
reduced slightly (median of changes = -1.37), so as 
laser group (median of changes = -1.35). However, 
there was no significant difference between two 
type of treatment (P= 0.66). 
The median value of IL-10 concentration reduced 
after 8 day in both study groups, but this reduction 
was not statistically significant inside each group. 
No significant differences found between the two 
groups (P=0.66). 
Salivary IgA was markedly reduced in Nystatin 
group patients (median of changes= -42.85) but 
statistically, there was no significant differences 
within the group (P=0.14). In laser group and after 4 
doses of laser irradiation after 8 days, the average 
concentration of sIgA was increased (median of 
changes=51.15). Statistically there was no 
significant differences observed within this group 
(P= 0.33). 
In comparing between the effect of two modalities 
of treatment according to IgA concentration, there 
was no significant differences between them       
(P= 0.11). 
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Table (1): The effect of 4 days of therapy (changes) on immunological aspect compared to its pretreatment level in each 
study group 

 
Table (2): The effect of 8 days of therapy (changes) on immunological aspect compared to its pretreatment level in each 

study group 
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DISCUSSION  

 
Cytokines are regulatory proteins produced by 
immune cells and other cells of the body. Cytokines 
may exert pro inflammatory and anti-inflammatory 
effects. The abnormalities of various cytokines may 
reflect the imbalance among different immune cell 
subsets contributing to pathogenesis of disease 
(19,20). 
The cytokines investigated in this study were 
chosen based on the fact that they represent 
important member of pro inflammatory (IL-6) and 
anti-inflammatory cytokines (IL-10). In addition, 
IgA is antibody molecule playing an important role 
in cell mediated immunity and is considered first 
line of defence against Candida (1,2,4,9,21). 
Many patients were diagnosed with clinical 
apparent Candida associated denture stomatitis, 
however the investigators faced limitation in 
recruiting patients since the lesion is associated with 
minor symptoms and due to frequent or multi 
visiting treatment plan. 
The effect of laser radiation after 4 days of 
treatment (after two doses of laser radiation) on 
salivary IL-6 level is observed slightly reduced, and 
the reduction was continued till day 8 (after 5 doses 
of laser radiation), but statistically there was no 
significant difference before and after treatment. 
Also in comparison to Nystatin group, there was no 
significant difference although the IL-6 in Nystatin 
group was reduced more than laser group at the end 
of the treatment. 
The anti-inflammatory efficacy of low level laser 
therapy (LLLT) has been controversial. While some 
searches have not found any effect from LLLT on 
inflammation, some findings showed that TNF-α 
decreased (22-25), but not change the level of IL-6 
(22,23). However, others showed increase in IL-6 
accompanied with increasing TNF-α (16).  
Simunovic-Soskic and other colleagues concluded 
that salivary IL-6 has been significantly decreased 
after laser therapy in patients with denture 
stomatitis, the study had used long term of 
treatment in which 685nm diode laser for 7 min 
exposure time for five days in a week and for 4 
consecutive weeks (13). Pezelj-Ribaric et al used 
the same parameters and dosimetry in treatment of 
burning mouth syndrome and the study reported the 
same results of highly significant decrease of 
salivary IL-6 level (25). The significant reduction of 
IL-6 has shown by using 25 mW power output, 660 
nm laser for 35 sessions for treatment of oral 
mucositis (15).  
The controversy of this study with others is 
probably related to the critical dose of LLLT that 
appears reducing proinflammatory cytokines, 
related by lower levels of IL-6 which suggest less 
damage to the oral mucosa (14,15, 24,26, 27). 
Interlukine-10 is anti-inflammatory cytokine which 
inhibits the secretion of pro inflammatory cytokines 
and impair anti fungal effect or functions by 
phagocytes, it increased the innate antifungal 
resistance (7,8,28). In vitro, C. albicans induces 
immunosuppression in which increased IL-10 
production by macrophages (29). In the present 
study, salivary IL-10 was slightly reduced after 
laser irradiation, but the result did not reach 
statistical significance between baseline and after 
day 8 of treatment (after 5 doses of LLLT) which 
agrees with the results reported by Oton-Leite, et al 

(15), however disagree with results of Silva et al, 
who used 660 nm LLLL in treatment of oral 
mucositis for 7 sessions continuously (16).  Other 
studies that used 660 nm have concluded decreased 
level of local IL-10 post laser therapy (14,17). 
In present study, with regard to salivary IgA 
concentration, the data showed an enhancement for 
those patients undergoing LLLT in most the times 
evaluated (after 4 days and 8 days of laser therapy); 
however, this difference was not statistically 
significant when compared with the Nystatin group. 
Low level laser therapy was used in treatment of 
inflammation of oral candidiasis in a based on a 
biomodulation effect (biostimulation or 
bioinhibition). Biostimulation has been used 
clinically for decreasing inflammation (13, 23, 30-
35) However, the mechanisms underlying the anti-
inflammatory properties of low-level laser remain 
unknown (13,15,27). After tissue radiation, DNA-
RNA-protein system is stimulated and mitotic 
activity of cell is raised (36). This occur through 
modification of cellular homeostasis of the 
mitochondria promoting a cascade of events in the 
respiratory chain of cytochromes, cytochrome 
oxidase and flavin dehydrogenase that permit 
absorption of light (37, 38) that lead to increase in 
mitochondrial content of ATP, transmembrane 
potential and pH and changes in ultrastructure of 
organelles. These changes in mitochondria promote 
cell division (31,35,39). Multiplication of the 
nucleus and cytoplasm cleavage of immune cells 
like neutrophil and macrophage lead to increasing 
immune response (35, 40). Low level laser 
increases the depressed suppressor T-cell functions 
but does not decrease hyperfunction of helper T-
cells. In this case, anti-inflammatory effects 
stimulate suppressor T-cell deficit and this is differ 
from mechanism of steroidal medication that 
decrease hyperfunctioning inflammatory cells (35). 
T-cell and macrophage mediated activation of the 
immune system is important in the host defence 
mechanisms in oral candidiasis (19). Macrophages 
exposed to low level wavelengths release cytokines 
which stimulate fibroblast proliferation and the 
production of cytokines, thus influencing the 
inflammatory process and healing (30,41) This 
results in a rapid and more epithelialization and 
regeneration of mucous membrane in the area of the 
lesion (42,43). In addition, LLLT improve 
peripheral circulation, oxygenated hypoxic cells and 
help in removing noxious products (35,44) . The 
migration of leukocytes, in turn, produces further 
antiinflammatory cytokines and other mediators 
(15, 35), lead to decrease the inflammation on site 
of infection. LLLT reduced proinflammatory 
cytokines such as TNF- α and IL-6 (13). And this 
depends on dose of laser radiation (14,24,26). 
During low grade inflammation, induced by 
Candida infection, cytokines may provide a 
regulatory link among secretory immunoglobulin 
production (19). There is positive shift in the level 
of T-lymphocytes, immunoglobulines, such as IgA 
and IgM, as well as lysozyme in saliva under the 
effect of a laser irradiation of the oral mucous 
membrane when there was induction of humoral 
immunity by low level laser, as indicated by 
induction cytokines that appeared to be inducing 
IgA production (45). 
Although this clinical trial selected patients with 
similar treatment protocols for oral candidiasis. 
There were some limitations, from reviewing the 
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literature, a lot of controversies were found on the 
relation between salivary cytokine concentration 
and oral candidiasis which could explain the great 
variability found in the concentration of 
inflammatory mediators from one patient to another 
in this study.  This is because of the many factors 
that cause limitations as nutritional status (46), 
stress (47), age, rate of salivary flow, bacterial 
colonization, presence of periodontitis, hormonal, 
individual genetic influence and methodology 
which could explain the great variability found in 
the concentration of inflammatory mediators from 
one patient to another in this study (13, 15,48). 
Despite its limitations, this trial provides evidence 
that LLLT brought about a clinical improvement in 
Candida induced denture stomatitis patients. 
However, it was not possible to establish 
completely the exact mechanism of action of laser 
therapy in oral candidiasis. It is still far from 
thoroughly elucidation due to the fact that it is a 
dynamic process involving biological events 
influenced by the oral micro-environment. 
Therefore, additional studies with large numbers of 
subjects and different protocols of laser irradiation 
are warranted in order to understand the effect of 
LLLT. 
 
 
CONCLUSION  

 

In spite of the reduction in the salivary level of Il-6, 
IL-10 and IgA, statistically low level laser 
application after 5 doses of 60 mW laser did not 
show an anti inflammatory effect in salivary 
immune marker of patients with Candida induced 
denture stomatitis. 
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ABSTRACT 

 

Patients with severe asthma are more vulnerable to colonization with S. pneumoniae as they would be at higher 
risk of infection and exacerbation. The current study was carried out to demonstrate the prevalence of 
Streptococcus pneumomiae in patients with severe asthma. Limited isolates of S. pneumoniae from sputum 
specimens were isolated, only from three patients (3%), while, no pneumococci were isolated from controls. 
identification of this bacterium were done according to cellular morphology, culture characters and biochemical 
reaction. 
Pneumococcal Genomic DNA was extracted and lytA gene region amplified by polymerase chain reaction ((PCR). 
S. pneumoniae was detected by conventional PCR as twice (6%) as that of culture method; as well the lytA gene 
was detected in sputum of 3% of healthy subjects. 
The  molecular methods reliability of pneumococal detection from sputum samples remain to be a challenge but 
PCR negative results had a significant importance for excluding this organism. 
 
 
Keywords: S. pneumoniae, . lytA gene,  severe asthma 
 

 
  

  الملخص باللغة العربية 
  

. ھدفت ھذه  الدراسة  لمعرفة مدى مع تفاقم حا?ت اDصابة وتبعاتھابالعقدية الرئويةِ واDصابة  ل.ستيطانعرضة أكثر مرضى الربو القصبي الشديد 
بينما لم يتم ، ) 3ث.ث مرضى فقط (% تم الحصول على عدد محدود من عز?ت العقدية الرئوية  من الحاد.نتشارِ العقدية الرئوية في مرضى الربو ا

 اعتمادا على مظھرھا الخارجي وصفاتھا الزرعية وتفاع.تھا الحياتية اعزلة من مجموعة السيطرة. تم تشخيص ھذه البكتري أيالحصول على 
  .الكيميائية

،  Conventional PCRالتقليدي  تسلسل البلمرةاختبار ) بطريقة lytAالعقدية الرئوية وتم مضاعفة جين  ( الحمض النووي لبكتيرياتم استخ.ص 
) في  lytAوجود ھذا الجين ( تأكيدكذلك تم ، الحصول عليه بطريقة العزل التقليدية  عما تم ) 6بشكل مضاعف (%ا حيث تم تشخيص ھذه البكتري

  ا=صحاء.ث.ثة من عناصر السيطرة 
الجزيئية عن طريق استخدام نماذج القشع تبقى غير حاسمة ولكن النتائج السلبية مھمة تشخيص العقدية الرئوية بالطريقة  يمكن استنتاج أن مصداقية

  .صابة بھااDجدا في اسبعاد 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



International Journal for Sciences and Technology / ICV: 4.32 - SJIF: 4.487 – GIF: 0.81         Vol. 11, No.2,   June  2016   27       

 

INTRODUCTION  

 

Asthma is a common chronic inflammatory disease 
of the airways marked by recurrent attacks of 
dyspnea, reversible airflow obstruction, and 
bronchospasm. Globally, over 235 million people 
worldwide are affected by asthma, and 
approximately 250,000 people die every year from 
this disease. Severe Asthma" affects about 10% of 
asthma patients who have frequent and severe 
symptoms despite maximal treatment, with anti-
inflammatory drugs including steroids (1). 
Streptococcus pneumoniae is normally resides 
asymptomatically in the nasopharynx of 5-10 % of 
healthy adults, and 20-40% of healthy children 
however, in susceptible individuals, such as elderly 
and immunocompromised people and children, the 
bacterium may become pathogenic, spread to other 
locations and cause disease (2). 
Patients with asthma are more likely to suffer from 
serious pneumococcal disease, which may be 
because the asthmatic airway is different and the 
lungs may be more vulnerable to pneumococcal 
infection. Use of corticosteroids, a common asthma 
treatment, may also increase risk (3). Many 
pathological alterations in the airways, these 
physical and functional abnormalities can be served 
as a focus for viral infections, which, in turn, trigger 
the asthmatic response; they may develop 
secondary bacterial infections, mainly by S. 

pneumoniae (4). 
 
The aims of study 
 
1- To identify the prevalence of S. pneumoniae in 
patients with severe asthma.                                                                                                                                                                                                            
2- To apply new, rapid and specific procedures 
using conventional PCR method in the diagnosis.  
 
 
PATIENTS AND METHODS  

 

Patients and control groups  
 
One hundred patients, 74 (74%) females and 26 
(26%) males with severe asthma attending the 
respiratory clinic or admitted to Al- Yarmouk 
Teaching Hospital, Baghdad, with age range 16- 83 
years (mean age 43 years) and 100 apparently 
healthy controls without asthma were eligible for 
inclusion in this study.  The collection period was 
between July 2014 and March 2015. 
 
Patients selection: 
 
1- Inclusion criteria: All patients aged 16 years or 
older with severe asthma without comorbidity. 

2- Exclusion criteria: for those that had comorbid 
advance disease such as heart failure, renal disease, 
liver disease and pulmonary tuberculosis. 

3- Sputum Collection, processing and culture 
conditions: Sputum samples were collected into 
sterile screw-capped containers deep coughing is 
necessary, to provide mucus expelled from the 
airways. 
 
4- Identification of Streptococcus pneumoniae: 
conventional tests for identification of this organism 
were carried out including: 

 
-Direct microscopic examination of Gram-stained 
sputum specimens (5) 
-Sputum culture.  
A loopful of each sputum was inoculated onto two 
blood agar plates and incubated aerobically and in a 
5-10% CO2 atmosphere at 35-37°C for 24- 48 hrs.; 
the plates which showed no growth should be 
reported  as negative (6). 
Other biochemical tests including optochin test and 
bile solubility test were done (7, 8). Rapid latex 
agglutination test (Bio-Rad) was used for utilizing 
rapid identification of S. pneumoniae was used 
according to manufactures instructions (9). 
 
Confirmatory test (API 20 Strep) 
 
API 20 strep (bioMérieux) was inoculated and 
incubated according to the manufacturer's 
instructions (10). 
 
 
Identification of S. pneumoniae by PCR from 
sputum samples 
 
Isolation of genomic DNA: Norgen biotek, 
(Cat# 46200, Canada) was used for isolation of S. 
pneumoniae DNA from sputum samples using 
Spin-Colum chromatography technique. 
 
PCR conditions: The PCR reaction was carried out 
in 25 µl reaction containing 12.5 µl of green master 
mix 1 µl of 10 Pmol/ µl of each primer, 2 µl of 
DNA templates and the volume was completed to 
25 µl using nuclease free water (11). Amplification 
in an automated thermal cycler (Bio Rad, USA) 
consisted of the following parameters: initial 
denaturation for 4 min at 95°C, followed by 35 
cycles of (denaturation for 30 sec at 95°C, 
annealing for 30 sec at 57°C, and extension for I 
min at 72°C), and a final extension the samples 
were incubated for a further 10 min at 72°C and 
then stored at 4°C until analyzed. 
 
Primers selection for detection of Streptococcus 
pneumoniae DNA: The oligonucleotide sequences 
of primers (Alpha- DNA- Canada) used in PCR for 
targeting lytA gene specific to S. pneumoniae was 
as follows: 
 
Forward 5-ACG CAA TCT AGC AGA TGA AGC A-3 
Reverse   5-TCG TGC GTT TTA ATT CCA GCT-3 
The lytA produce 75 bp products (12) after 
amplification of specimens in PCR which was 
estimated by comparing with the size of the DNA 
bands in the DNA ladder 100-1500 bp. 
 
 
RESULTS AND DISCUSSION  

 

Identification and isolation of Streptococcus 

pneumoniae from sputum samples 
 
Streptococcus pneumonia is Gram-positive lancelate 
diplococci, but also appeared as single cocci or in 
short chains of cocci. On a blood agar plate S. 
pneumoniae colonies appeared as small, gray and 
moist and produce a zone of alpha-hemolysis. 
Streptococcus pneumoniae was isolated only from 3 
patients, while no pneumococcal growths were 
isolated from all control sputum samples. The result 
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of this study clarified that asthma was uncommon 
risk factor for pneumococcal infection. Similar 
results were observed by Dhillon et al. (13), who 
concluded that the risk of pneumococcal infection 
among patients with asthma is limited. Thus, the 
low incidence of growth is probably explained by 
receiving of prior doses of antibiotics by some 
patients, which lowered the growth yield. However, 
the findings of the present study were in contrast 
with other studies (14, 15), which confirmed an 
association of pneumococcal infection and asthma 
as a significant predisposing factor for the 
development of pneumococcal infection and 
significantly linked to the duration and 
exacerbations.  
The differences in the results may be an outcome of 
different factors, including population races, age 
and using various laboratory tests (16). 
 
Detection of Streptococcus pneumoniae by 
conventional PCR 
 

Six patients (6%) were confirmed to have 
pneumococcal infection by molecular assay (figure 
1), while three of controls (3%) showed positive 
results (figure 2). Conventional PCR was used to 
amplify of 75 bp fragment of the lytA gene. The 
presence of the 75-bp amplicon was verified by 
agarose gel electrophoresis. 
 

 
 

Figure (1): Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified 
DNA fragments of Lyt A gene from Streptococcus 

pneumoniae.  PCR amplification results. Lane (M) – 100 
bp ladder, lane (1-6) positive S. pneumoniae inpatient’s 

sputum samples 
 

 
 

Figure (2): Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified 
DNA fragments of Lyt A gene from Streptococcus 

pneumoniae. PCR amplification results. Lane (M) -100 bp 
ladder, lane(1-3) positive S. pneumoniae in control's sputum 

samples 

 
 

The results obtained by the present study revealed  
low rate (3%) of positive culture, but by applying 
more sensitive molecular technique (PCR) resulted 
in higher positive rate (6%) of identification, which 
was doubled when compared with traditional 
culture method, Moreover three of controls (3%) 
showed positive results, a Possible explanations for 
the discordant results include the superior 
sensitivity of PCR compared to conventional tests 
or false-positive detection by PCR due to sputum 
contaminants. 
Thus, it can be concluded that PCR assay added 
little to existing diagnostic tests for S. pneumoniae 
and this test is unable to distinguish colonization 
from infection when respiratory samples are tested, 
and interpretation of reliable diagnostic results for 
S. pneumoniae remains inconclusive (17), but S. 
pneumoniae PCR negative results in sputum had a 
significant importance and helpful method to rule 
out this organism. 
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ABSTRACT 

 
Previously undetected glucose abnormalities are common in patients with acute myocardial infarction (AMI).The 
aim of this study was to assess the prevalence ofDiabetesmellitus (DM) and impaired glucose tolerance(IGT)in 
patients after a myocardial infarction without known DM,and to confirm the superiority of oral glucose tolerance 
test (OGTT)in comparison to fasting plasma glucose (FPG) and Glycosylated hemoglobin (HbA1c) as screening 
tools. 
The sample composed of one hundred and twelve (112) patients who were admitted to the Coronary Care Unit 
(CCU) of Al-Ramadi Teaching Hospital with acute myocardial infarction and no previous history of diabetes 
mellitus. An oral glucose tolerance test (OGTT) with 75 gm of glucose was done at discharge. Fasting plasma 
glucose (FPG) and Glycosylated hemoglobin (HbA1c) were estimated at admission. 
At discharge, 66 (58.9%), 31 (27.7%), and 15 (13.4%) were classified as having normal glucose tolerance, 
impaired glucose tolerance (IGT), or type 2 diabetes, respectively. If fasting plasma glucose (FPG) was used alone, 
only six  (5.3%) patients were considered diabetic and 8 (7.1%) patients with IFG were identified. While HbA1c 
identify only 2 (1.7%) patients with DM and only 4 (3.5%) patients with increased risk of DM. Thus, a FPG test 
alone identified only 30% of the patients with abnormal OGTT. Thus, a fasting glucose and HbA1c test failed to 
identify more than (70%), (87%) respectively of the patients with abnormal glucose tolerance in this study. The 
prevalence of DM and IGT in patients discharged from the CCU after a myocardial infarction without known DM 
diagnosis was high (41%). 
In conclusion, Glucose abnormalities are common in patients with AMI. In comparison to OGTT, FPG or HbA1c 
alone failed to identify the majority of patients with IGT or T2DM screened for unknown glucose abnormalities in 
patients with MI. The oral glucose tolerance test should be considered as a routine test after a myocardial 
infarction in subjects without known DM. 
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  الملخص باللغة العربية
  

 بGداء سGابقا مشخصGين، رغGم أنھGم غيGر الحGاد القلGب عضGلة احتشGاء من يعانون الذين المرضىشائعة لدى  الدمفي  جلوكوزال تعد حالة ارتفاع مستوى
  .السكري

 القلGب، عضGلة باحتشGاء المصGابين المرضGىلGدى  الفم طريق عن الجلوكوز تحمل وضعف السكري مرض انتشار  مدىھدفت ھذه الدراسة إلى تقييم 
 ليكGGوزيجال والھيموغلGGوبين )FPG( الصGGوم أثنGGاء الجلوكGGوز ب.زمGGا مGGع بالمقارنGGة OGTt الفGGم طريGGق عGGن الجلوكGGوز تحمGGل اختبGGار تفGGوق وتأكيGGد

HbA1c) .(  
  2014 الثاني كانون إلى شھر يناير/ 2013 شباطشھر فبراير/  منخ.ل الفترة  التعليمي يالرماد مستشفىب القلب إنعاش قسم في أجريت ھذه الدراسة

 الھGدف شGرح وتGم .السكري داء مع سابق يمرض تاريخ لديھم ليس والذين القلب عضلة باحتشاء المصابين المرضى ، وجرى جمع عينة الدراسة من
  ة. على المشاركة في الدراس موافقتھم وأخذ لھم الدراسة من

، وجGرى تسGجيل  الصGيام ثنGاءأ السكر محلول من غرام 75 إعطائھم بعد  الفم طريق عن الجلوكوز تحمل قابلية اختبار لفحص خضع جميع المرضى
  ).  HbA1c( الغليكوزي.تي الھيموغلوبين نسبة وقياس الصيام أثناء بالدم السكر نسبة فحص النتائج. كما تم أيضا

 ھGذا واكتشGاف ?ختبGار طريقGة أفضGل ، وأنشGائع ھGو أمGر  القلGب عضلة باحتشاء صابةاD بعد الدم جلوكوز اضطراب وثبينت نتائج الدراسة أن حد
 نسGبة قيGاس علGى و? الصGيام أثنGاء الدم سكر فحص نسبة على ا?عتماد ، ويفضل عدمالفم طريق عن الجلوكوز تحمل اختبار فحص ھي إجراء ا=مر

  ).  HbA1c( الغليكوزي.تي الھيموغلوبين
 مشخصGين الغيGرو القلGب عضGلة احتشGاءللمرضGى المصGابين ب روتينيا اختبارا يعتبر الفم طريق عن الجلوكوز تحمل اختبار نأوقد استنتجت الدراسة 

  .سابقا الدم سكر بارتفاع
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



International Journal for Sciences and Technology / ICV: 4.32 - SJIF: 4.487 – GIF: 0.81         Vol. 11, No.2,   June  2016   31       

INTRODUCTION 

 

Numerous studies have demonstrated that 
hyperglycemia is common among patients with 
acute myocardial infarction (1,2). 
It is encountered in up to 50% of all ST elevation 
myocardial infarcted (STEMI) patients, whereas 
previously diagnosed DM is present in only 20% to 
25% of STEMI patients (3). 
Hyperglycemia during AMI was thought to be 
“stress hyperglycemia”, which develops due to a 
highly complex interplay between hormones (such 
as catecholamine, growth hormones, and cortisol) 
and cytokines, ultimately leading to excessive 
hepatic glucose productionand insulin resistance (4). 
Stress hyperglycemia is a medical term referring to 
transient elevation of blood glucose in hospitalized 
patients due to the stress of illness without evidence 
of previous diabetes(fasting glucose >140 mg/dL 
(>7.8 mmol/L), or random glucose >200 mg/dL 
(>11.1 mmol/L)) (5). These patients are of particular 
interest to clinicians because they are reported to 
have a worse prognosis than those with diabetes 
despite higher blood glucose levels on admission in 
the latter population (6-10). 
It is also has been identified as a major independent 
predictor of both in-hospital congestive heart failure 
and mortality in STEMI (11). 
Thus, patients with acute coronary syndrome 
present an opportunity for targeted screening for 
diabetes and institution of effective management 
strategies aimed to improve cardiovascular outcome. 
The routine performance of an oral glucose 
tolerance test to diagnose diabetes during the acute 
phase MI is still the subject of ongoing debate. 
European guidelines on diabetes, pre-diabetes, and 
cardiovascular diseases recommend the performance 
of an oral glucose tolerance test in patients with 
established cardiovascular disease (12). 
Furthermore, a study conducted by (13) had 
described the guidelines on management of acute 
myocardial infarction in patients presented with 
persistent ST-segment elevation  and  specified that 
an OGTT should be performed before or shortly 
after hospital discharge. Another recent guideline 
issued by the American Diabetes Association 
(ADA) and the World Health Organization (WHO) 
recommended the use of HbA1c as an alternative 
(14, 15). 
The aim of the present study was to assess the 
prevalence of DM and IGT in patients after a 
myocardial infarction without known DM and to 
compare FPG and HbA1c with OGTT as screening 
tools for glucose abnormalities in  those patients. 
 
 

 

PATIENTS AND METHODS  

 
This study encompassed 126 patients who were 
admitted to the Coronary Care Unit (CCU) at Al-
Ramadi Teaching Hospital during the period from 
February -2013 to January 2014 for signs and 

symptoms of first time acute myocardial infarction 
(AMI) without previous history of diabetes mellitus. 
The diagnosis of AMI was based on the WHO MI 
diagnosis criteria (16). The criteria as revised in 
2000, are a cardiac troponin rise accompanied by 
either typical symptoms, pathological Q waves, ST 
elevation or depression or coronary intervention are 
diagnostic of MI). Of  those 126 patients only 14 
patients met the exclusion criteria that were: 
septicemia, endocrine disorders, comorbid 
conditions, and on drugs affecting blood glucose 
levels such as Beta blockers, thiazides and 
glucocorticoids. 
The details of our study patients’ age, sex, height, 
weight, (BMI), smoking, hypertension and other 
associated clinical features are shown in the result 
section along with the data related to the family 
history of diabetes. 
Random and fasting blood glucose were measured 
on admission, blood samples were sent as well for 
HbA1c (NycoCard™ HbA1c), total cholesterol (TC), 
high density lipoproteins (HDL) and triglycerides 
(TG) (Reflotron Plus, Switzerland). 
A standardized oral glucose tolerance test (OGTT) 
was performed at hospital discharge for the all 
patients who met our inclusion criteria. OGTT was 
performed according to WHO protocol (9). Briefly, 
after an overnight fast of approximately 12 hours 
and the patient then was given 75 gram of glucose in 
200 ml water and glucose was measured at base line 
then every half an hour for two hours. All patients 
were briefed about the research protocol and a 
written consent of participation was taken thereafter, 
ethical approval was obtained from the college 
medical ethics committee. 
Classification of T2DM and IGT (FPG _7.0 and/or 
post load glucose >11.0 mmol/l,  and FPG <7.0 and 
post load glucose7.8–11.0 mmol/l, respectively) 
followed WHO recommendations (14), while the 
diagnostic boundaries for impaired fasting glucose 
(IFG; FPG _5.6 mmol/l) were those given by ADA 
(15). 
The diagnoses of T2DM and increased risk for 
diabetes by HbA1c (HbA1c _>6.5% and 5.7–6.4% 
respectively) were according to ADA and WHO 
(14,15). 
 
Statistical analysis 
 
Analysis of data was carried out using statistical 
package for social sciences (SPSS) version 21.0. 
Frequencies and relative frequencies were 
calculated for each predictor, standard statistical 
tests (such as chi-square, Fisher's Exact test and t-
test) were used when appropriate. All P values less 
than 0.05 were considered statistically significant. 
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RESULTS  

 
The mean age of the study patients were  (58.9± 
10.0). The majority of the patients were males. 
There was nearly  equal number with history of 
hypertension (Hx.HT) and without it, while history 
of smoking was identified in exactly equal number 
of patients to those who do not have it. As 
modifiable risk factors, increased cholesterol (chol) 
and triglyceride (TG) were seen more commonly 
than normolipidemia. In contrast, less patients had 
high Body Mass Index (BMI) >30. The study 
population consisted of nearly equal number of 
patient with and without family history of DM 
(FHDM) (table 1).  
 

Table (1): The baseline characteristics of the study 
group 

 

Clinicopathological variables 
No. & % 
patients 

Age 
(x ±sd) 58.9± 10.0 

<55 58  (52%) 
55+ 54  (48%) 

Gender 
Male 66  (59%) 

Female 46  (41%) 

Hx.HT 
+ve 54  (48%) 
-ve 58  (52%) 

Smoking 
+ve 56  (50%) 
-ve 56  (50%) 

FHDM 
+ve 55  (49%) 
-ve 57  (51%) 

BMI(kg/m2) 
<30 63  (56%) 

> 30+ 49  (44%) 

S.Chol. 
<200mg/dl 63  (56%) 
>200 mg/dl 49  (44%) 

S.Tg. 
<170mg/dl 51  (46% 

> 170 mg/dl 61  (54%) 
 

 
The  standard oral glucose tolerance test was done 
for all  patients on the day of discharge along with 
FPG and HbA1C as descried earlier. 
The 2-hrs OGTT identified diabetes in 15 patients 
(13.4%), IGT in 31 patients (27.9%), and normal 
glucose tolerance in 66 patients (58.9%) (table 2). 
When the fasting glucose criteria were applied, 
however, only 6 (5.3%) patients were diagnosed as 
having diabetes, 8 (7.1%) with IFG and normal 
fasting glucose in 98 (87.5%) patients.  
HbA1C identified diabetes in 2 (1.7%) patients 
(HbA1c _>6.5%), 4 (3.5%) patients with increased 
risk for diabetes (HbA1c 5.7–6.4%) and 106 
(94.6%) patients were normal HbA1c. 
Giving that oral glucose tolerance test is the gold 
standard, the HbA1C and FPG showed sensitivity of 
10.9%,and 21.7% respectively while they 
demonstrated a specificity of 98.5% and 93.9% 
sequentially.  
 
 
 
 
 
 

Table (2): Prevalence of glucose abnormalities amongstudy population using 
different methods 
 

Test 
DM 

(n,%)     

IGT, IFG, increased 
risk for DM by 
HbA1C(n,%) 

NGT, NFG, 
Normal 

HbA1C(n,%) 
Sensitivity Specificity 

OGTT 
(2-h PG) 

15 
(13.4%) 

31 
(27.7%) 

66  
(58.9%) 

100% 100% 

FPS 
6 

 (5.3%) 
8 

 (7.1%) 
98  

(87.5%) 
21.7% 93.9% 

HbA1C 
2 

(1.7%) 
4 

 (3.5%) 
106 

 (94.6%) 
10.9% 98.5% 

 

 
An attempt was done to identify the risk factor that 
are associated with development of glucose 
abnormalities as shown in table (3). In this study, 
among acute MI patients, more men were 
recognized than women (59%), but no significant 
differences were observed regarding the incidence 
of DM or IGT. 
Being old (> 55 years ) was strongly associated with 
development of  DM and IFG  (p =0.008),  in the 
same way, history of smoking  was also correlated 
with glucose abnormalities (p =0.007). Additionally  
Positive family history of diabetes mellitus (FHDM) 
(p=0.0001), BMI greater than 30kg/m2 (p =0.001) 
and hyperlipidemia were powerful predictors of 
disturbances in glucose metabolism. 
Statistical analysis showed no significant influence 
for hypertension on the risk of glucose 
abnormalities. 
 

Table (3): Variables as independent predictors of disturbances in 
glucose metabolism at 120 min of OGTT immediately before discharge 

 

Predictors 
NGT 
N= 66 

IGT 
N= 31 

 
DM 

N= 15 
 

 
P value 

Age 

(x ±sd) 
58.9± 
10.0 

61.5± 
7.4 

68.9± 
5.2 

0.008* 
 

<55 
42  

(63.6) 
12   

(38.7) 
4    

(26.6) 

55+ 
24  

(36.4) 
19   

(61.3) 
11  

(73.3) 

Gender 
Male 

39  
(59.1) 

19   
(61.3) 

8    
(53.4) 0.87 

 
Female 

27  
(40.9) 

12   
(38.7) 

7    
(46.6) 

Hx.HT 
+ve 

30  
(45.5) 

16    
(51.6) 

8    
(53.4) 0.78 

 
-ve 

36  
(54.5) 

15    
(48.4) 

7    
(46.6) 

Smoking 
+ve 

25   
(37.9) 

22    
(72.4) 

9    
(60.0) 

0.007* 
-ve 

41   
(62.1) 

9      
(27.6%) 

6    
(40.0) 

FHDM 
+ve 

22   
(33.3) 

23    
(72.4) 

10  
(66.7) 

0.0001* 
-ve 

44   
(66.7) 

8      
(27.6) 

5     
(33.3) 

BMI(kg/m2) 
<30 

56  
(84.8) 

3      
(9.7) 

4     
(26.7) 

0.001* 
> 30+ 

10   
(15.2) 

28    
(90.3) 

11   
(73.3) 

S.Chol. 
<200mg/dl 

47  
(71.2) 

11   
(35.5) 

5     
(33.3) 

0.001* 
>200 mg/dl 

19  
(28.8) 

20   
(64.5) 

10   
(66.7) 

S.Tg. 
<170mg/dl 

37  
(56.1) 

12   
(38.7) 

2    
(13.3) 

 0.007* 

> 170 mg/dl 
29  

(43.9) 
19   

(61.3) 
13  

(86.7) 
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DISCUSSION  
 
There was an increasing recognition of the 
significant relationship between diabetes and 
cardiovascular disease, and the contribution that 
each of these conditions makes to the risk of 
morbidity and mortality from both diseases (17, 18). 
Although the prevalence of diabetes has continued 
to rise, diabetes remains undiagnosed in many 
patients. In recent years several studies have 
reported an increased prevalence of prior 
undiagnosed abnormal glucose tolerance (i.e. 
impaired glucose tolerance (IGT) and diabetes) in 
patients with AMI (1, 19-21). 
Many studies reported that admission 
hyperglycemia has a significant negative impact on 
the morbidity and mortality of patients presenting 
with an acute myocardial infarction (AMI) even in 
non-diabetic patients (22). Thus, patients with acute 
coronary syndrome could have an opportunity for 
targeted screening for diabetes and institution of 
effective management strategies aimed to improve 
cardiovascular outcomes. 
It remains unresolved whether an OGTT is 
mandatory after an acute MI or whether admission 
and fasting glucose or HbA1C could 
effectively identify patients with diabetes IGT. 
The European guidelines on diabetes, pre-diabetes, 
and cardiovascular diseases recommend the 
performance of an OGTT in patients with 
established cardiovascular disease (12).  
Furthermore, the European guidelines on the 
management of acute myocardial infarction in 
patients presenting with persistent ST-segment 
elevation specify that an OGTT should be 
performed before or shortly after hospital discharge 
(23). With regards to the management of 
hyperglycemia in ACS, the NICE (National Institute 
for Health and Clinical Excellence) does not 
recommend the routine use of the OGTT in patients 
with hyperglycemia after ACS without known 
diabetes if hemoglobin A1C and fasting blood 
glucose levels are within the normal range (24). 
A scientific statement from the American Heart 
Association Diabetes Committee of the Council on 
Nutrition, Physical Activity, and Metabolism does 
not encourage routine use of the OGTT for 
screening during the hospital stay (25). 
The Joint British Societies’ (2005) clinical 
guidelines on prevention of cardiovascular disease 
recommended that a fasting glucose measurement 
can be done as an alternative to an OGTT in patients 
who have had an acute cardiovascular event (26). 
In the new diagnostic criteria of DM, HbA1c has a 
central role because it is convenient, that the patient 
does not need to be in a fasting state for 
measurement. However, there is no perfect 
concordance between HbA1c and glucose based 
tests and HbA1c may not detect other forms of 
dysglycaemia detected by OGTT (27). 
In conclusion, newly-diagnosed hyperglycemia is 
obviously common metabolic problem among 
patients with acute MI in Al-Anbar province, a 
problem that should be taken into consideration in 

every critically ill patient particularly patients with 
acute coronary syndromes in whom early detection 
and good management of such metabolic 
derangement may decrease the incidence of 
complications and improve the outcomes of patients 
with such acute cardiac events. 
The prevalence of disturbances in glucose 
metabolism in acute myocardial infarction in this 
study was 41% which is comparable to other 
published data. The Euro. Heart Survey (1) reported 
the combined incidence of new-onset IGT and DM 
to be 58%, while in The China Heart Survey was 
45% (2). 
In this study pre-discharge OGTT was a more 
sensitive method for detecting undiagnosed diabetes 
and impaired glucose metabolism than FPG and 
HbA1c. These results confirm the important role of 
an OGTT in detecting previously undiagnosed 
diabetes. A FBG test and HbA1c are insufficient for 
the screening and diagnosis of dysglysemia in 
patients with acute MI. 
There may be several reasons for the limited 
sensitivity of HbA1c to detect undiagnosed diabetes. 
As HbA1c correlates with the mean blood glucose 
over the previous 8-12 weeks, it requires regularly 
elevated glucose levels to increase. As a 
consequence, HbA1c levels rise above the 
diagnostic threshold at a later stage than direct 
glucose level measurement with an OGTT. 
Routine use of OGTT in the recovery phase  helps 
to dichotomies the large number of patients with 
mild hyperglycaemia at the time of admission into 
those with and without dysglycemia. Our finding 
goes in line with an Indian study which identifies 
that OGTT testing in these patients with 
indeterminate FBG reclassifies approximately one-
third as having definite dysglycemia (28). 
In conclusion,  results of this study clarify the fact 
that dysglysemia occurs frequently in patients with 
acute MI and previously undiagnosed diabetes 
mellitus. FPG and HbA1c leaves a majority of 
patients with IGT or T2DM undetected compared 
with an OGTT. As the OGTT is a straightforward, 
non-invasive and affordable test that can be 
performed during clinical recovery, we would 
advocate that it should become standard care in all 
patients admitted with acute MI, at least in those 
with old age, positive family history of DM and 
BMI ≥30 kg/m2. This will result in early 
recognition of diabetes and pre-diabetes and, 
subsequently, earlier lifestyle and medical 
interventions. 
 
 
Study limitations 
 
1-The number of patients included is relatively 
small and selected from patients who participated in 
a single-centre randomized clinical trial; the true 
prevalence of undiagnosed diabetes should be 
confirmed in a larger cohort of patients from 
multiple hospitals. 



International Journal for Sciences and Technology / ICV: 4.32 - SJIF: 4.487 – GIF: 0.81         Vol. 11, No.2,   June  2016   34       

2- The researcher cannot exclud the possibility that 
reduction in daily calorie intake or decrease in daily 
carbohydrate consumption within the first days of 
myocardial infarction might produce false negative 
results in OGTT tests performed in this period. 
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ABSTRACT 

 
A total of 675 Ross 308 one day old broiler chicks were used in this study and exposed to white light (WL) as a 
control , red light (RL), blue light (BL), green light (GL), and Blue – Green mix light (BGL) by a light-emitting 
diode system (LED) which applied for 24 hours daily in separated rooms with light intensity 5 watt/m2. The birds 
were randomly housed into 9 wooden sealed pens of 1m2 in three replicates for each density 12, 15 and 18 
broilers/m2.In the second experiment, a total of 180 Isa Brown layers were raised under control condition from 25 
week until 36 week of age. They divided into 5 treatments with an average of 36 birds for each of five color light 
rooms (16 hours light- 8 hours dark) in three replicates for each density 5 and 7 birds/m2 in the room.The present 
study indicated no differences on levels of calcium (Ca) and phosphorus (P) in the tibia bone of broilers but a 
significant increase was recorded in the bone length (cm) under BL and bone weight (gm) and density (gm/cm) 
under BGL.The effect of color light on the concentration of serum calcium in broilers was not significant, but 
phosphorus concentration was higher in BGL. For layers, a significant effect of WL in the level of serum calcium 
and phosphorus was recorded, whereas no effects for stocking density on these traits were observed. 
  

 

Keywords: color light, stocking density, calcium, phosphorus, tibia, broilers, laying hens 
 

 
 

  الملخص باللغة العربية
 

حقل تربية الدواجن في كلية الطب البيطري بجامعة البصرة. في التجربة ا=ولى على فروج اللحم وفGي التجربGة الثانيGة علGى أجريت ھذه الدراسة في 
لدم. الدجاج البياض بھدف معرفة تأثير لون الضوء وكثافة الطيور في بعض معايير عظم القصبة وتركيز الكالسيوم والفسفور في العظام وفي مصل ا

) يومGا. قسGمت ا=فGراخ إلGى (35غير مجنس وبعمر يGوم واحGد لمGدة  Ross 308فرخا من فروج اللحم س.لة 675) لى تمت  تربية (في التجربة ا=و
ھGي الضGوء ا=بGيض (سGيطرة)، الضGوء ا=حمGر، الضGوء ا=زرق، الضGوء  2م واط/ 5وبشGدة إضGاءة خمس معام.ت من اDضاءة الملونGة المسGتمرة 

أقنGان،  9)) طائرا لكل معاملة. ربيت الطيور في غرف مستقلة تحتوي كل غرفة علGى (135زرق وا=خضر وبواقع (ا=خضر ومزيج من الضوء ا=
وفي ث.ث مكررات لكل كثافGة. فGي التجربGة الثانيGة  2) طيرا/ م18و  15، (12مساحة القن الواحد متر مربع، وقسمت الطيور تبعا لكثافة التربية إلى 

أسبوعا، حيث تم توزيع الطيور إلى خمس معام.ت حسب  (36)أسبوعا لغاية عمر  (25)بعمر   Isa Brownاضة س.لة ) دجاجة بي(180تم تربية 
طائر للمعاملة. تمت تربية الGدجاج البيGاض تحGت  36)وبمعدل ( 2 م واط/ 5وشدة إضاءة ساعة ظ.م)  8ساعة ضوء :  (16لون اDضاءة في برنامج 

  بواقع ث.ث مكررات لكل كثافة.و  2 طيور/ م 7)و  (5كثافتين 
أظھرت نتائج الدراسة فGي فGروج اللحGم عGدم وجGود تفGوق معنGوي للGون الضGوء المسGتخدم وكثافGة الطيGور فGي مسGتوى الكالسGيوم والفسGفور فGي عظGم 

وا=خضGر فGي وزن وكثافGة  القصبة، بينما تم تسجيل تفوق معنوي  لطول العظم في معاملة الضوء ا=زرق وتفوق معاملة المزج بين الضGوء ا=زرق
ق عظم. أما تركيGز الكالسGيوم فGي مصGل فGروج اللحGم فلGم تكGن النتGائج معنويGة، بينمGا سGجلت معاملGة الفGروج المربيGة تحGت تGأثير مGزج الضGوء ا=زر

يGا فGي تركيGز الكالسGيوم مGن ناحيGة أخGرى أظھGرت النتGائج فGي الGدجاج البيGاض تفوقGا معنو. وا=خضر تفوقا معنويا في مستوى الفسفور في مصل الدم
  والفسفور في مصل الدجاج المربية تحت تأثير الضوء ا=بيض ولم يكن لكثافة الطيور تأثير معنوي.
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INTRODUCTION 

 
Light is as an important management tool to 
regulate broiler production. Artificial lighting for 
broilers consists of 3 aspects: photoperiod, 
wavelength, and light intensity (1). Day light has 
relatively wavelengths between 400 and 700 
nanometer (nm). Birds sense light through their eyes 
(retinal photoreceptors) and through photosensitive 
cells in the brain (extra-retinal photoreceptors) (2). 
The color of light is determined by the relative 
power of different wavelengths in the visible part of 
the light spectrum (3). Among new lighting 
technologies emerging on the market are light 
emitting diodes. LEDs are highly monochromatic, 
only emitting a single pure color in a narrow 
frequency range (4), and becoming increasingly 
more popular for use in poultry barns (5). Stocking 
density is inherently confounded with either the 
number of animals in a group, or with the total 
amount of space available to this group (6). 
Application of the intermittent light regime and 
lower stocking density at the same time increased 
the broiler gains in every week (7). 
Light is as an important management tool to 
regulate broiler production. Artificial lighting for 
broilers consists of 3 aspects: photoperiod, 
wavelength, and light intensity (1). Day light has 
relatively wavelengths between 400 and 700 
nanometer (nm). Birds sense light through their eyes 
(retinal photoreceptors) and through photosensitive 
cells in the brain (extra-retinal photoreceptors) (2). 
The color of light is determined by the relative 
power of different wavelengths in the visible part of 
the light spectrum (3).Among new lighting 
technologies emerging on the market are light 
emitting diodes. LEDs are highly monochromatic, 
only emitting a single pure color in a narrow 
frequency range (4), and becoming increasingly 
more popular for use in poultry barns (5). Stocking 
density is inherently confounded with either the 
number of animals in a group, or with the total 
amount of space available to this group (6). 
Application of the intermittent light regime and 
lower stocking density at the same time increased 
the broiler gains in every week (7).  
Normal bone development in birds is influenced by 
nutritional factors, genetics, gender and the absolute 
growth rate (8). A number of invasive (bone ash, 
breaking strength, weight and bone volume) and 
noninvasive methods (ultrasound) exist to determine 
the bone mineralization in poultry (9). About 99% 
of total body Ca and 75% (80-85% in bones and 
teeth) of total body P are found in the skeleton (10), 
therefore the Calcium: Phosphorus ratio (Ca/P ratio) 
of 2.5:1 may favor elongation of tibial bone (11). 
According to (7), quality of tibia improved with 
increased physical activity of chickens reared in 
lower stocking density. Also (12) investigated 
whether photoperiod : scotoperiod affected leg 
weakness in broiler chickens and found no clear 
relationship between photoperiod and gait scoring 
but foot pad burns were reduced by longer 

photoperiod. The levels of Ca in both bones femur  
and tibiotarsus were in the range from 180.4 ±8.57 
to 181.6 ± 12.32 g/kg, being higher in females 
(181.7 ± 9.17 to 183.8 ± 14.71 g/kg), as compared 
to males (179.2 ± 7.80 to 179.3 ± 8.91 g/kg) 
(13).Tibia length in broilers was 1.8 times greater at 
15 days of age compared to hatch and only 2 times 
longer at 43 days of age compared to the length at 
15 days of age (14).The researcher (15) referred that 
lighting programs had a similar effect, broilers 
provided with 12L: 12D had a higher percentage of 
bone Ash (50.47%) compared with those provided 
with 20L: 4D (49.89%).  Furthermore, (16) 
observed improved gait scores and less angular 
deformity of the legs of female broilers that were 
reared under high intensity red light early in the 
growth period, although the same effect was not 
seen in broilers raised under high intensity blue 
light. The author speculated that this improvement 
in leg health may have been due to the increased 
activity of the broilers reared with high intensity red 
light. Bone strength was reduced in treatment Late 
Red, which appeared to be related to the lower body 
weights of birds in this treatment. Bone length, 
weight, and torsion were not affected by treatment, 
but the tibia plateau angle was reduced by Early Red 
light in female birds. All blue, there was a high 
incidence of gait abnormalities, which was reduced 
by Early and Late Red light. Serum biochemistry is 
a labile biochemical system which can reflect the 
condition of the organism and the changes 
happening to it under influence of internal and 
external factors (17). The total concentration of 
calcium in the laying hens serum ranges between 
20-30 mg/100 ml. The normal plasma concentration 
of calcium for most birds ranges between 8 and 11 
mg/dl while the normal plasma phosphorus 
concentration for most birds range between 5 and 7 
mg/dl. (18). Serum Ca include 60 % ionized, 35% 
bound to protein and 5% citrate, bicarbonate and 
phosphate complexes. In plasma, 85% phosphate 
ions (H2PO4-, HPO4 --), 10% protein bound and 
5% Ca and Mg complexes (10). On the other side 
(19) recorded that the levels of serum calcium in 
laying hens was (18.10+2.64 mg/dl) and in broilers 
(6.25-13.75 mg/dl). 
The aim of this study was to investigate the effect of 
color light and stocking density on some bone 
parameters and the level of serum calcium and 
phosphorus of broilers and layers. 
 
 
MATERIALS AND METHODS  

 

Birds and husbandry 
 
A total of 675 Ross 308 one-day-old broiler chicks 
were used in this study. The chicks were raised 
under control condition from day one until 35 days 
of age in the poultry farm at the College of 
Veterinary Medicine, Basra University. Broiler 
chicks were reared into five light groups in 
separated rooms 3x3x 4 meters with an average of 
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135 chicks in each room under LED color lights: 
white light as a control, red light (660 nm), blue 
light (480 nm), green light (560 nm) and blue – 
green mix light. Stocking density of (12, 15 and 18 
birds/m2) was housed into 9 wooden sealed pens of 
1m2 in three replicates in the room. Light sources 
were equalized on the intensity of 5 watt/ m2 (20 
lux) at bird head level and light period of 24 hours 
daily. Room temperature was initially 34°C and was 
subsequently reduced by 2°C/week to 26°C at 35 
day. In the second experiment, a total of 180 Isa 
Brown layers were raised under control condition 
from 25 week until 36 week of age. They divided 
into 5 treatments with an average of 36 birds for 
each of five color light rooms (16 hours light- 8 
hours dark) in three replicates for each density 5 and 
7 birds/m2 in the room. In broilers, three dietary 
pellet rations were used consisted of starter, grower, 
and finisher diets. Total dietary metabolic energy for 
the starter, grower and finisher were 2925, 3111and 
3171 kcal/kg respectively while the values of crude 
protein were 22.21, 20.14 and 18.08 % respectively. 
For layers, total dietary metabolic energy was 2759 
kcal/kg and 17.75% crude protein according to Isa 
Brown programs (20). Half cylinder plastic feeders 
were placed in each pen. The birds were supplied 
with feed and water ad libitum, and diets were 
formulated to meet the nutrient recommendations 
for poultry according to Nutrient Research Center 
NRC (21), and the feeders were checked twice daily 
and feed was weighed and manually added when 
needed. A nipple water drinking system was set up 
in each pen and was manually adjusted as birds 
grew to ensure the watering system was kept at a 
proper level. 
 
Bone and serum measurements 
 
At 35th day of broilers age, one bird from each 
replicate were randomly selected and slaughtered 
according to Islamic religion conditions by a knife. 
The tibias of the individual birds were excised and 
boiled for 5 minutes to loosen muscle tissue 
according to the method of (22). Tibias were dried 
at105°C for 24 hours and then weighed and the 
length was recorded. The bone weight/bone length 
index is a simple index of bone density obtained by 
dividing bone weight by its length (23). Tibia ash 
content was determined by ashing the bone in a 
muffle furnace for 5 hours at 600°C, bone ash was 
weighed and prepared according to (24).Calcium 
and phosphorus content was measured by atomic 
absorption spectrophotometry after processing by 
the method of (25). At the end of 5 week age for 
broilers and 36 week for layers, 1 birds of average 
weight from each replicate were selected and blood 
was collected from the wing vein. The samples were 
taken in test tubes without anticoagulant to get 
serum for biochemical tests. Calcium and 
phosphorus values were measured by the method of 
(26).  
 
 

RESULTS AND DISCUSSION 

 
Bone measurements of broilers 
 
Bone mineral density is one of the most important 
parameters to be measured when evaluating bone 
quality (27). Calcium, phosphorus, and vitamin 
D3deficiencies and imbalances are the major causes 
of skeletal problems (28). Table (1) referred to the 
effect of light color and stocking density in the 
measurements of tibia bone in broilers at different 
experimental groups at 35 days. The values of 
calcium and phosphorus were not significantly 
differed (p > 0.05) in all examined birds. The non-
significant effect of color light on the levels of 
calcium and phosphorus of tibia bone agreed with 
(15), who showed that the use of different lighting 
programs did not have a significant effect on the 
levels of the ashes of bone. The table also showed 
no significant effect (p > 0.05) of stocking density 
in the level of calcium and phosphorus of tibia bone. 
The results of the effect of stocking density is 
consistent with (29), who tested two strains of 
broiler chickens (Arbor Acres and Cobb 500) in the 
level of density 12 and 16 birds/m2 in different 
lighting and he did not score a significant effect of 
lighting program and the stocking density in the 
concentration of calcium of tibia. The physical 
properties of the tibia were assumed to be indicators 
of skeletal growth and structural changes (30).There 
was significant increase (P <0.05) in the length of 
tibia bone in broilers reared under the influence of 
BL. The increase of tibia length may reflect the high 
body weight of broilers under the influence of BL. 
The result is agreed with the finding of (31) who 
referred to a positive relationship between the length 
of the leg and thigh and carcass weight bone. The 
tendency for higher growth rates of chickens in blue 
light than red maybe due to the increase in activity 
of birds in red than blue light confirms the results of 
a comparison of color effects on broiler behavior by 
(32).As shown in table (1), a significant effect (P 
<0.05) of color light was recorded in the weight of 
tibia in broilers of different experimental groups at 
the age of 35 days,  and reached its highest rate in 
the treatment of chickens reared under the influence 
of BGL while lower rate was recorded in the 
treatment of broilers reared under the influence of 
RL. The results of the present study agreed with the 
results of (33) and (34) who proved that the 
hypothalamic photoreceptors of chicken are more 
sensitive to blue/green light when illuminated 
directly. Also, (35) found both blue and green lights 
were more effective to stimulate testosterone 
secretion and myofiber growth which increased 
body. On the other hand, (36) reported that 
longitudinal bone growth occurs as the pullet grows 
in size. Cartilage cells in the growth plates at the 
ends of the bones divide, resulting in increased bone 
length. The existence of a significant decrease in 
tibia weight under the influence of red light are 
consistent with that of (16),who reported an 
apparent correlation existed between bone strength, 
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bone weight, and body weight: birds given bright 
red light in treatment Late Red had the lightest final 
body weight and tended to have the lightest average 
bone weight. The effect of color light in the bone 
density of broilers at 35 days of age was 
significantly higher (P <0.05) and recorded the 
highest rate in the bones of broilers reared under the 
influence of BGL. These findings are consistent 
with the significant increase in weight and the 
length of the tibia in broilers reared under the 
influence of BGL while the low values recorded in 
the treatment of chickens reared under the influence 
of red. These results were supported by (37), who 
reported that bone density is a reflection of the 
weight and the length of the bone. A study 
conducted by (38) showed that switching 
environmental light spectra from green to blue at 10 
days of age accelerate growth of male broiler 
chicks. In parallel in this study he found early age 
acceleration in growth in the green light reared 
birds, and, in addition shifting the GL birds to BL 
environment caused further increase in both growth 
rate and body weight. In accordance, quails raised 
under blue or green fluorescent lamps gained 
significantly more weight than those reared under 

red or white fluorescent lamps (39). The absence of 
stocking density effect on tibia measurements 
agreed with the result of (29) on broilers of Arbor 
Acres and Cobb 500 genotypes reared to 42 days of 
age in floor system, and two stocking 
densities:12birds/m2 and 16 birds/m2. Results of the 
trial indicate absence of significance of differences 
between trial groups of broilers in regard to their 
walking ability, condition of skin and legs, and 
stress indicators. The results of the current study 
disagreed with (6), who evaluated the effect of 
stocking density on bone quality and fluctuating 
asymmetry. Birds were stocked at densities of 2.4, 
5.8, 8.8, 12.1, 13.6, 15.5, 18.5, and 21.8 
birds/m2 from 1 until 39 day of age. Increased 
stocking density had a negative effect on some 
aspects of bone. Tibias were shorter at high density, 
possibly due to increased curvature. Positive effect 
was recorded by (40) and (41) of lower stocking 
density on length of tubular bones, development and 
roundness of breast, development of hind 
extremities. Breast angle, although it represents 
genetic trait, was improved in conditions of lower 
stocking density.  
 

  
Table (1): Effect of color light and stocking density on some bone measurements of broilers at 35th day of age (M+SE) 

 

Effect of 
stocking density 

BGL GL BL RL WL 

Color light 
 

Stocking 
density 

Bone parameters 
 

3022+4.26 3156+2.88 3359+4.04 3257+ 4.61 2905+ 3.46 2435+6.35 12 bird/m2 

 
Calcium 

ppm 

3230+2.99 3110+2.30 3389+6.92 3723+ 1.73 2818+ 1.73 3111+ 2.30 15 bird/m2 

3157+5.77 
 

3731+9.23 3856+6.35 2511+ 6.35 2537+ 3.46 3153+ 3.46 18 bird/m2 

N. S. 3332+4.80 3534+5.77 3163+ 4.23 2753+ 2.88 2899+ 4.03 
Effect of color 

light 
N. S. 

38.75+0.02 42.62+0.01 45.21+0.07 45.91+0.02 22.79+0.00 37.16+0.03 12 bird/m2 

 
Phosphorus 

ppm 

41.85+0.06 47.44+0.01 33.35+0.01 44.39+0.01 49.67+0.19 34.43+0.08 15 bird/m2 

42.83+0.04 
 

39.46+0.05 49.67+0.06 49.32+0.09 47.08+0.02 28.62+0.00 18 bird/m2 

N. S. 43.17+0.02 42.74+0.04 46.54+0.04 39.84+0.07 33.40+0.03 
Effect of color 

light 
N. S. 

9.96+ 0.46 10.00+0.50 9.66+0.60 10.50+0.50 10.00+0.57 9.66+ 0.16 12 bird/m2 

 
Bone length (cm) 

 

9.73+ 0.37 10.00+0.50 9.66+0.33 10.16+0.16 9.50+0.57 9.33+0.33 15 bird/m2 

9.83+ 0.42 
 

10.50+0.28 9.83+0.60 10.16+0.16 9.33+0.33 9.33+0.88 18 bird/m2 

N. S. 10.16a+0.42 9.72ab+0.51 10.27a+0.27 9.61ab+0.49 9.44 b+0.45 Effect of color 
light * 

17.20+2.25 17.66+2.84 16.33+3.28 19.66+1.33 14.66+3.17 17.66+0.66 12 bird/m2 

 
Bone weight (gm) 

15.66+1.93 18.33+4.17 15.33+0.66 17.00+1.52 13.33+1.85 14.33+1.45 15 bird/m2 

16.33+2.44 
 

19.66+1.20 17.00+3.00 17.33+1.66 13.33+2.33 14.33+4.05 18 bird/m2 

N. S. 18.55a+2.73 16.22b+2.31 18.00a+1.50 13.77b+2.45 15.44b+2.05 Effect of color 
light * 

1.70+ 0.16 1.74+0.20 1.65 +0.25 1.86+0.04 1.43+0.23 1.82+0.08 12 bird/m2 

 
Bone density 

(gm/cm) 

1.59+ 0.14 1.79+0.34 1.58 +0.01 1.67+0.14 1.39+0.13 1.52+0.10 15 bird/m2 

1.63+ 0.19 
 

1.87+0.11 1.70 +0.19 1.70+0.15 1.41+0.19 1.47+0.31 18 bird/m2 

N. S. 1.80a+ 0.21 1.64ab+0.15 1.74a+ 0.11 1.41b+ 0.18 1.60ab+0.16 Effect of color 
light * 

*a, b, c Means in horizontal rows with different superscripts were significantly different of light color and in vertical rows of stocking density at 

(p<0.05). SE: standard error. N.S. not significant
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Serum calcium and phosphorus of broilers and 
layers 
Table (2) shows the effect of light color and 
stocking density on calcium and phosphorus 
concentration on blood serum of broiler chickens in 
the different experimental treatments at the age of 
35 days. The results of calcium were not 
significantly affected (p > 0.05) by color light, nor 
there significant differences between the various 
levels of density. The non-significant effect of color 
light and broiler density in the calcium 
concentration of broiler serum may be due the 
absence of stressful environmental factors that 
adversely affect the level of calcium in blood serum. 
As (42) referred that plasma Ca concentration 
measured showed a significant decrease during heat 
stress period while PH levels increased during the 
same period. A significant effect (P <0.05) of color 
light  in the concentration of phosphorus was 
recorded and reached its highest rate in the serum of 
broilers reared under the influence of BGL, while 
the least rate recorded in the serum of chickens 
reared under WL. As for the effect of stocking 
density in the concentration of phosphorus in the 
blood serum it emerges from the table (2) absence 
of significant differences between the various 
treatments. A superiority in the level of phosphorus 
in the serum of broilers reared under the influence 
BGL may reflect the elevation of feed consumption 
in this group compared to white and red groups. 
This is consistent with the results of (43), who 
showed that low feed consumption also leads to low 
in the level of phosphate in the blood. The table also 
showed a significant effect (P <0.05) for the color 
light in the C/P ratio which reached its highest score  
in the treatment of broilers reared under the 

influence of GL whereas, density levels were not 
significantly affect the C/P ratio in various 
treatments. Table (2) indicated a significant effect (P 
<0.05) of color light in the level of serum calcium of 
layers reared under the influence of WL. This result 
was inconsistent with the results of (2), who showed 
that ultraviolet light had significantly higher plasma 
Ca level than fluorescent and infrared lights in 
turkey at 25 and 40 week of age. The results of this 
study confirm what referred to by (44) that calcium 
and phosphorus in the blood serum in laying hens 
are related to the status of the egg-laying and layer 
of strain, so the high level of calcium in the blood 
serum of layers reared under the influence of WL 
reflect an increase in the productivity of eggs. The 
analysis of variance referred to the presence of 
significant interaction (P <0.05) between light color 
and stocking density in the level of calcium in blood 
serum as it recorded the highest rate in layers reared 
under the influence of WL and the level of density 7 
birds/m2 while the least average recorded in layers 
reared under the influence of the RL and the level of 
density 7 birds/m2. Table (2) also showed that color 
light  positively affected (P <0.05) the concentration 
of serum phosphorus in layers reared under the 
influence of WL while least average recorded  in 
serum of layers reared under the influence of BL.A 
significant effect (P <0.05) was also recorded for the 
color light in the C / P ratio of layers of BL and 
BGL. These ratios reflect the rates recorded for the 
concentrations of calcium and phosphorus in 
various treatments. The result of this study revealed 
that different values of serum calcium and 
phosphorus of layers studied were not differed 
significantly within various bird densities. 

 
 

SE)+Mayers (Table (2): Effect of color light and stocking density on the level of calcium and phosphorus in blood serum of broilers and l 
 

Effect of 
stocking 
density 

BGL GL BL RL WL Color light 
Stocking 
density 

Serum 
traits 

 

B
ro

il
er

s 
  

  

9.06 +0.78 10.33+1.08 9.83+ 0.71 8.76 +0.29 8.56 +0.14 7.83 +0.21 12 bird/m2  
Calcium 
(mg/100 

ml) 
 

9.24 +0.55 11.26+1.14 9.66 +0.56 8.53 +0.29 8.73 +0.66 8.00 +0.10 15 bird/m2 
9.40 +0.30 

 
10.13+0.46 10.16+0.6 9.13 +0.14 9.20 +0.25 8.36 +0.03 18 bird/m2 

N. S. 10.57+0.89 9.88 +0.63 8.81+ 0.24 8.83 +0.35 8.06 +0.11 Effect of 
color light 

N. S. 

5.62+ 0.24 6.66+0.12 5.20 +0.05 5.93 +0.35 +5.33 0.40 4.96 +0.31 12 bird/m2  
Phosphorus 
(mg/100 

ml) 

5.42 +0.32 7.03+0.24 5.00+ 0.34 5.56 +0.54 5.06 +0.12 4.46 +0.37 15 bird/m2 
5.52 +0.49 

 
6.80+0.34 5.90 +0.66 5.20 +0.60 4.93 + 0.39 4.80 +0.49 18 bird/m2 

N. S. 6.83 a+0.2 5.36bc+0.3 5.56b+0.4 5.11bc+0.3 4.74 c+0.3 Effect of 
color light * 

1.62 +0.11 1.55 +0.18 1.89 +0.14 1.47 +0.03 1.62 +0.11 1.58 + 0.09 12 bird/m2  
 

Ca : P 
ratio 

1.72 +0.13 1.59 +0.12 1.94 +0.15 1.55 +0.13 1.72 +0.10 1.81 +0.15 15 bird/m2 

1.74 +0.18 
 

1.50 + 0.14 1.75 +0.18 1.80 +0.23 1.88 +0.18 1.78 + 0.19 18 bird/m2 

N. S. 1.54 b+0.1 1.86a+0.1 1.60ab+0.1 1.74ab+ 0.1 1.72ab+0.1 Effect of 
color light * 
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11.74+0.4 12.03 +0.6 11.43+0.2 12.00+0.2 11.63+0.8 11.60 +0.2 5 bird/m2 Calcium 
(mg/100 

ml) 
 

L
ay

er
s 

  

11.32+0.2 11.33+0.14 11.20+0.4 11.06+0.2 10.23B+0.2 12.76+0.1A** 7 bird/m2 

N. S. 11.68 ab+0.3 11.31b+0.3 11.53ab+0. 10.93 b+0.5 12.18a+0.1 Effect of 
color light * 

4.94+0.18 4.56 +0.12 4.56 +0.14 4.43 +0.14 5.53  +0.40 5.60  +0.11  5 bird/m2 Phosphorus 
(mg/100 

ml) 
4.77+0.22 

 
4.40  +0.15 4.66 +0.28 4.30 +0.11 5.06  +0.18 5.43  +0.41 7 bird/m2 

N. S. 4.48 b+0.13 4.61b+0.21 4.36b+0.12 5.30 a+0.29 5.51a+0.26 Effect of 
color light * 

2.40 +0.07 2.64 +0.19 2.50 +0.02 2.70 +0.10 2.10  +0.01 2.06 +0.03  5 bird/m2  
Ca : P 
ratio 

2.43 +0.13 2.58  +0.11 2.42 +0.20 2.57 +0.12 2.01  +0.04 2.58  +0.18 7 bird/m2 

N. S. 2.61 a+0.1 2.46ab+0.1 2.64 a+0.1 2.05 c+0.0 2.32bc+0.1 Effect of 
color light * 

 
*a, b, c Means in horizontal rows with different superscripts were significantly different of light color and in vertical rows of stocking density at 

(p<0.05). SE: standard error. N.S. not significant.**A, B, C Means with different superscripts were significantly different of interaction between 

light color and stocking density at (p<0.05).

 
 
 
CONCLUSION  

 
The results of the present study suggested that the 
use of blue, green and mixed blue and green would 
be relevant for birds comfort and may benefit 
performance, which reflected a significant increase 
in the bone length, weight and bone density. For 
layers, a significant effect of white light in the level 
of serum calcium and phosphorus should be 
considered, whereas no effects for stocking density 
on these traits were observed. 
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ABSTRACT 

 

In order to assess the levels of Aflatoxin B1 in local chicken meat and then to determine their affinity for human 
consumption in Sulaimani city. 60 samples of both chicken carcasses and livers (30 for each) had been collected 
from different markets at Sulaimani city and analysed by using HPLC-UV. detection method. The results revealed 
that, although 100% of chicken meat and 65% of chicken liver samples recorded readable amounts of AFB1, yet 
they were under International permissible limits, which revealed that those represented samples were fit for human 
consumption.

Keywords: Aflatoxin B1, HPLC-UV. detection method 

 

 

  
  الملخص باللغة العربية

  
قليم كردستان العراق، ومن ثم تحديد إفي لحوم الدواجن المباعة في مدينة السليمانية / B1 تقييم مستويات سموم ا=ف.توكسين ھدفت ھذه الدراسة إلى

سواق المدينة، وتم فحصھا أمن كل نوع) من مختلف  30كباد (عينة من ذبائح  الدواجن وا= 60مدى ص.حيتھا ل.ستھ.ك البشري. تم جمع 
  .  HPLC-UVتقنية باستخدام 
كباد الدواجن سجلت مستويات مقروءة من سموم أ% من عينات  65% من عينات ذبائح الدواجن و 100 أننه بالرغم من أالنتائج  وقد بينت

  ..ستھ.ك البشريص.حيتھا ل ، مما يثبتتعتبر من ضمن الحدود العالمية المسموحة  إ? أنھا، B1ف.توكسين ا=
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INTRODUCTION 

 
Aflatoxins are a group of heterocyclic metabolites 
produced by the fungi of the genus Aspergillus, 
particularly A. flavus and A. parasiticus. Even 
though 18 different aflatoxins have been identified; 
only Aflatoxins B1, B2, G1 and G2 have been 
detected as natural contaminants of feeds and 
feedstuffs. Animals are considered the most group 
exposed to high concentration of aflatoxins through 
feedstuffs that develop several health problems, 
which lead to large economic losses. These losses 
are pronouncing in meat and eggs in terms of 
quality and quantity (1,2). Of these toxins, aflatoxin 
B1 is the most prevalent form and has potent 
hepatotoxic, carcinogenic, genotoxic, immunotoxic 
effects in human beings (3,4). Since definitive ways 
for complete detoxification of aflatoxin 
contaminated poultry feed do not exist, poultry 
carcasses are widely affected by the toxin which is 
finally transmitted to the consumers (5,6). The 
target organ for the toxic action of aflatoxins is the 
liver. Poultry species vary in their susceptibility to 
aflatoxins with ducklings being the most sensitive 
and chickens the most resistant (7).  Aflatoxins are a 
particular concern for populations with a high 
incidence of hepatitis B because the relative rate of 
liver cancer in people with hepatitis B is up to 60 
times greater than normal when those people are 
exposed to aflatoxin (8). Understandably, the 
agencies such as Food and Drug Administration 
(FDA), United States Department of Agriculture 
(USDA) and Food Safety Agency (FSA) provided 
standard limitation for aflatoxin B1 residues in 
chicken carcasses and organs; as a result, stated that 
when the residues would be upper the standard 
limits, the vital health risk would be on humans (9). 
Survey data from the FAO also reveal that the 
number of countries adopting mycotoxin regulations 
grew significantly from the mid-1980s to mid-
1990s, and that the range of tolerance levels vary 
widely (10). In 1996, for example, 48 countries had 
established tolerance levels for total aflatoxins in 
food—up from 30 in 1987— with standards ranging 
from 0 parts per billion (ppb) to 50 ppb.  
The aim of this study was to determine the quantity 
of the aflatoxin B1 in the chicken meats and liver 
samples that sold in Sulaimani city markets by using 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC/ 
UV); then, compare with international standard 
limits in order to assess their fitness for human 
consumption. 
 
 
MATERIALS  AND METHODS  

 
Sample collection  

A total sample of 60 broiler meat and fresh liver (30 
for each) were collected from different markets of 
Sulaimani city during November 2014 to March 
2015. The samples were stored in icebox during 
transported and stored in plastic bags at 4oC, until 
the analysis. The meat samples (breast and thigh 

muscle were mixed well then used), three replicated 
were done for the same sample. 
 
Chemical and reagents 
 
Aflatoxin B1, crystalline material were purchased 
from Sigma (St. Louis, MO, USA). According to 
method of (11), the stock concentrated solution was 
prepared in toluene-acetic acid (99:1 v/v) at a final 
concentration of 1µg/ml and kept under safe 
conditions at -20oC and wrapped in aluminum foil  
because AFB1 gradually breaks down under 
ultraviolet (UV) light. The toxin working solution 
was prepared by diluting the stock solution with 
toluene-acetic acid (99:1 v/v) to 0.8, 1 µg/ml. The 
actual concentration of toxin was calculated by 
fluorescence spectrophotometer set at 333 nm 
excitation and 440 nm mission (e5550). After 
suitable dilutions in water-methanol-acetic acid 
(50:49:1 v/v/v), the working solution was used to 
prepare the external calibration curve. The reagents 
were HPLC grade and chemically pure. 
 
Extraction procedure for Aflatoxins B1 
 
The extraction of AFs from meat and liver samples 
was performed according to the method (12) with 
some modifications. About 15 g sample was 
blended (20 min) with 50 ml of acetonitrile-water 
(45:05) and then the sample was centrifuged for 5 
min at 3000 rpm at the room temperature. Then, 10 
ml filtrate was diluted with 10 ml of deionized water 
and purified using an immunoaffinity column at a 
rate of 3- 4 drops/s and washed with water (2 ml) 
twice at the same flow rate. Final elution was 
accomplished by passing 1.0 ml of methanol. 
Finally, the residue was evaporated with a nitrogen 
stream at 40oC. After evaporation 100 ml Trifluro 
acetic acid was added to derivatize AFB1. The 
samples were placed in the dark place (15 min) at 
room temperature. Then, 400 ml of acetonitrile-
water (1:9, v/v) mixture was added to the vials. A 
20 ml portion of the solution was subjected to LC 
analysis. The HPLC system used in the present 
study was a Shimadzu Agilent ZORBAX Eclipse 
XDB C18, 50x4.6mm (1.8 µm) column on a 
Shimadzu 2010 HPLC system which was equipped 
with fluorescence detector (RF-530). The reverse 
phase mode with a mobile phase of aceto nitrile 
methanole-water (20:20:60, v/v/v) was used at a 
flow rate of 1 ml/ min. The wavelength of 
fluorescence detector was set at 360 (excitation) and 
440 nm (emission). 
 
Chromatographic conditions (HPLC) 
 
An aliquot of 50 µl for meat extract samples and 50 
µl for liver samples was injected on an agilent 
ZORBAX Eclipse XDB C18,50x4.6mm (1.8 µm) 
column on a Shimadzu 2010 HPLC system. The 
column oven temperature was set to 40oC. A 
gradient of eluent A: water + ammonium acetate, 
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and eluent B: methanol+ ammonium acetate. Details 
of the gradients are given in table (1). 
 

Table (1): Gradients of eluents A & B 
 

Step  Time (min) A (%) B (%) 
0 0.0 80 20 
1 1.0 80 20 
2 5.5 10 90 
3 7.0 10 90 
4 8.0 80 20 

 
 
Statistical analysis 
 
Data were calculated and statistically processed 
using the statistical package SPSS 18.0 (SPSS, 
Chicago, IL, USA). The level of statistical 
significance was set at 0.05 for both t-test. 
 
 
RESULTS AND DISCUSSION  

 

The presence of aflatoxin residues in chicken 
muscles is most important from the human health 
perspective because the muscles are the largest 
edible components of broiler birds. 
Table (2) showed the means of Aflatoxin B1 levels 
in all tested chicken meat and liver samples, the 
standard deviation of the meat samples was 3.35 and 
for liver samples were 1.71, which revealed that 
there was differences in the levels of the residues 
among the samples for both meat and livers. This is 
might be caused as samples were collected from 
different locations. In Kurdistan region, the local 
slaughtered chicken carcasses (fresh carcasses) sold 
separately than their internal organs (liver, gizzard 
and hearts) which sold under certain weights. This 
made it difficult to refer to which carcasses these 
livers belonged, and it also explains why the 
average of AFB1 in chicken meats 3.356 µg/kg was 
higher than livers 1.712 µg/kg (table 2).  
The same table (2)  showed that all inspected meat 
samples had readable amount of the AFB1 (100%), 
whereas only 65% of liver samples had readable 
amount, the highest reading of mean values in meat 
samples was 12.997 in sample 14, and the lowest 
reported in both samples (1 and 2) as 0.610. In other 
hand the highest mean value of reading toxin 
amount in liver samples was 9.582 in sample 30 
while all of the samples (6, 9, 10,16) were free from 
it. The previous results were close to Experimental 
studies results conducted by different workers 
revealed aflatoxin residues in the liver and muscles 
of broiler birds following administration of different 
dietary AF levels for variable periods. 
Hussain et al. (13) in an experimental study reported 
that feeding of AFB1 from 1600 to 6400 ng/g to the 
broiler birds for 7 days resulted a maximum level of 
6.97ng/g AFB1 in liver tissue. Still the recent study 
results were lower than the results conducted by 
Herzallah (14), who reported levels of aflatoxin B1 
(AFB1) in breast, leg, liver, kidney, and gizzard and 
in litter, the broiler chicks maintained for 6 weeks 

on AFB1 contaminated diets. The highest AFB1 of 
1.2 µg/kg was at the third week in liver tissues and 
0.8 µg/kg in chicken legs fed diet contaminated with 
374.53 ppb AFB1, the residual level of AFB1 were 
increased in liver and kidney of 2.1 and 1.9 µg/kg at 
wk five, and in chickens breast and leg the levels 
increased to 0.93 and 1.64 µg/kg, respectively. 
The present study results were not agreed with the 
results recorded by Khan et al. (15) who studied the 
levels of AFB1 and total aflatoxins (AF) in broiler 
meat at market age, 264 samples from 199 healthy 
and 65 sick flocks were collected from markets in 
the Faisalabad region/ Pakistan.  The detected 
residues of AFB1 in liver, kidneys and muscles of 
healthy birds were 75.9, 44.7 and 21.6%, 
respectively, while the detected residues in liver, 
muscle and kidneys of sick birds were 89.2, 70.8 
and 55.4% respectively. Also, the results of 
maximum readable levels of AFB1 in chicken 
muscle in the present study were higher than the 
study of (15), who recorded the levels of AFB1 and 
total AF residue in muscles of broiler birds as 0.02-
1.99 and 0.02-2.99 ng/g respectively, and the results 
of Hussain et al. (13), who reported the maximum 
residues in the chicken muscles as 0.22-3.27 ng/g 
after feeding on diet containing up to 6400 ng/g 
AFB1. Yet, the recant study results were close to the 
results of Eleftheriadou et al. (16) from Greece, who 
reported that aflatoxin residues detected in 40.8%  
of chicken samples and the highest value was 7.6 
ng/g, and results of Begum et al. (17),  who 
recorded AFB1 residues as 9 ng/g. 
Because of the potential health hazards of 
mycotoxins for humans, threshold levels of 
aflatoxins in commodities have been established 
worldwide. A maximum residue limit of 10 µg/kg 
total aflatoxins in foods has been set in more than 
75 countries around the world, while a limit of 4 µg/ 
kg has been set for foods in the European Union 
(18). Based on the fact that Iraq has no standard 
levels for AFB1 residues in meat, the researchers 
depended on Food and Drug Administration (FDA) 
regulations (19), which determined the levels of 
aflatoxin in human food  as  20 ppb, and the results 
in table (3) showed the  significant   difference   (p≤ 
0.005)  between the means of AFB1 levels in 
chicken meat samples with the standard limits, 
while table (4) showed the significant   difference   
(p≤ 0.005) between the means of AFB1 levels in 
liver samples with standard limits  and the results 
revealed that the levels in both type of samples were 
under the limits, which mean that all (100%) of 
chicken meat samples and all liver samples  tested 
contained aflatoxins levels within the maximum 
permissible limits that regulated by (FDA) (19). 
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Table (2): The means of Aflatoxin B1 levels in all tested chicken meat and liver samples 
 

Sample no. AFB1 in meat µg/kg AFB1 in liver µg/kg 
1 0.61066 1.228 
2 0.61066 4.99768 
3 7.53327 1.94445 
4 2.92012 142513 
5 9.28867 0.62189 
6 5.03502 0 
7 2.30863 1.11051 
8 1.49023 1.1142 
9 0.73148 0 

10 3.13187 0 
11 4.17939 1.95537 
12 1.49203 1.09194 
13 1.31112 1.51988 
14 12.99761 1.0111 
15 2.58007 1.31438 
16 6.78747 0.74509 
17 1.3695 0.9794 
18 3.52015 3.68131 
19 2.50209 0 
20 3.05233 2.25612 
21 2.56737 1.87886 
22 4.66942 1.36429 
23 3.87837 0.54543 
24 1.77397 0.53851 
25 2.02288 0.5137 
26 1.00145 0.72198 
27 2.96406 1.56156 
28 2.72431 2.55911 
29 6.0885 4.44744 
30 4.35823 9.58216 

Percentage 100% 65% 
Average 3.356257 1.712253 
Std.Dev 2.614236 2.038171 

Std.Error 1.426978 1.557602 

 
 
 

Table (3): Comparison of Aflatoxin B1 levels in chicken meat samples with international standards by using one sample 
test 

 
Test Value = 0.5 

T df Sig. (2-tailed) Mean Difference 
95% Confidence Interval of the Difference 

Lower Upper 

Afla 1.000 29 .325 4751.57615 -4964.0351 14467.1874 

  
 
 

Table (4): Comparison of Aflatoxin B1 levels in chicken liver samples with international standards by using one sample 
test 

 
Test Value = 0.2 

T df Sig. (2-tailed) Mean Difference 
95% Confidence Interval of the Difference 

Lower Upper 
sub 6.575 29 .001 3.31670 2.2849 4.3485 
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ABSTRACT 

 

The study was conducted to detect the most safety vaccine strains used against IBD in Sulaimaniyah Province, 
Kurdistan-Iraq.   A total of 225 one day old broiler chicks of Ross 308 breed were investigated for their maternal 
derived antibodies (MDA) titer through ELISA test. Chicks were randomly divided into 3 groups equal in number 
2 treatment groups, T1: was vaccinated by IBA-vac. ( Fatro) intermediate strain and  T2: was vaccinated by CH/80 
intermediate strain (Hipra). Both were done via drinking water, eye-drop and naso-drop. And control non-
vaccinated group. The measurement of vaccinal derived antibodies titer in 5, 10 days post-1st. and 2nd. Vaccination 
shows a significant variation at (P<0.05) between  control  and  both  treatment  groups at 10 days post - 2nd. 
Vaccination   (30 days old), in addition the antibodies titers were non-significant at (P<0.05) between treatment 
groups themselves, while it was higher in T1 group than in T2 group. The pathological lesions were as follow: 
Trachea showed epithelial sloughing and blood vessels congestion in T2 group. The spleen, thymus and BF 
showed marked pathological changes in both treatment groups and were more sever in T2 group chicks  than in T1 
group chicks . The study revealed that IBA-vac of Fatro is more safety and secure to be  use than CH/80 of Hipra. 
 
Keywords: IBD, MDA,Vaccines, ELISA, Chicks 
 
 

  
  الملخص باللغة العربية

  
فGي  ةأجريت ھذه التجربة لغرض معرفة أي اللقاحات المستعملة ضد مرض التھاب غدة فابريشيا (كمبورو) أكثر أمانة و س.مة في محافظة السليماني

  .العراق -كوردستان إقليم
لWفGGراخ ضGGد مGGرض ا=ميGGة للمناعGGة  =ضGGداداتGGم فحGGص مسGGتوى و. Ross 308مGGن سGG.لة بعمGGر يGGوم واحGGد فرخGGة لحGGم  225شGGملت عينGGة الدراسGGة 

  إليزا. ختبار استخدام االكمبورو  ب
 الحGي   ( IBA-vac \Fatro)مجGاميع  متسGاوية وبشGكل عشGوائى متسGاوي،  فأمGا المجموعGة ا=ولGى  فقGد  لقحGت بلقGاح   3 تGم تقسGيم ا=فGراخ إلGى

وك. المجموعتين تم تلقيحھما بواسطة ماء الشرب  وقطرة العين  . لحي المتوسط ا CH/80  (Hipra)  الثانية  لقحت بلقاح   و المجموعة، متوسط ال
  وقطرة ا=نف، ومثلت المجموعة الثالثة مجموعة سيطرة (غير ملقحة).

ول والثGاني. ثGم تم استخدام اختبار اDليزا لقياس معيار ا=ضداد ضد مرض الكمبورو للمجموعات الث.ثة في اليومين الخامس والعاشر بعGد التلقGيح ا=
الخمجية أخذت  نماذج نسيجية من كل من القصبة الھوائية،  الطحال،  غدة التوثة، وغدة فابريشيا لغرض الفحص النسيجي لمعرفة التغيرات النسيجية 

يا في معدل معيار ا=ضداد ضد يوما أن ھناك فرقا معنو  30الناتجة عن اللقاح. بين فحص مستوى ا=ضداد في اليوم العاشر بعد التلقيح الثاني  بعمر 
مرض الكمبورو بGين مجموعGة السGيطرة  ومجمGوعتي المعالجGة، فGي  حGين  لGم يGتم تسGجيل  أي فGرق معنGوي بGين مجمGوعتي المعالجGة، رغGم ارتفGاع  

  معدل ا=ضداد  في مجموعة المعالجة ا=ولى عنه في مجموعة المعالجة الثانية.
اعلة  للخ.يا اللمفاوية  في مجمGوعتي المعالجGة مقارنGة مGع مجموعGة السGيطرة، وكGذلك انسG.خا فGي الخ.يGا أظھر الفحص النسيجي وجود استجابة  ف

، كمGا كGان ھنGاك آفGات مرضGية خمجيGة أخGرى فGي  ا=ولGى  دمويGة فGي أفGراخ  مجموعGة المعالجGةالظھارية لبطانة القصبة الھوائية واحتقان أوعيتھGا ال
  .الثانيةشيا لك. مجموعتي المعالجة، وكانت أشد في أفراخ المجموعة الطحال  وغدة التوثة وغدة فابري

  ).(CH\80   Hipraلقاحيعتبر أكثر أمنا وس.مة من استخدام    IBA- Fatroوبھذا، تستنتج الدراسة أن استخدام لقاح 
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INTRODUCTION  

 

Infectious  bursal  disease  (IBD ) (Gumboro 
disease) is a highly acute contagious  viral  disease 
of chickens  characterized by sever  
immunosupression  resulting  in great bursal 
damage (1). Chickens between 3 and 6 weeks of age 
are most  susceptible to IBD virus (2) . The 
economic importance of this disease is manifested 
in 2 ways. First, some virus strains may cause up to 
60 % mortality in chickens 3 weeks of age and 
older. The second, and more important, 
manifestation is a severe, prolonged 
immunosupression of chickens infected at an early 
age (3). 
 Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) belongs to 
the family Birnaviridae. Genus Avibirnavirus has a 
bisegmented double-stranded RNA (dsRNA) 
genome (4). There are two serotypes of IBDV: 
serotype 1 and 2. Pathogenic serotype 1 IBDV  field 
strains  can be grouped  into  classical  virulent  (cv)  
strains,  antigenic variant strains and very virulent 
(vv) strains (6). IBD follows one of two courses, 
depending on the age at which  chickens are  
infected, the subclinical form of the disease occurs 
in chickens less than 3 weeks of age. Chickens 
present no clinical signs but grossly characterized 
by bursal atrophy, resulting in severe 
immunosuppression (7). The clinical form of IBD 
affects chicks between 3 and 6 weeks of age. It is 
characterized by ruffled feathers, whitish or watery 
diarrhea, anorexia, depression, trembling, severe 
prostration and finally death. The target organ of the 
virus is the lymphoid tissue, specially the bursa of 
fabricius that has a gelatinous yellowish transudate 
covering the serosal surface (8). The disease is 
highly contagious, affects young chickens, and is 
characterized by the destruction of the lymphoid 
organs, and in particular the bursa of fabricius, 
where B lymphocytes mature and differentiate. The 
target cell of the virus is the B lymphocyte in an 
immature stage, and the infection, when not fatal, 
causes an immunosuppression, in most cases 
temporary, the degree of which is often difficult to 
determine. Out breaks of IBD virus (IBDV) cause 
devastating losses in both broiler and layer flocks 
(2,3). Depending on the vaccines ability to induce 
immunity in the presence of maternal antibodies and 
their residual pathogenicity, these vaccines have 
been classified as "intermediate", "intermediate 
plus" or "hot" types. At the moment, the first two 
types are the most used all over the world, whereas 
the last is currently banned in many countries (5). 
Attempt to prevent IBDV infection is based mainly 
on using of vaccines parallel with application of 
strict biosecurity measures in the farm. Intermediate 
live IBDV vaccines are effective in stimulation of 
active immune response even in the presence of 
high maternal antibody titers (4). In spite of 
intensive application of different types of IBDV 
vaccines, IBD is still considered as a major 
production problem affecting poultry farms. The 
main problem encountered in the choice of the 

proper time for vaccination is that maternal 
antibodies interfere with replication of vaccinal 
virus in lymphoid tissues. Although the parents are 
boosted with inactivated vaccine, the maternal 
antibodies provide a good level of protection only 
for the first 3 or, sometimes,4 weeks, then the birds 
become fully susceptible (5). 
The objective of the present study was to investigate 
the post-vaccinal pathological changes of different 
vaccines strains and routes against Infectious bursal 
Disease virus (IBD) to be sure of the most safety 
one to be used in some poultry farms in Sulaimani 
province, Kurdistan region/ Iraq. 
 
 
 
MATERIALS AND METHODS  

 
Vaccines 
 
Commercial vials of live attenuated cloned 
intermediate IBD strain vaccines (CH/80) (freeze-
dried tablet,1000 doses) were bought from Regional 
Agency of  HIPRA company ( Spain), and from  
FATRO company (Italy) of live attenuated 
intermediate IBD strain vaccines (IBA-VAC) 
(freeze-dried tablet,1000 doses). 
 
Experimental Design 
 
A total of 225 one-day old broiler chicks of Ross 
308 breed were received from Lao-Lao hatchery/ 
Sulaimani / Kurdistan region /Iraq. The chicks were 
reared for 42 days on floor under similar healthy 
environmental circumstances. The feed was 
formulated as balanced ration according to National 
Research Center (NRC) recommendations (9). The 
chicks were randomly divided into 3 groups 
(C=control group, T1=first treatment group and 
T2=second treatment group) each  of 75 chicks. The 
chicks in each group were further divided into 3 sub 
groups of 25 chicks. Chicks of control group (C 
group) were kept unvaccinated, whereas chicks of 
treatment group T1 and chicks of treatment group 
T2 were vaccinated on 9, 20 days old as follows: 
1- Chicks of treatment group T1 were vaccinated 
with 0.1ml /chick (one vaccine dose) of IBA-VAC 
intermediate strain via drinking water, eye-drop and 
naso-drop. 
2- Chicks of treatment group T2 were vaccinated 
with 0.1ml /chick (one vaccine dose) of CH/80 
intermediate strain via drinking water, eye-drop and 
naso-drop. 
 
Serological examinations 
 
Blood samples were collected for measurement of 
Maternal-Derived Antibodies (MDA) by indirect 
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
(10) on 1stday old of chick’s age (prior to 
vaccination). Other blood samples were collected 
for measurement of Vaccine Derived Antibodies on 
days 5, 10 post first and second vaccinations. 
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Histopathological examinations 
 
Tissue samples (Trachea, spleen, thymus and bursa 
of fabricius) were obtained from chicks of all groups 
for histopathological examination on days 5 post 
first vaccination. In addition, tissue samples were 
obtained on days 5 post second vaccination. The 
obtained samples were processed for routine histo-
technique and staining according to Luna (11). 
 
Statistical analysis 
 
The data were collected and processed using 
Statistical Analysis System (SAS.1988) (12). 
 
 
RESULTS  AND DISCUSSION  

 
Maternal and vaccinal – derived antibodies titers 
 
The measurement of maternal-derived antibodies 
(MDA) (as indicated by ELISA test) showed a 
marked decline of antibodies on day 7 of chicks age 
(table 1). This result was in agreement with those of 
(13, 14), who reported that the progeny antibodies 
persist up to 4 weeks of age and that their protection 
limit expired by second week and also explain the 
individual variation of the chicks response to the 
vaccines. The reason for such rapid decline at this 
period of age could be attributed to the proteolytic 
degradation of antibodies or neutralization because 
of naturally occurring of IBDv challenge and this 
was in agreement with those results of (15) who 
proved that the MDA is of benefit to IBDv infection 
in chickens at the age of 1- 4 weeks. On the other 
hand, the measurement of vaccinal derived 
antibodies titers showed a significant variation (P 
<0.05) between  treatment groups and  control group 
at 10 days post second vaccination (30 days of age). 
In addition, the antibodies titer was non 
significantly (P<0.05) between treatment groups 
themselves, while it is higher in treatment group T1 
than in treatment group T2 (table 2), which could be 
explained by the lower degree of attenuation of this 
kind of vaccines. These present results were in 
agreement with (16, 17), who revealed that a 
protective humeral immune response was induced in 
both treatment groups vaccinated with IBDv strains 
in comparison with the control group.  This non-
significant variation might be due to dose and route 
of vaccination which play a role in induce immunity 
and antibodies titers refers to efficacy of 
immunization is closely related to the type of 
vaccines had used (18, 19). 
 

Table (1): Means of maternal- derived antibody titer 
(MDA) against IBD virus in experimental chicks as 

measured by ELISA test 
 

Age / days Means ± SE of maternal-derived 
antibody titer 

1 day  10453 ± 963.12 
7 day 3627 ± 423.17 

 

Table (2): Means of antibody titer against IBD virus on 
10 days post second vaccination (at day 30 of chicks 

age) as measured by ELISA test in chicks of all groups 
 

Groups  Means ± SE of  antibody titer 
Control  260.33 ± 825.83     b 

T1 8621.56 ± 825.83   a 
T2 6898.83 ± 825.83    a 

within a raw, the titers of antibodies that do not have common 

small letters superscripts vary from each other at (P>0.05) 

 
 
Histopathological findings 
 
Tissue biopsies were obtained for histopathological 
examination for trachea, spleen, thymus and bursa 
of fab. For all groups on day 5 post 1st and 2nd 
vaccination. 
The results showed that the lesions were more sever 
in treatment group T2 than in treatment group T1. 
The lesions in T2 group were as follow; Trachea 
showed epithelial sloughing (Figure 1). Spleen 
showed follicular lymphoid hyperplasia in white 
pulp (Figure 2) and marked blood vessels 
congestion in the red pulp (Figure 3).  Bursa of 
fabricious showed marked increase in number of 
lymphatic follicles (follicular lymphoid hyperplasia) 
in which the germinal centers stand out distinctly 
(Figure 4). Thymus showed marked cortical 
lymphoid hyperplasia and lack of differentiation 
between the peripheral and deep cortical 
lymphocytes (Figure 5). 
The lesions in treatment group T1 were as follows: 
spleen showed lymphoid hyperplasia  and blood 
vessel congestion (Figure 6). Thymus showed 
marked cortical lymphoid hyperplasia, and bursa of 
fabricious showed marked increase in number of 
lymphatic follicles (follicular lymphoid hyperplasia) 
(Figure 7). 
These lesions may be as result of most of the IBDv 
live vaccines, which showed variable degree of 
pathogenicity and immunosuppressive effect (20), 
as well as histopathological changes induced by 
vaccine virus in the various lymphoid organs are 
very different, depending on the virulence of 
vaccine strain (21). 
The histopathological changes in spleen and thymus 
gland results was in agreement with that of (26), 
who mentioned that the histological examination of 
spleen, thymus and BF revealed that all types of 
vaccines induced different degree of alteration in 
these organs and this were previously mentioned by 
(23, 25), who mentioned that IBD vaccines induced 
pathological lesions in lymphoid organs of chickens 
vaccinated with intermediate vaccines. 
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Figure (1):  Microscopic tracheal section taken from one of treatment group T2 chicks (5 days post second vaccination). It 

shows focal epithelial sloughing (black arrow). H and E, X 100 
 

 

 
 

Figure (2): Microscopic view of a spleen taken from one of treatment group T2 chicks (5 days post second vaccination). It 
shows follicular lymphoid hyperplasia in the white pulp (black arrow). H and E, X 100 
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Figure (3): Microscopic view of a spleen taken from one of treatment group T2 chicks (5 days post second vaccination). It 

shows marked  blood vessels congestion in the red pulp (black arrow). H and E, X 100 
 
 
 

 

 
Figure (4): Microscopic view of a bursal section taken from one of treatment group T2 chicks (5 days post second 

vaccination). It exhibits marked  increase in number of lymphatic follicles (follicular lymphoid hyperplasia) in which the 
germinal centers stand out distinctly (black arrow). H and E, X 200 
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Figure (5): Microscopic view of a thymal section taken from one of  treatment group T2 chicks (5 days post second vaccination). It exhibits 
marked cortical lymphoid hyperplasia (black arrow). H and E, X 200 

 

  
 

Figure (6): Microscopic view of a spleen taken from one of treatment group T1 chicks (5 days post second vaccination). It shows lymphoid 
hyperplasia (black arrow) and blood vessel congestion . H and E, X 200 

 

 
Figure (7): Microscopic view of a bursal section taken from one of treatment group T1 chicks (5 days post second vaccination). It exhibits 

marked increase in number of lymphatic follicles (follicular lymphoid hyperplasia). H and E, X 100 
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The histopathological changes which were observed 
in the BF in the present study were in agreement 
with (8), who explained that the attenuated vaccines 
virus was capable to destroy B-Lymphocytes 
present in BF leading to reduction in their size and 
with (22) who reported that intermediate strains of 
IBDv vaccines were sufficient to induce a 
significant reduction in Bursal index. And in 
agreement with (23) who observed that chickens 
vaccinated with intermediate vaccine at 14 days of 
age showed more sever lesions such as hyperemia, 
dilatation of blood vessels and secondary follicular 
proliferation in BF 3 days post-vaccination, and in 
agreement with (26), who revealed that the 
pathological changes in vaccinated groups of chicks 
showed mild and moderate lesions that were 
appeared in liver, spleen and BF. 
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  الملخص باللغة العربية 
  

منتوجGا مGن  35لتGرا .  تGم جمGع  20ھدفت ھذه الدراسة إلى عزل وتشخيص البكتيريا من ا=سGطح الداخليGة للعبGوات الب.سGتيكية للميGاه المعبGأة بسGعة 
  المياه المعبأة بصورة عشوائية من ا=سواق المحلية لمدينة بغداد.

 ,Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidisعزلة من البكتيريا على تكوين الغشاء الحيوي ھي  86تم اختبار قابلية 

Sporosarcina spp. Bacillus spp. and Pseudomonas aeruginosa  ولتعيين قابلية البكتيريا على تكوين الغشاء الحيوي تم استخدام .
  . Congo Red Medium Method (CRM)وطريقة وسط  Tissue Culture Plate Method (TCPM)طريقة أطباق الزرع النسيجي 

) نتائج موجبة %24.4عزلة ( 21، في حين أظھرت  (TCPM)) كانت موجبة باستخدام طريقة %37.2عزلة ( 32أظھرت نتائج التعيين أن 
  بة في تعيين قدرة البكتيريا على تكوين الغشاء الحيوي.تعتبر الطريقة المناس (TCPM). لذا فإن طريقة (CRM)بطريقة وسط الكونغو ا=حمر 

  
  

  حمر الكونكوأوسط ، طباق الزرع النسيجيأ، الغشاء الحيوي البكتيري ، تعيين الغشاء الحيوي ،  عبأةمياه م :الكلمات المفتاحية
 

  
  

Detection of the ability of bacteria isolated from inner surfaces of plastic bottled 

water containers to form biofilm 

 
Amir Kh. Abbas, Suhala K. Ali, Lubna A. Ismail, Farqad F. Abdul Hameed and Sarah 
K. Ismail 
 
Ministry of Sciences and Technology / Baghdad / Republic of Iraq 

 

 
ABSTRACT 

 

The present study aimed to isolate and identify the bacteria from internal surfaces of reused bottled water plastic 
containers (20 liters capacity). Thirty-five (35) samples of reused bottled water containers were collected randomly 
from local markets of Baghdad city. 
The present study was done to detect biofilm formation in 86 bacterial isolates of Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Sporosarcina spp. Bacillus spp. and Pseudomonas aeruginosa for detection of 
biofilm formation. The isolates were screened by Tissue Culture Plate Method (TCPM) and Congo Red Medium 
Method (CRM). The results showed that from 86 bacterial isolates, 32 (37.2%) were positive by TCPM, while 21 
(24.4%) were positive by CRM. 
It can be concluded that the TCPM was an accurate method for detection of bacterial biofilm. 
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  المقدمــــة 
  

غالبا على أي سطح من ا=سGطح  (Biofilm) يتكون الغشاء الحيوي
عنGد تGوفر المتطلبGات  (Biotic and Abiotic)الحية أو غير الحية 

الغذائية، ويحدث بصورة أسھل عندما يكون سGطح ا?لتصGاق خشGنا، 
امGل الفيزيائيGة ويحتوي على الخدوش والشGقوق والصGدأ. وتGؤثر العو

مثGGGGل درجGGGGة الحGGGGرارة والGGGGرقم الھيGGGGدروجيني والقطبيGGGGة والشGGGGحنة 
الكھربائية ل.سطح على عملية ا?لتصاق، فا=حياء المجھرية تلتصق 

وغيGGر  (Hydrophobic)بسGGرعة علGGى ا=سGGطح غيGGر المحبGGة للمGGاء 
والعبGGGGGوات  (Teflon)مثGGGGGل التفلGGGGGون  (Non polar)القطبيGGGGGة 

مGGGGGGGن ا=سGGGGGGGطح المحبGGGGGGGة للمGGGGGGGاء  الب.سGGGGGGGتيكية أكبGGGGGGGر وأسGGGGGGGرع 
(Hydrophilic)  مثل(Stainless steel) (1).  

ھنGGاك أنGGواع مختلفGGة مGGن ا=حيGGاء المجھريGGة لھGGا القGGدرة علGGى تكGGوين 
الغشGGاء الحيGGوي، ومنھGGا البكتيريGGا الموجبGGة والسGGالبة لصGGبغة جGGرام، 
الخمGGائر، ا?بتGGدائيات والفطريGGات، لكGGن لبعضGGھا القGGدرة علGGى تكGGوين 

ي بسھولة أكثر من غيرھا بسبب احتوائھا على تراكيب الغشاء الحيو
.  Fimbriae, Pili or FlagellaتسGGاعدھا علGGى ا?لتصGGاق مثGGل 

ومGن الممكGن أن يتكGGون الغشGاء الحيGGوي مGن نGوع واحGGد مGن ا=حيGGاء 
المجھرية، ولكن، بصورة شائعة يتكون من مجموعة من المجتمعات 

الغشاء الحيوي بواسطة  البكتيرية، وتتواصل البكتيريا مع بعضھا في
 Diffusible organic)إشارات عبارة عن جزيئات عضوية ذائبة 

signal molecules)  يGGGر الجينGGGنظم التعبيGGGي تGGGالت ،(Gene 
expression) امGاس با?زدحGحسDاھرة اGرف بظGا يعGل م.Gمن خ  

(Quorum sensing)  اءGة للغشGا المكونGإذ يتم التعاون بين الخ.ي ،
دخGGGول المGGGاء والمGGGواد المغذيGGGة إلGGGى كGGGل خليGGGة الحيGGGوي بخصGGGوص 

بكتيرية، والتخلص من نواتج ا=يض، مما يزيد من مستوى الحماية، 
  ). 2لذا فإن البكتيريا تقاوم الظروف البيئية القاسية (

يلعب الغشاء الحيوي دورا مھما في تحديد نوعية مياه الشرب، سواء 
المنتجGGة فGGي العبGGوات المنتجGGة فGGي شGGبكات اDسGGالة أو الميGGاه المعبGGأة 

الب.ستيكية، إذ يعمل الغشاء الحيوي علGى إزالGة مفعGول بقايGا الكلGور 
في ميGاه الشGرب، إضGافة إلGى تسGببه فGي إحGداث مشGاكل تتعلGق بلGون 
وطعم ورائحة مياه الشرب، وا=ھم من ذلك، أنه يشGكل تھديGدا كبيGرا 
علGGGى صGGGحة اDنسGGGان كونGGGه مصGGGدرا للبكتيريGGGا المرضGGGية والمنتجGGGة 

لسموم والفيروسات وا?بتGدائيات والفطريGات، فقGد تGم دراسGة العديGد ل
مGGن أنGGواع البكتيريGGا التGGي لھGGا القابليGGة علGGى تكGGوين الغشGGاء الحيGGوي. 

 ,Escherichia coliوممكGن أن تGGؤثر علGGى صGحة اDنسGGان مثGGل 

Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter 

cloacae, E.aglomerans, Helicobacter pylori, 

Campylobacter spp., Shigella spp., Salmonella spp., 

Clostridium perfringens, Enterococcus faecalis, E. 

faecium, Legionella pneumophila, Pseudomonas 

aeruginosa, P. fluorescens, Aeromonas hydrophila, 

A. caviae and Mycobacterium avium )3.(  
ية الطبية، تعد ا=غشية الحيويGة مجتمعGات بكتيريGة مرتبطGة من الناح

با=سطح، وتتواجد داخل قوالب من البوليمرات الخارج خلويGة تبGدي 
أنماطGGا مظھريGGة متغGGايرة للنمGGو، والتعبيGGر الجينGGي وإنتGGاج البGGروتين، 

، إذ يسGGاعد الغشGGاء الحيGGوي (4)وتتسGGبب فGGي إحGGداث عواقGGب طبيGGة 
ي الظروف القاسية داخGل المضGيف. وتشGير البكتيريا في البقاء حية ف

الدراسات الوبائية إلى أن بكتيريا الغشاء الحيوي تكGون مسGؤولة عGن 
% مGGن ا=مGGراض المزمنGGة والمستعصGGية فGGي اDنسGGان 60أكثGGر مGGن 

ومGGن ھGGذه ا=مGGراض: التھGGاب شGGغاف القلGGب، التليGGف الكيسGGي،  .(5)
واDصGGابات التھGاب ا=ذن الوسGطى، التھGGاب اللثGة وتسGGوس ا=سGنان، 

)،  إذ تبدي 7، 6المتعلقة با=دوات الطبية، كقسطرة القلب واDحليل (
البكتيريا في ا=غشية الحيويGة درجGة عاليGة مGن المقاومGة ( أكثGر مGن 

ضGعف) للعوامGل المضGادة للجGGراثيم وجھGاز مناعGة المضGGيف  1000
% من جينات البكتيريا فGي  20تجدر اDشارة إلى أن أكثر من  .(8)

ء الحيوي يتم التعبير عنھا بصور مختلفة، مما ينتج عنGه حمايGة الغشا
كمGGGا أن فعاليGGGة ،  (Macrophage) أكبGGGر ضGGGد الخ.يGGGا البلعميGGGة

البكتيريا ا=يضية تكون بطيئة، وتنتج مركبات ضمن الغشاء الحيGوي 
  ). 10، 9تعادل تأثير المضادات الحيوية (

.ك الميGاه المعبGأة فGي وقد تزايد في العقود ا?خيرة اDقبال على استھ
لتر بسبب شح مياه  20العبوات الب.ستيكية المتكررة ا?ستخدام سعة 

الشرب، أو تغيير بعض خصائصه وطعمه، مع ضعف ثقة المستھلك 
في مدى ص.حية مياه الشرب المنتجة فGي محطGات اDسGالة، خاصGة 
في فصل الصيف. وبالنظر Dعادة استخدام العبوات الب.ستيكية سعة 

لتGGر مGGن قبGGGل المعامGGل المنتجGGة للميGGGاه المعبGGأة، وغيGGاب أجھGGGزة  20

تنظيف وتعقيم ھذه العبوات فGي غالبيGة المعامGل، مGع ضGعف الرقابGة 
الصGحية، لGذا فGGإن العبGوات الب.سGتيكية أصGGبحت أحGد مصGادر تلGGوث 
المياه المعبأة المنتجة والتي باتت تشكل مصGدر خطGورة علGى صGحة 

  المستھلكين.
ھدفت ھذه الدراسة إلى عزل وتشخيص البكتيريا من من أجل ذلك، 

 20السطوح الداخلية للعبوات الب.ستيكية المتكررة ا?ستخدام سعة 
لتر واختبار قابلية البكتيريا المعزولة على تكوين الغشاء الحيوي 

 Tissue)باستخدام طريقتين ھما : طريقة أطباق الزرع النسيجي 
culture plate method) سط أكار الكونغو ا=حمر وطريقة و

(Congo red medium method).  
  
  

  المواد وطــرق العمـل
  

  النمذجة
  

) منتوجGGا مGGن الميGGاه المعبGGأة فGGي العبGGوات الب.سGGتيكية 35تGGم سGGحب (
لتGGر بصGGورة عشGGوائية مGGن ا=سGGواق  20المتكGGررة ا?سGGتخدام سGGعة 

ر عام المحلية لمدينة بغداد خ.ل الفترة من شھر تشرين ا=ول/ أكتوب
  .2015ولغاية شھر نيسان/ إبريل عام  2014

  
  ريا د8ئل التلوث الميكروبييعن بكت التحري

  
تم التحري عن بكتيريا د?ئل التلوث الميكروبي للميGاه المعبGأة والتGي 
شGGملت البكتيريGGا الھوائيGGة، البكتيريGGا القولونيGGة، البكتيريGGا المسGGبحية، 

وموناس ايروجينGوزا بحسGب وبكتيريا الكلوستريديم بريفرنجز والسيد
  .(11)طريقة 

  
  الداخلية للعبوات الب�ستيكية سطحا�ريا من يوتشخيص البكت عزل

  
تGGم الGGتخلص مGGن الميGGاه المعبGGأة المتواجGGدة فGGي العبGGوة وتحGGت ظGGروف 
معقمGGة فGGي كابينGGة الGGزرع وأخGGذت مسGGحة لWسGGطح الداخليGGة للعبGGوات 

لمختGGارة للتجربGGة الب.سGGتيكية، وتGGم زرعھGGا علGGى ا=وسGGاط الزرعيGGة ا
والمتمثلة بوسط أكار الدم، وسط المكونكي، وسط المGانيتول، ووسGط 
بكتيريGGGا السGGGيدوموناس. وتGGGم تشGGGخيص أنGGGواع البكتيريGGGا المعزولGGGة 
با?عماد على الطرق المجھرية والزرعية وا?ختبارات البيوكيميائيGة 

  .(12)الم.ئمة بحسب طريقة 
  
  

  الحيوي غشاءلل البكتيريةالعز8ت تكوين  اختبار
  
 Tissue culture plateطريقة أطباق الزرع النسيجي  .1

method   (TCPM) :  مليليتر من وسط  10تم حقن ما مقداره
Trypticase soy broth  جلوكوز من  1الذي يحتوي على %

البكتيريا المراد اختبارھا والتي تم تنميتھا على وسط ا=كار المغذي 
(Nutrient agar)  اعة. تم حضن الوسط السائل بدرجة س 24لمدة

ساعة، بعد ذلك تم تخفيف  24درجة مئوية لمدة  37حرارة 
باستخدام نفس الوسط الزرعي ، ثم تم   1:100المزروع البكتيري 

،  TCPمليليتر من المزروع المخفف إلى كل حفرة من  0.2نقل 
وتم عمل ث.ث مكررات لكل بكتيريا، وتم إضافة الوسط السائل 

 Bacillusواستخدمت بكتيريا  (Blank)م أيضا المعق

amyloliqueifaciens   المنتجة للغشاء الحيوي، وبكتيريا
Bacillus subtilis py79  غير المنتجة للغشاء الحيوي كضابط

سيطرة موجب وسالب Dنتاج الغشاء الحيوي. بعد ذلك، حضنت 
ن ساعة، وتم التخلص م 24مئوية لمدة  37ا=طباق بدرجة حرارة 

الوسط السائل في الطبق وغسله ث.ث مرات بمحلول دارئ 
للتخلص من البكتيريا غير   7.2الفوسفات ذي الرقم الھيدروجيني 

الملتصقة، وجففت ا=طباق في الھواء ، ثم صبغت الحفر بإضافة 
% ، ثم غسلت الحفر بالماء 0.1صبغة الكرستال البنفسجي بتركيز 
درة البكتيريا على إنتاج الغشاء المقطر المعقم وجففت. ولتعيين ق

 0.2الحيوي نوعيا تم استخ.ص الصبغة الملتصقة بالحفر بإضافة 
% ، ثم قيست ا?متصاصية عند  95مليليتر من اDيثانول بتركيز 

، وباستخدام (13)نانوميتر بحسب طريقة  600الطول الموجي 
Elisa microplate reader (BioTek-USA).  
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) لتحديد قدرة العز?ت 1ينة في جدول رقم (استخدمت القيم المب
،  وحسب معدل قياس (14)البكتيرية على إنتاج الغشاء الحيوي 

ا?متصاصية للحفر، وطرحت قيمة السيطرة السالبة من كل 
القراءات، وصنفت العز?ت حسب ا?متصاصية إلى موجبة (قوية)، 

  متوسطة وسالبة Dنتاج الغشاء الحيوي.

ديد القدرة على ا8لتصاق وتكوين الغشاء الحيوي حسب ): تح1جدول رقم (
  ا8متصاصية

معدل قيم ا8متصاصية 
OD 

تكوين الغشاء  القدرة على ا8لتصاق
 الحيوي

 ? يكون ? يحدث التصاق  0.120 >
 متوسط متوسطة 0.120-0.240

 قوي قوية <240 
  

 Congo red. استخدام طريقة وسط أكار الكونغو ا�حمر 2
agar medium (CRAM) method:  يتكون وسطCRA  من

 Brain heart infusion agar(BHIA)أكار نقيع المخ والقلب 
غرام  0.8غرام و صبغة الكونغو ا=حمر  36غرام، سكروز  52

  .في لتر من الماء المقطر

لوحده وعقم بالمؤصدة وعقم السكر  BHIAتم تحضير وسط 
لمؤصدة بوصفھا محلو? فتم تعقيمھا با CRبالترشيح، أما صبغة 

درجة مئوية،  50إلى  BHIAمائيا مركزا، وبعد تبريد الوسط 
  ). 15أضيف إليه السكر والصبغة (

وللتحري عن إنتاج الغشاء الحيوي لقحت العز?ت البكتيرية على 
وبواقع ث.ثة مكررات لكل عزلة وحضنت بدرجة  CRAوسط 

ساعة  48مدة ساعة وتركت ا?طباق ل 24مئوية لمدة  37حرارة 
بدرجة حرارة الغرفة، وتم تحديد النمط المظھري Dنتاج الغشاء 

  ) إلى:16، 6الحيوي، وقسمت العز?ت بحسب (

 Strongعز?ت منتجة للغشاء الحيوي بقوة  - 1
positive تظھر بشكل مستعمرات سوداء او رمادية :

  مائلة ل.سوداد مع تألق بلوري. 

: Moderate عز?ت منتجة للغشاء الحيوي متوسطة - 2
تكون المستعمرات بنية ذات اسوداد في مركز 

 المستعمرة.

: تظھر  Negativeعز?ت غير منتجة للفلم الحيوي  - 3
 بشكل مستعمرات حمراء أو وردية.

  

  النتــــائج والمناقشــــة

 14بينت نتائج التحري عن بكتيريا د?ئل التلوث الميكروبي احتواء 
البكتيريا الھوائية تراوحت  على أعداد من 35منتوج من مجموع 

مستعمرة / مليلتر، وھي أعداد تفوق الحدود  3000-600بين 
)، كما 17المسموح بھا في المواصفة العراقية لمياه الشرب المعبأة (

أظھر منتوجان احتواءھما على عدد احتمالي من البكتيريا القولونية 
ى منتوجا احتواءھا عل 12مليلتر، في حين أظھر  100/  9.2

، وھي من أنواع البكتيريا  Pseudomonas aeruginosaبكتيريا 
غير المسموح بتواجدھا في مياه الشرب المعبأة مطلقا، كونھا من 

)، وخلو النماذج من بكتيريا 18البكتيريا ا?نتھازية المرضية (
   المسبحية وبكتيريا الكلوستريديم بريفرنجز.

لتر في اDنتاج له  20عة إن إعادة استخدام العبوات الب.ستيكية س
دور مھم في تلوث مياه الشرب المعبأة، بسبب غياب أجھزة تنظيف 
وتعقيم العبوات الب.ستيكية في غالبية معامل إنتاج المياه المعبأة، مما 
يشكل خطورة على صحة المستھلك، إذ إن ھذه العبوات خصصت 

م ل.ستخدام لمرة واحدة فقط، كما أن ھذه العبوات قد تستخد
للمياه التي =غراض أخرى، وبالتالي يمكن أن تكون مصدر تلوث 

وقد بينت نتائج عزل البكتيريا من ا=سطح الداخلية للعبوات  تعبأ بھا.

عزلة من أنواع مختلفة من البكتيريا ھي  86الب.ستيكية وجود 
:Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis, Sporosarcina spp. Bacillus spp.   و 

Pseudomonas aeruginosa  2(جدول رقم  .(  

  الب�ستيكية للعبوات الداخلية سطحا� من البكتيرية العز8ت :)2( رقم جدول

عدد العز8ت  نوع البكتيريا
 البكتيرية

لون الصبغة 
 المنتجة

Staphylococcus aureus 8 ذھبية 
Staphylococcus epidermidis 6 بيضاء  

Sporosarcinia spp. 12  ،صفراء، بيضاء
 برتقالي

Sporosarcinia spp.  10 غير منتجة للصبغة 
Bacillus spp. 26 بيضاء، برتقالي 
Bacillus spp.  16 غير منتجة للصبغة 

Pseudomonas aeruginosa 8 خضراء مزرقة 
  

%) بقابليتھGGGا 69.7عزلGGة ( 60تميGGزت غالبيGGGة العGGز?ت البكتيريGGGة  
و   .Bacillus sppات وبصGورة خاصGة بكتيريGا  على إنتاج الصGبغ

Sporosarcina spp.   ، ينGGGا بGGGبغات مGGGوان الصGGGت ألGGGوتراوح
الصGGفراء والبرتقاليGGة والبيضGGاء، ويعتبGGر إنتGGاج ھGGذه الصGGبغات صGGفة 

). وتمتGGGاز 19دفاعيGGGة للبكتيريGGGا لمقاومGGGة الظGGGروف البيئيGGGة القاسGGGية (
بالشGGكل  .Sporosarcinia sppالبكتيريGGا التGGي تنتمGGي إلGGى جGGنس 

. وتكGون   Endosporesالعصوي أو الكروي قابليتھا علGى تكGوين  
غالبيGGة ا=نGGواع متحركGGة ومنتجGGة للصGGبغات، وجميGGع أنGGواع البكتيريGGا 

Hetrotrophic  ورةGGGGGجين بصGGGGGاج ا=وكسGGGGGواع يحتGGGGGض ا=نGGGGGبع .
إجبارية، في حين تكون اختيارية في البعض ا\خGر، فتسGتطيع النمGو 

ن، وبعGض أنواعھGا لھGا القGدرة علGى إنتGاج حتى ف يغيGاب ا=وكسGجي
  ).20، وتتواجد بصورة شائعة في التربة (  Ureaseإنزيم 

%) قGGدرتھا علGGى 74.4عزلGGة مGGن العGGز?ت البكتيريGGة ( 64أظھGGرت 
تكوين السبورات، والتي تساعد البكتيريGا فGي مقاومGة الظGروف غيGر 

ظيGGGف الم.ئمGGGة للنمGGGو، ومقاومGGGة المGGGواد المسGGGتخدمة فGGGي عمليGGGة التن
والتعقGGيم. أمGGا بخصGGوص العGGز?ت التGGي مGGن الممكGGن أن تتسGGبب فGGي 

%) والمتمثلGGGة 27.9عزلGGGة ( 24إحGGGداث حGGGا?ت مرضGGGية، فكانGGGت 
 .PوبكتيريGGGGا  .Staphylococcus sppبالبكتيريGGGGا العنقوديGGGGة 

aeruginosa   ةGان، خاصGنسDحة اGى صGورة علGكل خطGي تشGوالت
ي ونGGGGز?ء لWشGGGGخاص الGGGGذين يعGGGGانون ضGGGGعفا فGGGGي الجھGGGGاز المنGGGGاع

   ).21المستشفيات (
) نتائج اختبار الغشاء الحيوي باستخدام طريقGة 3يوضح جدول رقم (

TCP رتGGGوع  32، إذ أظھGGGن مجمGGGة مGGGة 37.2( 86عزلGGGنتيج (%
عGGGز?ت مGGGن بكتريGGGا  4موجبGGGة DنتGGGاج الغشGGGاء الحيGGGوي، وشGGGملت 

Staphylococcus aureus  عز?ت من  4وStaphylococcus 
epidermidis  ز? 6وGGGن عGGGت مSporosarcinia spp.  14و 

.  P. aeruginosaعGGز?ت مGGن  4و  .Bacillus sppعزلGة مGGن 
عزلة من العز?ت قدرتھا علGى إنتGاج الغشGاء الحيGوي  19وأظھرت 

) 1عزلة بدرجGة متوسGطة. ويوضGح شGكل رقGم ( 14بدرجة قوية، و 
قابلية العز?ت البكتيرية علGى إنتGاج الغشGاء الحيGوي. فGي حGين بينGت 

عزلGة مGن  21أن  CRائج اختبار الغشاء الحيوي باستخدام طريقGة نت
%) قGGد أظھGGرت نتيجGGة موجبGGة DنتGGاج الغشGGاء  24.4( 86مجمGGوع 

  Staphylococcus aureusعGGGز?ت مGGن  3الحيGGوي، شGGGملت 
عGز?ت مGن  4و   Staphylococcus epidermidisوعزلGة مGن 

Sporosarcinia spp.  ن  10وGز?ت مGGعBacillus spp. 3و 
 9).  وأظھGGرت 4(جGGدول رقGGم    P. aeruginosaعGGز?ت مGGن 

عزلGة  12عز?ت قدرتھا على إنتاج الغشاء الحيوي بدرجة قويGة، و 
 ). 4-2بدرجة متوسطة أشكال رقم (
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 طريقة باستخدام الحيوي الغشاء تكوين على المعزولة ريايالبكت قدرة :)3( رقم جدول
TCP  

  

  نوع البكتيريا
 عدد العز8ت

المكونة للغشاء 
  الحيوي

درجة تكوين 
  الغشاء الحيوي

Staphylococcus aureus 4  
  )2قوي (

  )2متوسط (

Staphylococcus epidermidis 4  
  )1قوي (

  )3متوسط (

Sporosarcinia spp. 6  
  )4قوي (

  )2متوسط (

Bacillus spp. 14  
  )8قوي (

  )6متوسط (
Pseudomonas aeruginosa 4  4( قوي(  

  
  

 الحيوي الغشاء تكوين على المعزولة ريايالبكت قدرة :)4(  رقم جدول
  CR طريقة باستخدام

  
  

  
  

 الحيوي الغشاء نتاجإ على البكتيرية العز8ت قابلية اختبار): 1شكل رقم (
 TCPبطريقة 

  
  
  
  
  
  
  

  
  

  CR وسط على قوية بدرجة يالحيو للغشاء مكونة ريايبكت): 2شكل رقم (
  
  

  
  

  CR وسط على قوية بدرجة الحيوي للغشاء مكونة ريايبكت): 3شكل رقم (
  

  
  

 CR  وسط على الحيوي للغشاء منتجة غير ريايبكت): 4شكل رقم (
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

  نوع البكتيريا
عدد العز8ت 

المكونة للغشاء 
  الحيوي

درجة تكوين الغشاء 
  الحيوي

Staphylococcus aureus  3  
  )2قوي (

  )1متوسط (
Staphylococcus epidermidis  1  ) 1متوسط(  

Sporosarcinia spp.  4  
  )2قوي (

  )2متوسط (

Bacillus spp. 10  
  )4قوي (

  )6متوسط (

Pseudomonas aeruginosa 3  
  )2قوي (

  )1متوسط (
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كانGGت أكثGGر حساسGGية  TCPويتبGGين مGGن النتGGائج السGGابقة أن طريقGGة 
، وھGذا يتفGق  CR بطريقGة للكشف عن إنتاج الغشاء الحيوي مقارنGة 

 TCP، حيث بينت نتائجھGا أن طريقGة (22)مع الدراسة التي قام بھا 
أن  (23)، كمGGا بينGGت دراسGGة  CRھGGي ا=كثGGر حساسGGية مGGن طريقGGة 

تعGGد ا=كثGGر حساسGGية وسGGھولة فGGي الكشGGف عGGن تكGGوين  TCPطريقGGة 
. وبصورة عامGة، فGإن الكشGف  E. coliالغشاء الحيوي بين عز?ت 

الحيGوي يعتمGد علGى عوامGل عديGدة مثGل طريقGة التحGري  عن الغشGاء
المعتمدة، نوع الوسGط المسGتخدم، وظGروف التحضGير.  اتفقGت أيضGا 

  TCPالGGذي بGGين أن طريقGGة  (14)نتGائج الدراسGGة مGGع نتGGائج دراسGGة 
% جلوكGوز كانGت 1المضاف إليه  TSBوباستخدام الوسط الزرعي 

الحيGوي والقGدرة  في الكشGف عGن الغشGاء CRا=كثر دقة من طريقة 
  على ا?لتصاق.

إن ا?خت.ف في درجGة إنتGاج الغشGاء الحيGوي تعGزى إلGى ا?خGت.ف 
 Polysaccharide)فGGGGي إنتGGGGاج ?صGGGGقات متعGGGGددة السGGGGكريات 

adhesion)  تخدمGGي. وتسGGيم الجينGGي التنظGGر فGGس التغييGGذي يعكGGوال ،
للتحري عن إنتاج الغشاء الحيوي لعز?ت عديدة، كونھا  CRطريقة 

قة سھلة ا?ستخدام، وتعتمد على تعزيز إنتاج السكريات المتعددة طري
الخارجية باستخدام وسط غني. ولكن يمكن اعتبار ھذه الطريقة قليلة 
الحساسGية والتخصGص نتيجGة ا?خت.فGات التGGي قGد تحGدث فGي تكGGوين 
الصGGGبغة السGGGوداء للمسGGGتعمرات، وقGGGد يGGGؤثر ا?خGGGت.ف فGGGي الوسGGGط 

  ). 24، 4ج ھذه الطريقة (الزرعي المستخدم على نتائ
يعتمGGد ا?لتصGGاق بدرجGGة كبيGGرة علGGى الظGGروف البيئيGGة والتغييGGر فGGي 

وغيGر   1:100المخفGف  TSB، إذ إن وسGط (25)الوسGط الزرعGي 
المخفف يكون أعلى إنتاجا للغشاء الحيوي مقارنة با=وساط ا=خGرى 

 TCP. وإن تكGوين الغشGاء الحيGوي بطريقGة   Luria broth مثGل 
وتعد . (26) على العزلة البكتيرية والوسط الزرعي المستخدم يعتمد 

وسيلة مھمGة فGي دراسGة المراحGل المبكGرة فGي تكGوين  TCPطريقة  
الغشاء الحيوي، =نھا تتبGع ظروفGا ثابتGة، ويمكGن أن تكGون فعالGة فGي 
تحديد ودراسة العديد من العوامل الضرورية لتكوين الغشاء الحيGوي 

ال.صقات، اDنزيمGات، وغيرھGا، باDضGافة  مثل ا=ھداب، ا=سواط،
إلGGى الجينGGات التGGي تلعGGب دورا مھمGGا فGGي إنتGGاج السGGكريات المتعGGددة 
الخارجية. كما أن ھذه الطريقGة يمكGن أن تسGتخدم مGع أنGواع بكتيريGة 
مختلفGGGة، إذ تلتصGGGق الجGGGراثيم المختلفGGGة علGGGى الجGGGدران أو فGGGي قعGGGر 

لتصGق فGي قعGر الحفGر الحفر، في حين أن الجGراثيم غيGر المتحركGة ت
  ).27فقط (

إن عدم تنظيف وتعقGيم ا=سGطح الداخليGة للعبGوات الب.سGتيكية يشGجع 
على نمو البكتيريا بأنواعھا المختلفة ومن ثم تكGوين الغشGاء الحيGوي. 
وھناك عوامل أخرى تسGاعد علGى تكGوين الغشGاء الحيGوي مثGل تGوفر 

المGواد المعقمGة المغذيات، درجة الحرارة، الرقم الھيGدروجيني، نGوع 
المستخدمة، ومقاومة البكتيريا للمعقمات. ويGؤدي اسGتخدام المعقمGات 

. ھGذه المGواد يمكGن أن  Biodegradable substancesإلى تكGوين 
تستخدم من قبل البكتيريا كمصدر للطاقGة فGي تكGوين الغشGاء الحيGوي 
 على ا=سطح الداخلية للعبوات الب.ستيكية، كمGا أن البكتيريGا تكتسGب

مقاومة ضد المعقمات المستخدمة نتيجة انتقال الجينات المسؤولة عن 
 Horizontal      المقاومGة بGين البكتيريGا المكونGة للغشGاء الحيGوي

gene transfer )28 .(  
  
  

  ا8ستنتاجات والتوصيـات
  
نواع بGألتGر  20سطح الداخلية للعبوات الب.سGتيكية سGعة ا= تلوث -1

علGى  ةرضية وغير المرضية التGي لھGا القابليGريا الميمختلفة من البكت
  . يتكوين الغشاء الحيو

لتGر  20سGعة  الب.سGتيكية العبGواتبعدم استخدام توصي الدراسة  -2

  واحدة. من مرة اDنتاج =كثرفي 
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  الملخص باللغة العربية 
  

  

فGGي  EndometriumفGي بطانGGة الGرحم  LevetiracetamأجريGت الدراسGة الحاليGGة بھGدف التعGGرف علGى التGGأثيرات التGي يحGGدثھا عقGار الليفيتراسGGيتام 
مل ، وقسمت الحيوانGات  0.1،وكان حجم الجرعة Stomach tubeالفئران البيضاء، إذ جرعت الحيوانات بالعقار المذكور عن طريق أنبوب المعدة 

يومGاً، أمGا المجموعGة الثالثGة  30يومGاً، والمجموعGة الثانيGة جرعGت لمGدة  14ملة إلى ثG.ث مجموعGات، المجموعGة ا=ولGى جرعGت بالعقGار لمGدة المعا
  .يوم. وقد أجريت ا?ختبارات على المجموعة التجريبية ومقارنتھا بمجموعة السيطرة 45جرعت بالعقار لمدة 

، 30، 14بالعقار لمدة  لمجموعات الحيوانات المعاملة  Endometrial glandفي الغدد الرحمية ) P<0.05(أظھرت النتائج وجود انخفاض معنوي 
45 Gد المقارنGة عنGدد الرحميGدد الغGي عGا فGا معنويGائج فرقGرت النتGا أظھGھا. كمGام نفسGيWيطرة ولGة السGة بمجموعGد المقارنGين يوماً على التوالي، عنGة ب

، 30، 14للحيوانGات المعاملGة بالعقGار  Blood vesselsعدد ا=وعيGة الدمويGة ) P<0.05ى التوالي، وازداد معنويا (المجموعات التجريبية الث.ثة عل
45 GGة الث.ثGGات التجريبيGGين المجموعGGة بGGد المقارنGGوي عنGرق معنGGد فGGا وجGGھا. كمGGام نفسGGيWيطرة ولGGة السGع مجموعGGة مGGد المقارنGGوالي عنGGى التGGاً علGة يوم

 LaminaلبطانGGة الGرحم، وسGمك الصGGفيحة ا=صGيلة  Mucosa epithelium) فGGي ارتفGاع الظھGارة المخاطيGGة P<0.05ولوحظGت زيGادة معنويGة (
propria  امGGيWة ولGGة الث.ثGGات التجريبيGGوي  45، 30، 14للمجموعGGرق معنGGاً فGGد أيضGGھا، ووجGGام نفسGGيWيطرة ولGGة السGGع مجموعGGا مGGد مقارنتھGGاً عنGGيوم

)P<0.05اً ( ) عند مقارنة المجموعة ا=ولىGاً معنويGة فرقGة الثانيGر المجموعGم تظھGين لGي حGة، فGة والثالثGالمجموعتين الثانيGبP<0.05 اGد مقارنتھGعن (
  .بالمجموعة الثالثة

  
  ، بطانة الرحمعقار الليفيتراسيتام الكلمات المفتاحية:

  

 

The effect of Levetiracetam drug on endometrium of adult albino mice  

 
Nahla A. Al-Bakri  and Faiza J. Juda 
 
Dept. of Biology/ College of Education for Pure Sciences (Ibn- Al- Haitham) / University of Baghdad 
/Republic of Iraq 
 
 

ABSTRACT  
 

 

The present study was conducted to determine the effect of levertiriticium drug on albino mice endometrium. The 
animals were treated via stomach tube with one dose 0.1 ml. Treated animals were divided into three groups. First 
group was treated with drug for (14) days, second group was treated with drug for (30) days, while the third group 
was treated with drug for (45) days. Examination of the treated three groups were done , as well as the comparison 
with control group. 
Results showed significant decrease (P<0.05) in endometrial glands of treated animals with drug 14, 30 and 45 
days when compared with control. Significant differences (P<0.05)  in endometrial gland were observed when 
compared between three experiment groups, and significant increase (P<0.05) of  blood vessels of treated animals 
with drug 14, 30 and 45 days when compared with control. Results also revealed a significant difference among 
the three treated groups, and significant increase (P<0.05) of epithelial cells of endometrium and thickness of 
lamina propria of the three treated groups with drug 14, 30 and 45 days, when compared with control group, there 
were significant differences (P<0.05) when comparing first group with both second and third groups. However, the 
second group did not show significant different (P<0.05) when compared with the third group. 
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  ةـــالمقدم
  

ھـو عقار جديد للصرع،  Levetiracetamعـقـار الليفيتراسيتام 
، ويستخدم 2000ويتم تسويقه في جميع أنحاء العالم منذ عام 

لمعالجة السيطرة على النوبات الصرعية. وقد تم تصنيعه في أوائل 
عقد الثمانينات من القرن الماضي، خ.ل برنامج كيميائي ھدف إلى 

دواء منشط للذھن من الجيل الثاني، وقد تمت الموافقة  متابعة تحديد
 Food and drugعليه من قبل منظمة الغذاء والدواء ا=مريكية 

administration  وسرعان ما أصبح واحدا من 1999عام .
ا=دوية التي توصف على نطاق واسع لع.ج الصرع الجزئي، 

وھـــو ، لصرعوليس له ع.قة تركيبية با=دوية ا=خرى المضادة ل
. (1)تــركــيــبــيـــاً بــمـــادة البيراسيتام المنشطة للذھن  مــرتــبــط

يستخدم عقار الليفيتراسيتام لع.ج نوبات الصرع الجزئية، ولع.ج 
)، كما يستخدم 3، 2مرضى الصرع المعمم والصرع المقاوم (

ة لع.ج حا?ت غير صرعية تشمل اضطراب ثنائي القطبية، والوقاي
  ). 4من الصرع النصفي وألم ا=عصاب، والرمع العضلي (

لقGGد تGGم التعGGرف علGGى التGGأثيرات المعالجGGة با=دويGGة المضGGادة للصGGرع 
، عنGدما تGم إدخGال البروميGدات 1850على الوظيفة الجنسية منذ عام 

Bromids  قGGت ?حGGي وقGGوث فGGرت البحGGد أظھGGرع. وقGGج للص.GGكع
ة بنسGGبة تراوحGGت مGGا بGGين تطGGور العجGGز أو انخفGGاض الرغبGGة الجنسGGي

) CBZ% مGGن المرضGGى بعGGد بGGدء العGG.ج بالكاربامGGازبين ( 11-22
Carbamazepine ) وينGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGوالفينيتPHD (Phenytoin 

 Primidinأو البريميGدين  PB (Phenobarbitalوالفينوباربيتال (
. تعGرف ھGذه العقGاقير بالعقGاقير القديمGة أو عقGاقير الجيGل ا=ول، (5)

علGى نطGاق واسGع، إ? أن زيGادة مخGاطر آثارھGا  اسGتخدامھاحيGث تGم 
). وقGد لقيGت عقGاقير الجيGل الثGاني 6الجانبية تتطلب مراقبة ع.جية (

ا=فضلية بسبب قلة آثارھGا الجانبيGة. غيGر أن دراسGات عـــGـدة أثبتGت 
 Valaproic acidأن اسGGGـتعمال الGGGـع.ج بحGGGامض الفالبرويGGGك 

(VPA) رGى تغيGؤدي إلGل يGيض على المدى الطويGكل المبGي شGات ف
عGGن طريGGق زيGGادة عGGدد ا=كيGGاس المبيضGGية، وتغيGGـر فGGي مGGـستويات 
ھرمGGون الجGGنس السGGيترويدي فGGي الجGGرذان غيGGر المصGGابة بالصGGرع 

أوكزاكاربازيبين سيرافقه ). كما بينت البحوث أن الع.ج بعقار 7،8(
  ). 5زيادة في انتشار مت.زمة تكيس المبايض (

ن عقاقير الصرع الجديد مGن الجيGل الثGاني، يعد عقار الليفيتراسيتام م
) للكثيGGر مGGن المرضGGى. وللعقGGار صGGيغة VPAويمثGGل بGGدي.ً لعقGGار (

حركيGGة دوائيGGة مرغGGوب فيھGGا، فھGGو سGGريع وكامGGل ا?متصGGاص عGGن 
وآثGGاره السGGلبية  ويGGتم الGGتخلص منGGه عGGن طريGGق البGGول،طريGGق الفGGم، 

لمضGادة طفيفة، مع عدم وجود تأثير في مستويات المصل والعوامل ا
للصرع ا=خرى. كمGا يGتم تحملGه مGن قبGل المرضGى بشGكل جيGد. و? 

  ).9توجد بينه وبين العقاقير ا=خرى أي تفاع.ت أو تداخ.ت (
 – 2 –أثــيGـل–الفGـا –Sا?سم الكــيـمــيائي لعـقار الليفيتراسGيتام ھGو 

-S-alphaethyl –z-oxo-1بـيـرولـيــديـنأسـيـتـامGGGـيد 1-اوكGGGـزو
pyrrolidine acetamide.  

بالرغم من أھمية ھذا العقار في عG.ج حGا?ت الصGرع، فقGد أجريGت 
دراسات توضGح التGأثيرات الجانبيGة لعقGار الليفيتراسGيتام فGي أعضGاء 
الجسGGم المختلفGGة. ففGGي دراسGGة حديثGGة، تبGGين بGGأن عقGGار الليفيتراسGGيتام 

). كمGGا أجريGGت 10يGGؤثر فGGي إفGGراز ھورمGGون السGGيترويد القاعGGدي (
طويلGة ا=مGد علGى معاملGة الجGرذ بعقGار الليفيتراسGيتام، وكGان دراسة 

مبيض الحيوانات المعاملة أكبر بشكل معنGوي، وازداد عGدد ا=جسGام 
الصGGGفراء والجريبGGGات المبيضGGGية، مقارنGGGة مGGGع حيوانGGGات مجموعGGGة 

  ).11السيطرة (
وعليه، يتحدد ھدف ھذه الدراسة بمعرفة تأثير العقGار فGي عGدد الغGدد 

د ا=وعيGGة الدمويGGة فGGي بطانGGة الGGرحم بتGGأثير ا?سGGتخدام الرحميGGة وعGGد
  الطويل ا=مد لعقار الليفيتراسيتام في إناث الفأر ا=بيض.

  
  

  المواد وطرق العمـــل
  

الليفيتراسيتام المجھز من قبل في ھذه الدراسة، تم استخدام عقار 
، على شكل UCB pharma, Inc., Smyrra,Ga., USAشركة 

، mg/kg/day 1.14تركيز واحد فقط كان شراب فموي سائل، ب
  وتم حفظه في مكان بارد لحين ا?ستعمال. 

) Swiss mice() فأرا من نوع 40شملت عينة الدراسة أربعين (
Musmusculas  من س.لةBAIB/C تم إحضارھا من مركز ،

غم وتراوحت  )28- 24(الرقابة الدوائية، بلغ معدل أوزانھا 
  أسبوعا.  )12-8(أعمارھا

نقل الفئران إلى البيت الحيواني التابع لقسم علوم الحياة، في كلية  تم
التربية للعلوم الصرفة (ابن الھيثم) في جامعة بغداد. وتم وضعھا في 
أقفاص بعد أن تم تقسيمھا إلى أربع مجموعات، ضمت كل مجموعة 

فئران. تم ضبط وتنظيم درجة الحرارة والرطوبة، والجدول  10
ساعة)، ومصرفات الھواء لتبادل  12ظ.م (الزمني للضوء وال

بالغذاء القياسي وماء الصنبور الھواء. كما تمت تغذية الحيوانات 
Tap water  .بصورة حرة طول فترة التجربة  

يوما، والمجموعة الثانية  14جرعت المجموعة ا=ولى بالعقار لمدة 
تمت  ا، في حينيوم 45والمجموعة الثالثة لمدة  ا،يوم 30لمدة 

  لتكون مجموعة السيطرة. المجموعة الرابعة بالماء المقطرمعاملة 
تم فحص المسحات المھبلية لWناث المستخدمة في ھذه الدراسة 

 Estrousولدورتي شبق متعاقبتين للتأكد من س.مة الدورة الشبقية 
Cycle  عن طريق تحضير شرائح مجھرية وأخذ مسحة من بطانة ،

تم تعقيمه على لھب مصباح  Loopالمھبل بواسطة ناقل معدني 
 NaCl( فسلجيحتى ا?حمرار، بعدھا تم غمره فــي محلول 

%)، ثم وضعت المسحات على شرائح زجاجية نظيفة وتركت 0.9
   Stain Methylene blueلتجـف، ثم لونت بلون أزرق المثيلين

 Tap، ثم غسلت الشرائح بماء الصنبور (12)لمدة ث.ث دقائق 
Water تجف، ثم جرى فحصھا تحت المجھر الضوئي وتركت ل

Light microscope   40×، 10(×     بقـوتي تكبير .(  
تم التضحية بالحيوانات بعد ا?نتھاء من المعاملة، ولكل مجموعة 

وذلك بتثبيت )، Cervical dislocationبطريقة الخلع الشوكي (
رأس الحيوان وسحب الذيل باستعمال مقص حاد، ثم عمل شق 

في المنطقة الوسطى أسفل البطن حتى عظم القص، ثم أزيلت  طولي
  . Uterusا=حشاء، وتم استئصال الرحم 

حيث تم تثبيت الرحم  ،(13)حضرت الشرائح المجھرية وفق طريقة 
ساعة. بعدھا  24لمدة  (Bouin’s solution)محلول بوين  في 

. مررت بعد ذلك %70غسلت عدة مرات في محلول اDيثانول 
ات في سلسلة تصاعدية التركيز من الكحول اDثيلي ابتداء من العين

%) لمدة نصف ساعة لكل تركيز. بعدھا وضعت في 100 -% 70(
دقيقة، ثم وضعت العينات في خليط من الزايلين  15الزايلين لمدة 

 15) لمدة 1:1بنسبة ( (°56C-58)وشمع البرافين المنصھر بدرجة 
. بعدھا تم (°60C)حرارة دقيقة في الفرن الحراري وبدرجة 

تشريب العينات بوضعھا في الشمع المنصھر مرتين ولمدة ساعة في 
كل مرة،  ثم تم صب العينات في قالب شمع، وتركت حتى يتصلب 

مايكروميتر وعملت مقاطع  5الشمع، بعدھا قطعت النماذج بسمك 
. ثم ألصقت ا=شرطة (14)مستعرضة من الرحم بحسب طريقة 

 –اطع، وتم تلوين المقاطع بملون ھيماتوكسلين المتضمنة للمق
  . eosin Hematoxlyinأيوسين 

تم حساب أعداد الغدد الرحمية وعدد ا=وعية الدموية، وتم قياس 
سمك بطانة الرحم، وارتفاع الظھارة بواسطة برنامج تحليل الصور 

)، حيث Digital image analyzing soft wares )15الرقمي 
الفوتوغرافية للعينات المنتخبة باستعمال مجھر تم التقاط الصور 

فــــي مختبر  Canonبكاميرا  MELSTتصوير مركب نوع 
ا=جنة المتقدم في قسم علوم الحياة / كلية التربية للعلوم الصرفة 

    (ابن الھيثم)/ جامعة بغداد.
 One Way ANOVA testتم تحليل النتائج إحصائيا باستخدام 

  ). P<0.05ائية (عند مستوى د?لة إحص
  
  

  النتـــائج 
  

) في عدد P<0.05بينت نتائج الدراسة وجود انخفاض معنوي (
لمجموعات الحيوانات  Endometrial glandsالغدد الرحمية 

) يوماً على التوالي عند مقارنتھا 45، 30، 14(المعاملة بالعقار لمدة 
، بمجموعة السيطرة. وعند المقارنة بين المجموعات التجريبية

) عند عند P<0.05أظھرت  المجموعة ا=ولى فرقا معنويا (
مقارنتھا بالمجموعة الثالثة،  في حين لم تظھر فرقاً معنوياً  

)P<0.05 1(جدول رقم ة الثاني) عند مقارنتھا بالمجموعة .(  
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  الرحمية تأثير العقار في عدد الغدد): 1جدول رقم (
  

  مدة المعاملة
عدد الفئران في كل 

  مجموعة
N 

  عدد متوسط 
  الغدد الرحمية

Mean± S.E.  
 2.731±41.40  10 السيطرة

 Aa 1.691±26.40  10 يوم 14عقار 
 Aa 2.182±20.60  10 يوم 30عقار 
 Aa 2.542±10.40  10 يوم 45عقار 

a:  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) مقارنة بمجاميع المعاملة بالعقار  

A:  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) السيطرة قارنة بمجموعةم  
  

) في عدد ا=وعية  P< 0.05أظھرت النتائج وجود زيادة معنوية ( 
، 14(للمجموعات المعاملة بالعقار مدة   Blood vessels الدموية 

) يوماً على التوالي بالمقارنة بمجموعة السيطرة. سجلت 45، 30
) عند المقارنة بين P<0.05النتائج عدم وجود فرق معنوي (

جموعات التجريبية الث.ثة المعاملة بالعقار أو حتى مع بعضھا الم
  ). 2) يوما على التوالي ( جدول رقم 45، 30، 14لمدة (

  
  

  الدموية وعيةا� عدد في تأثيرالعقار): 2جدول رقم (
  

  مدة المعاملة
عدد الفئران في كل 

  مجموعة
N 

  متوسط عدد
  ا�وعية الدموية
Mean± S.E.  

 0.748±6.60  10 السيطرة
 1.470A±12.60  10 يوم 14عقار 
 1.828A±15.80  10 يوم 30عقار 
 2.818A±17.20  10 يوم 45عقار 

A:  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) السيطرة مقارنة بمجموعة  
  
  

) P<0.05أدت المعاملة بعقار الليفيراسيتام إلى وجود زيادة معنوية (
في بطانة  Mucosa epitheliumفي ارتفاع الظھارة المخاطية 

) يوماً على التوالي 45، 30، 14الرحم للحيوانات المجرعة لمدة (
عند المقارنة مع مجموعة السيطرة، كما سجلت النتائج وجود فرق 

) في ارتفاع الخ.يا الظھارية عند المقارنة بين P<0.05معنوي (
المجموعتين ا=ولى والثانية من جھة، وبين المجموعتين ا=ولى 

جھة أخرى، في حين لم تظھر النتائج وجود فرق معنوي  والثالثة من
)P<0.05 عند المقارنة بين المجموعتين الثانية والثالثة (جدول (

  ). 3رقم 
) في P<0.05سجلت نتائج الدراسة الحالية وجود زيادة معنوية (

في بطانة الرحم  Lamina  propriaصيلة سمك الطبقة ا=
) يوماً على 45، 30، 14( المخاطية للحيوانات المجرعة لمدة

التوالي عند المقارنة بمجموعة السيطرة ، وعند المقارنة بين 
المجموعات التجريبية، أظھرت المجموعة ا=ولى فرقاً معنوياً 

)P<0.05 عند مقارنتھا بكل من المجموعة الثانية والثالثة، في (
) عند P<0.05حين لم تظھر المجموعة الثانية فرقاً معنوياً (

  ). 4رنتھا مع المجموعة التجريبية الثالثة (جدول رقم مقا
  
  

  ): تأثير العقار في ارتفاع الخ�يا الظھارية3جدول رقم (
  

  مدة المعاملة
عدد الفئران في كل 

  مجموعة
N 

متوسط  ارتفاع 
  الخ�يا الظھارية
Mean± S.E.  

 0.647±11.912  10 السيطرة
 Aa 1.073±19.839  10 يوم 14عقار 
 Aa 1.496±25.995  10 يوم 30عقار 
 Aa 0.883±29.046  10 يوم 45عقار 

a:  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) مقارنة بمجاميع المعاملة بالعقار  

A:  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) السيطرة مقارنة بمجموعة  
  
 
 
 
 
 

  ): تأثير العقار في سمك الصفيحة ا�صيلة4جدول رقم (
  

  مدة المعاملة
كل عدد الفئران في 

  مجموعة
N 

متوسط  سمك الصفيحة 
  ا�صيلة

Mean± S.E.  
 26.578±165.684  10 السيطرة

 Aa 14.309±253.998  10 يوم 14عقار 
 Aa 15.742±233.033  10 يوم 30عقار 
 Aa 13.274±315.793  10 يوم 45عقار 

a:  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) مقارنة بمجاميع المعاملة بالعقار  

A: عنوية وجود فروق م(p<0.0.5) السيطرة مقارنة بمجموعة  
  
  

  المناقشــــــة
  

وفقا لنتائج ھذه الدراسة، فإن بطانة الرحم لحيوانات مجموعة 
السيطرة والمجموعات المعاملة بالعقار تتكون من النسيج الظھاري 
العمودي البسيط الذي يغطي سطح البطانة، كما تحتوي على صفيحة 

تتكون من عدد من  Thick lamina propriaأصيلة سميكة 
، وغدد البطانة الرحمية  Blood vesselsا=وعية الدموية 

Endometrial gland كما توجد أعداد مختلفة من الخ.يا اللمفية ،
وخ.يا الدم البيضاء في سطح الصفيحة ا=صيلة لبطانة الرحم، وھذا 

بقية  )، إذ يتطابق تماماً مع17مماثل لما ھو موجود في دراسة (
اللبائن من حيث الطراز العام المكون من النسيج الظھاري العمودي 

  . والصفيحة ا=صيلة
أظھرت نتائج الدراسة الحالية انخفاضا في عدد الغدد الرحمية 

يوما عند المقارنة مع  45، 30، 14للحيوانات المعاملة بالعقار لمدة 
تروجين مجموعة السيطرة، ويرجع سبب ذلك إلى تأثر ھرمون اDس

عقار الليفيتراسيتام إلى أن  (11)أشار  وقدبعقار الليفيتراسيتام، 
يؤدي إلى خفض ھرمون اDستروجين، كما بين أن ھرمون 
اDستروجين يحفز نمو ا=نسجة المشاركة في التكاثر، ونتيجة لتحفيز 
ھرمون اDستروجين، تتكاثر ظھارة المھبل وبطانة الرحم، وتنضج 

ر قنوات الثدي، كما أن البروجسترون يتم عضلة الرحم وتتكاث
تصنيعه وإفرازه بوساطة ا=جسام الصفراء، وھو يقلل من تكاثر 
ونمو الظھارة المھبلية، وتحويل ظھارة الرحم من تكاثرية إلى 

أن ا?ستخدام الطويل لعقار الليفيتراسيتام  (11)إفرازية، وقد بين 
ا=جسام الصفراء، يؤدي إلى زيادة ھرمون البروجستيرون وزيادة 

ويمكن ا?عتماد على ھذا ا=ساس في تفسير انخفاض عدد الغدد 
الرحمية بفعل ا?ستخدام الطويل لعقار الليفيتراسيتام في الدراسة 

  الحالية.
في عدد ا=وعية  (P<0.05)كما أوضحت الدراسة زيادة معنوية 

اً، وقد يوم 45، 30، 14الدموية في الحيوانات المعاملة بالعقار لمدة 
يعود سبب زيادة عدد ا=وعية الدموية في بطانة الرحم في 
الحيوانات المعاملة بالعقار نتيجة لحدوث التھاب في بطانة الرحم، 

 Highإلى أن ارتفاع التجھيز الوعائي  (18)حيث أشارت دراسة 
vasculation  يكون متزامناً مع المناعة النسجية عند التھاب بطانة
  ن.الرحم في الفئرا

في  (P<0.05)كما أظھرت نتائج الدراسة الحالية زيادة معنوية 
ارتفاع الخ.يا الظھارية وسمك الصفيحة ا=صيلة مقارنة مع 
مجموعة السيطرة، وتفسير ذك أن عقار الليفيتراسيتام  ربما أثر في 

إلى أن المعالجة على  (11)المبيض وھرمونات المبيض، إذ أشار 
يفيتراسيتام  يؤثر بشكل كبير في وظيفة الغدد المدى الطويل لعقار الل

الصماء اDنجابية، كما يؤثر في شكل المبيض وزيادة في وزن 
  المبيض وأعداد ا=جسام الصفراء.

وقد أوضحت دراسة حديثة باستعمال الخ.يا الجريبية المبيضية في 
يؤثر على إفراز ھرمون  LEVالخنازير قبل البلوغ أن عقار 

إلى أن  (19). وقد أشارت دراسة (10)عدي الستيرويد القا
ا?ضطراب في المبيض يؤدي إلى تضخم الرحم، كما بينت دراسة 

أن عقار الليفيتراسيتام  يؤدي إلى ارتفاع ھرمون الشحمون  (11)
الخصوي الذي يعمل مع اDستروجين على زيادة تثخن بطانة الرحم 

  .)20( والخ.يا الظھارية
 الشحمون بھرمون الفئران إناث معاملة نأ) إلى 21أشارت دراسة (

 بطانة في Hypertrophy الخ.يا تضخم إلى يؤدي الخصوي
 أن (22) ت نتائج دراسةوضحأ بينما العضلية، والطبقة الرحم

 ةوعضل الرحم بطانة في ضمور إلى تؤدي ستروجيناD مضادات
ج نتائ مع متوافقة الحالية الدراسة وقد جاءت نتائج .والمھبل الرحم
 إلى يؤدي الخصوي الشحمون ھرمون زيادةفي أن  (21) دراسة
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 ،)صيلةا= والصفيحة الظھارية الطبقة( الرحم بطانةب التنسج فرط
  ). 22( لدراسة مخالفةبينما كانت 
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  الملخص باللغة العربية
   

تم تنفيذ تجربة الدراسة على عينة .   اءالبيض الفئران و كلى ذكور كبد في نلقشور الرما الميثانولي المستخلص تأثير معرفةھدفت ھذه الدراسة إلى 
ملغم  250جرعت بالمستخلص بتركيز الثانية المجموعة، السيطرة  مجموعة وھي ولىا= (المجموعة تم تقسيمھا إلى ث.ث مجموعاتفأرا   24شملت
   يوما.  35مدة التجربة استمرت. الفم طريق عن) يوميا / كغمملغم 500بالمستخلص تركيز  جرعت الثالثة يوميا، المجموعة / كغم

 ،ملغم / كغم  250و الكلى للمجموعة المعاملة بتركيز  الكبد نسيج سلبيا في لقشور الرمان تأثيرا الميثانولي للمستخلص نأ الدراسة نتائجتبين من 
 ،ملغم / كغم 250ملغم / كغم مشابھة تقريبا للمجموعة المعاملة بتركيز  500وكانت نتائج المجموعة المعاملة بالتركيز ، السيطرة بمجموعة مقارنة
  .والكلى الكبد نسيج ثيرا سلبيا فيأالميثانولي لقشور الرمان ت للمستخلص نوتخلص الدراسة إلى أالكبد والكلى .  نسيج على سلبا كثرأ كانت ولكنھا

  
  

  البيضاء. كبد ، كلى ، ذكور الفئران مستخلص ميثانولي ، قشور الرمان ، :الكلمات المفتاحية
  

 

The effects of methanolic extract of Punica Granatum L . peel on liver and kidney 

of male albino mice 

 
Abeer M. Hussain, Basma A. Jasim  and Nawras A.M. Muzahim 
 
Dept. of Biology / College of Sciences for Women/ University of Baghdad / Republic of Iraq  

 
 

ABSTRACT  
 

The present study aimed to determine the effects of methanolic extract of Punica Granatum peel  on liver and 
kidney in albino male mice . total sample of 24 male mice were included, where they were divided into three 
groups (1st group considered control group, 2nd group treated by 250 mg/kg from extract, and 3rd group were 
treated by 500 mg/kg from extract) . The experiment lasted for 35 days. Results showed that methanolic extract for 
Punica Granatum peel had negative effect on liver and kidney tissues  in the second group (250 mg/kg 
concentration) when compared with the control group. The results also showed that the third group, which was 
treated by 500 mg/kg from extract had same effect to the second group, however,  the effect of the extract was 
more negative on liver and kidney tissues than on the second group. 
The study concluded that the methanolic extract of Punica Granatum peel  have negative effects on liver and 
kidney tissues in two different concentrations. 
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  ة ـــالمقدم
  

 punicaceaeإلى عائلة  Punica granatumينتمي نبات الرمان 
، وھو ينمو بشكل شجيرات منتصبة  Pomegranateويسمى   
). تنتشر زراعة الرمان بالمناطق القمية و شبه القمية في كل من 1(

، كما تنتشر زراعته أيضا )2إيران وشمال باكستان وشمال الھند (
).  يحتوي الرمان 3في بعض أجزاء الو?يات المتحدة ا=مريكية (
،   Polyphenolعلى العديد من المركبات الكيميائية مثل 

Flavonoids   وAnthocyanidine )4 حيث تعد بذور الرمان ،(
والجزء الصالح لWكل من الثمرة  غنية بالفيتامينات والسكريات 

).  و تعد ثمرة الرمان غنية بنوعين من المركبات 5( المتعددة
Polyphenolic )1 : (anthocyanine  )cyanidn , 

delphindin , pelargonidin ) 2) و : (Tannin )Punicalin 
, pedunculagin , punicalagin , gallagic, ellagic acid  (

جميعھا % من فعالية مضادات ا=كسدة في الثمرة  92و التي تمتلك 
). ويحتوي مستخلص بذور الرمان على فعالية قوية مضادة 6(

). كما أن anthocyanidine )7لWكسدة نتيجة احتوائه على 
عصير الرمان وقشرته تحتويان خواصا مضادة لWكسدة. وقد 

 Flavonoid ,أشارات بعض الدراسات إلى أن المركبات (
anthocyanidine رمان تمتلك ) الموجودة في بذور وقشرة ال

أقوى من تلك الموجودة في الشاي ا=خضر فعالية مضادة لWكسدة 
 , Estrogen)، و تحتوي بذور الرمان على 8أو النبيذ ا=حمر (

estradiol , estriol , testosterone ) ) (9 كما  أن  ،(
مستخلص القشور يقلل من أكسدة الدھون البروتينية قليلة الكثافة 

Low – density Lipo Protein )10 .(  
) إلى أن مستخلص قشور الرمان له القابلية على 11أشارت دراسة (

الناتج من أكسدة الدھون  H2O2تثبيط تكوين بيروكسيد الھيدروجين 
في خ.يا الدم  Lipoprotein oxidation LPOالبروتينية 

الحمراء ، الكبد ، الكلية و القلب . في حين أوضحت دراسة كل من 
، Sodium azideأن مستخلص القشور يقلل من تركيز ) 13، 12(

، كما Salmonella typhimuriumوھي مادة سامة تنتجھا بكتيريا 
  له القدرة على الحد من تكاثر خ.يا  الورم.

  عصير الرمان له القدرة على رفع مستوى  لوحظ أن
testosteroneو Follicle stimulating hormone  FSH  , 

Luteinizing hormone LH    بعد معاملة ذكور الجرذان
). كما أن له القدرة على رفع CCL4 )14برباعي كلوريد الكاربون 

 superoxide dismutase SOD ،CATمستوى إنزيمات الكبد 
catalase  ،glutathione peroxidase GPx  ،glutathione – 

S – transferase GST   وglutathione reductase GR ،
 NOلى قدرته على إنقاص مستوى أوكسيد النتريك باDضافة إ

). وقد دلت بعض الدراسات على أن تناول الرمان يسھم في 15(
تحسين تركيز النطف بالبربخ ، وزيادة الخ.يا المولدة للنطف، 
وتحسين أقطار النبيبات المنوية ، وحركة النطف، وفي التقليل من 

قشور الرمان  ). ھذا، ويعد مستخلص16عدد النطف المشوھة (
 Listeriaمثبطا قويا لعدة أنواع من البكتيريا، منھا 

monocytogenes   ،Staphylococcus aureus  ،
Escherichia coli  وYersinia enterocolitica )17 و منذ .(

وقت طويل و ليومنا ھذا يستخدم الرمان في ع.ج قرحة المعدة 
gastric  ulcer )18و حماية القلب  )، وع.ج الخثرة الدموية

)، ويستخدم 20)، كما يستخدام كمضاد للفطريات والفيروسات (19(
، والتھاب القصبات الھوائية  asthmaالرمان لتقليل آ?م الربو 

Bronchitis   والسعال ،cough  سھالDوا ،diarrhea  وسوء ،
 wound، والجروح  fever، والحمى  dyspepsiaالھضم 

 Respiratory system disordersي ،وإصابات الجھاز التنفس
 Atherosclerotic diseases)، وفي ع.ج تصلب الشرايين 21(
)22 .( 

يعد الكبد من أكبر أعضاء الجسم ويقع في الجانب ا=يمن العلوي من 
التجويف البطني أسفل الحجاب الحاجز، بموازاة المرارة وقناة 

 ). يتالف الكبد من مجموعات من خ.يا23الصفراء (
parechymal cell  تسمى الخ.يا الكبدية وخ.ياnon – 

parenchymal   التي تسمى خ.ياcellKupffer  وھي خ.يا ،
،  stellate cellبلعمية، ويتم تخزين الدھون في الخ.يا الشبكية 

). و للكبد endothelial cell )24إضافة إلى الخ.يا البطانية 
ات ، البروتين والدھون. و وظائف عديدة، أھمھا أيض الكربوھيدر

بناء و إفراز الصفراء ، وعن بناء البروتينات عن ھو المسؤول 
الدھنية وبروتينات الدم، و منھا عوامل الخثرة.  يحافظ  الكبد على 

مستوى مستقر للجلوكوز من خ.ل إفرازه أو خزنه بشكل 
ج.يكوجين. أما الدھون، فإنھا تعبرمباشرة بعد امتصاصھا في 

  ). 25ء إلى الكبد عن طريق الوريد البابي الكبدي (ا=معا
تقع الكليتين إلى ا=على من الجانب الظھري للبطن، على جانبي 
العمود الفقري، أعلى قلي. من قياس الخصر، وتكون محمية من 
الضرر بواسطة ا=ض.ع السفلى، ولھا شكل يشبه حبة الفاصولياء ، 

).  Adrenal gland  )26و توجد أعلى كل كلية الغدة الكظرية ِ
تتكون الكلية من منطقتين أساسيتين، ھما القشرة واللب،  وتتالف 

) . يحتوي Nephron )27الكلية من وحدات أساسية تسمى النفرون 
النفرون الواحد على كبيبة و زوج من القنوات التي تنقل المواد من 

ظة بومان، الشبكة الكلوية. تقع الكبيبة في منطقة القشرة وتحاط بمحف
وتحوي شبكة  endothelial cellالتي تكون مبطنة بخ.يا ط.ئية 

من الشعيرات الدموية،  التي تقوم بترشيح الدم، أما الغشاء القاعدي 
تدخل الجزيئات إلى  Podocyteللكبيبة، فيتكون من خ.يا تسمى 

، ثم  Proximal convoluted tubuleالنبيب الملتوي القريب 
 Distal، ثم النبيب الملتوي البعيد  Loop of Henleعروة ھنلي 

convoluted tubule  لتقوم الخ.يا المبطنة للنبيبات بإعادة ،
).  28امتصاص الماء والبروتينات الصغيرة وا=حماض ا=مينية (

، إنتاج ھرمونات  H2Oوللكلية وظائف أساسية عديدة، منھا تنظيم 
Prostaglandin ), Angiotensin، Renin  والتخلص من ، (

الفض.ت ( اليوريا و ا=مونيا )، وتنظيم إنتاج خ.يا الدم الحمراء، 
، الذي يؤثر على  Erythropoiteinمن خ.ل إفراز ھرمون 

  ). 29الخ.يا الجذعية في نقي العظم منتجا خ.يا الدم الحمراء (
  
  

  المواد وطرق العمـــل
  

  تحضير المستخلص
  

وبعد التخلص من  ،سواق في بغدادد ا=حأتم جمع ثمار الرمان من 
 .ذت القشور وغسلت بالماء وتركت لتجف تحت الشمسأخ ،البذور

 وتمت إذابتهغم   50 وأخذ منھا ما مقداره ،طحنھا جرى بعد ذلك
تم ثم  ،لمدة ساعة   Methanolمل من كحول الميثانول  100في 

 بدرجة نالفرفي  وتم وضعهترشيح الناتج للتخلص من بقايا القشور 
  ). 30( وتم خزنه بالث.جة، ºد  50 حرارة 

  
  تھيئة الحيوانات

  
ن ( اوزأبمعدل  ،السويسرية اءمن الفئران البيض اذكر 24تم تھيئة 

ث.ث  إلىتقسيمھا  ثم جرى .سابيعأ 8و بعمر ، ) غم  30 -  20
واستمرت التجربة  ،كل مجموعةفي حيوانات  8 بواقع مجموعات

   :اء تصنيف المجموعات بالشكل التالييوما. وقد ج 35مدة 
المجموعة ا=ولى: وھي مجموعة السيطرة، وعوملت  - 1

  . الماء والغذاء طوال مدة التجربةب
ملغم / كغم  250عطيت جرعة المجموعة الثانية: أ - 2

عن طريق الفم بطريقة التجريع من المستخلص، يوميا 
 . نسولينستخدام السرنجات الخاصة با=ابو

ملغم / كغم  500طيت جرعة لثة: أعالمجموعة الثا - 3
عن طريق الفم بطريقة التجريع  من المستخلص يوميا

نسولين حسب ما جاء ستخدام السرنجات الخاصة با=ابو
  ). 31( في

  
  

  التضحية بالحيوانات
  

بعد انتھاء مدة التجربة، تم قتل الحيوانات بطريقة فصل الرأس عن 
انب السفلي للبطن الجسم بالسحب . وبعدھا تم عمل شق من الج

مقلوب، وتم استئصال كل من الكبد والكلى، وتم  Tبشكل حرف 
وضعھا على ورق ترشيح للتخلص من الدم وا=نسجة المرتبطة بھا.  

%   10      ثم وضعت العينات المذكورة بمحلول فورمالين بتركيز
  و تركت لحين عمل المقاطع النسجية لھا. ، 
  

  المقاطع النسجية
  

نات ( الكبد ، الكلى ) الموجودة في الفورمالين وتم أخذت العي
تعريضھا لسلسلة تصاعدية التركيز من الكحول ا\ثيلي  لسحب 
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،% (% 70 وكانت تراكيز الكحول ،   Dehydrationالماء منھا 
) ولمدة  ساعة واحدة 100، %  100، %  95، %   90، %  80

العينة  لتنظيف  Xyleneلكل تركيز، ثم استعمل الزايلين 
Clearing   لمدة  ساعة واحدة . وضعت العينات بمادة الزايلين

لمدة ربع ساعة داخل الفرن،  1 :  1وشمع البارافين المنصھر بنسبة 
) درجة  58–56بدرجة انصھار (  إذ تمت إذابة الشمع مسبقاً بالفرن

مئوية . بعد ذلك، وضعت العينات مرتين بشمع منصھر لوحده مدة 
داخل الفرن، لتشبع العينة بالشمع بعملية التشريب ساعة كاملة 

Infiltration   وبعدھا جرت عملية الطمر .Embedding   والتي
تتلخص بوضع العينة بالشمع المنصھر الموجود في قوالب الصب 
الب.ستيكية بواسطة ملقط ساخن معقم. تمت ھذه العملية داخل الفرن 

قوالب التي تحوي العينات، لمدة ساعة كاملة. بعدھا تم استخراج ال
وتركت بدرجة حرارة الغرفة ليتصلب الشمع. جرت عملية التقطيع 

Sectioning   للعينات بأشرطة مستمرةRibbons  بجھاز المشراح
مايكروميتر . تم  6اليدوي، وبسمك  Rotary microtomeالدوار 

وضع الشريط في حمام مائي ساخن Dذابة الشمع المحيط بالعينة، ثم 
خذت  شريحة نظيفة وتم مسح سطحھا العلوي ب.صق ماير وتم أ

إنزاله بصورة مائلة بالحمام المائي قرب الشريط،  ثم نقل الشريط 
ساعة . تمت  24من الحمام المائي للشريحة وتركت الشريحة لمدة 

، حيث تم وضع الشرائح لمدة   Stainingبعدھا مرحلة التصبيغ 
D ذابة ما تبقى من الشمع المحيط ربع ساعة في الزايلين مرتين

)، وبعد الزايلين Coplin Jarsبالعينة بالحاويات الخاصة بالتصبيغ (
، %  95، %  100بدات سلسلة تنازلية من الكحول اDثيلي ( % 

) لمدة دقيقتين لكل تركيز، وبعدھا بالماء 70، %  80، %  90
لھيماتوكسلين المقطر لمدة دقيقتين Dزالة الكحول، ثم بعدھا بصبغة ا

دقائق . غسلت  5لمدة   Hematoxylin  - Harrisھارس  –
دقائق ، ونقلت للحاوية  5الشرائح بماء الصنبور الجاري لمدة 

، لصبغ المكونات القاعدية لمدة   Eosinالخاصة بصبغة ا\يوسين 
         دقائق . مررت الشرائح بعد ذلك  على سلسلة كحو?ت تصاعدية  3

) ، ثم في  100، %  95، %  90، %  80، %  70( % 
الزايلين لمدة ربع ساعة مرتين. ثم تأتي المرحلة ا\خيرة، التحميل 

Mounting   إذ تم وضع قطرتين من  كندا بلسم ،Canada 
balsam   على الشريحة، ووضع عليھا غطاء الشريحةCover 

slide   م 37، و تركت الشرائح على الصفيحة الساخنة بدرجة  °
  ). 32( ساعة 24لمدة 

  
  

  التصوير المجھري
  

تم فحص الشرائح الحاوية على العينات في كلية العلوم للبنات / قسم 
علوم الحياة في مختبر التصوير المجھري، باستخدام مجھر مركب 

Compound Microscope 40، وتحت قوة تكبير X  ثم ،
صورت المقاطع باستخدام كاميرا تصوير فوتوغرافي موصلة 

  .Olympus BHبمجھر مركب من نوع 
  
  
  

  النتـــائج
  

أظھرت مجموعة السيطرة ان نسيج الكبد يتألف من الفصوص 
 centralفي كل فص وريد مركزي ، Hepatic  lobesالكبدية 

vein تترتب حوله الخ.يا الكبدية بصف أو صفين من الخ.يا التي ،
ھا الجيبانيات ، التي تحصر بينHepatic cordتدعى الحبال الكبدية 

التي تصب في الوريد الكبدي. وتترتب و sinusoidsالدموية 
الجيبانيات والحبال الكبدية شعاعيا حول الوريد المركزي (شكل رقم 

). أما الكلية، فقد أظھرت تركيبا نسجيا مؤلفا من منطقة 1
للخارج الذي يحوي وحدات الترشيح البولي   Cortexالقشرة

) والنبيبات الكلوية القاصية والدانية Glomerulus(الكبيبات الكلوية 
Proximal and distal renal tubules وتحاط الكلى بطبقة ،

  ). 2(شكل رقم   Capsuleرقيقة من النسيج الضام يدعى المحفظة
  
  

  
  

الخ�يا الكبدية : السيطرة مجموعة فئران كبد من مقطع): 1شكل رقم (
Hepatocyte ( H ) 

  وخ�يا كفر )CV) Central vein  والوريد المركزي
 Kupffer cell ( KC).  400(ايوسين .  –ھيماتوكسلينX(  

  

  
  

السيطرة:  مجموعة من فأر كلية في مستعرض مقطع): 2شكل رقم (
  Glomerulus ( G ) الكبيبة

  الدانية الكلوية والنبيبات B (Bomain capsuleبومان ( محفظة
P)  (Proximal renal tubules       

   Distal renal tubules  (D) القاصيةو
 Collecting tubules ( C) والجامعة

  ).X 400ايوسين (  -ھيماتوكسلين 
  
  
  
  
  

)   كبد 4، 3لوحظ من النتائج الموضحة في كل من صورة رقم (
ملغم/ كغم حدوث احتقان  250وكلى المجموعة المعاملة بتركيز 

في الكبد وارتشاح للخ.يا  congestionدموي 
(خروج الكريات البيضاء من الوريد   infiltrationا?لتھابية

 glomerulusالكبدي، وانتشارھا بين خ.يا الكبد )، وفي الكبيبة 
، 5صورة (ملغم / كغم   500للكلى. أما المجموعة المعاملة بتركيز 

وجود فجوات بخ.يا الكبد، واختفاء للترتيب  فقد أظھرت)، 6
وارتشاح للخ.يا  congestionن دموي الشعاعي للخ.يا مع احتقا

. أما الكلى فقد أظھرت احتقانا دمويا  infiltrationا?لتھابية 
congestion  و ارتشاحاInfilterarion   وضمورا في بعض

  . collecting tubuleا=نوية من خ.يا النبيبات الجامعة 
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 250 تركيزب المعاملة الفئران مجموعة من كبد في مقطع): 3شكل رقم (
  ) .  Congestion )CO دموي  وجود احتقان :ملغم/ كغم 

  )( X 400ايوسين .  –ھيماتوكسلين 
  
  

  
  

 250مقطع في كلية من مجموعة الفئران المعاملة بتركيز ): 4شكل رقم (
وارتشاح للخ�يا  Congestion (CO) احتقان دموي ملغم/ كغم : وجود

  ) . Infilteration  )INا8لتھابية 
  ).( X 400ايوسين .  –ھيماتوكسلين 

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

ملغم/  500بتركيز المعاملة المجموعة من فأر كبد من مقطع): 5شكل رقم (
  )   Congestion)CO دموي  احتقان : وجودكغم

  ) Vacules  )Vوفجوات بالخ�يا الكبدية 
     Infilteration ( IN ) وارتشاح

  ).X 400ايوسين . (  –ھيماتوكسلين       
  

  
  

فأر من المجموعة المعاملة  كلية من مستعرض مقطع ):6شكل رقم (
) وارتشاح CO ) Congestionاحتقان دموي :  ملغم / كغم 500بتركيز 

 )IN  ( Infilteration  
  . Atrophy ( AT) نويةوضمور ا�

  ).X 400ايوسين . (  –ھيماتوكسلين 
  
  

  المناقشــــة
  

،  anthocyaninبمركبات  يعد الرمان من المصادر الغنية
Polyphenol  وTannin ) حيث إن 33ومشتقاتھا ،(tannin 

موجود في النباتات وله قابلية عالية على الذوبان في الماء مكونا 
معقدات مع البروتين، نظرا ?حتوائه على نسبة كبيرة من مركبات 

Phynolic hydroxyl  ويقسم التانين لمجموعتين رئيسيتين ھما .
Hydrolysable tannin )HTو (condensed tannin       

)CT) (34) إلى أن مركبات التانين لھا 35). وقد أشارت دراسة (
القابلية على التحلل بسھولة داخل الجسم، فض. عن قدرتھا على 
التداخل مع امتصاص الحديد من خ.ل تكوينه لمعقدات، وھو في 

دورا  Polyphenolلعب تجويف ا=معاء، ليقلل من توافر الحديد. وي
ضد ا=مراض وسمية ا=دوية،  إ? أن القليل من الدراسات قد واقيا 

 Polyphenol). الجدير بالذكر أن مركبات 36أشارت إلى سميته (
جميع الفواكه والخضروات، لكنھا تسبب تمزقا في توجد في 

اDنزيمات، ولھا القدرة على ا?رتباط بالمعادن ، الفيتامينات ، 
). يتم امتصاص 37بوھيدرات لتجعلھا مقيدة غير حرة (الكر

Polyphenol  من قبل جدار الخلية مسببا تمزقا في الغشاء
  ). 38واضطرابا في الوظيفة (
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دراسة أخرى بينت أن معاملة ذكور الجرذان بمستخلص قشور 
الرمان سبب نقصانا بمعدل وزن الكبد / وزن الجسم،  و وزن الكلية 

بب نقصان في محتوى الدھون في الكبد، ومنھا / وزن الجسم ، بس
cholesterol  ،triglyceride  وLow density lipoprotein 

(LDL)  وزيادة مستوىHigh density lipoprotein  (HDL) 
 Alanine aminotransferase، ونقصان فعالية اDنزيمات 

(ALT) وAspartate aminotransferase )AST) (39 كما  .(
سة أخرى إلى أن معاملة ذكور الفئران البيضاء أشارت درا

 Alkalineبمستخلص قشور الرمان سبب نقصانا بمستوى 
phosphatase  وBilirubin  في الكبد، مع زيادة نسبة اليوريا

).  وقد لوحظ أن 40في الكلية ( Creatinineونقصان مستوى 
 Totalإعطاء مستخلص قشور الرمان سبب نقصانا بمستوى 

Glutathione )41 و يعد .(Glutathione   الخط الدفاعي ا=ول
)، ومن أصناف الجذور الحرة 42ضد الجذور الحرة (

Superoxide O-2  ،Hydrogen peroxide H2O2  و 
Hydroxyl OH-  والتي تتفاعل مع مركبات الخلية مسببة أكسدة

 DNAوالتي لھا القدرة على ا?رتباط مع دھون الغشاء الب.زمي، 
). ويعود سبب نقصان 43مسببة موت الخلية ( الخلية

Glutathione  نزيمDإلى نقصان فعالية اglutathione 
reductase ( GR )   الذي يعد مسؤو? عن بناءGlutathione  .

ويرجع السبب إلى احتواء مستخلص قشور الرمان على مركبات 
polyphenol   وTannic acid   و التي تكون السبب الرئيس في

) . وقد أشارات إحدى الدراسات GR )44  ان فعالية اDنزيم نقص
له القدرة على تغيير عملية ا?ستنساخ و   Polyphenolإلى أن 

الترجمة للبروتينات المرتبطة بمضادات ا=كسدة الداخلية، من خ.ل 
التفاعل أو التداخل مع العناصر المسؤولة عن بناء مضادات ا=كسدة 

ى ھدفت إلى تحديد تأثير مركبات ).  وفي دراسة أخر45(
Polyphenol  و منھاQuercetin  لوحظ تسببھا بأمراض الكلية ،

تسبب    Polyphenol)، كما أن بعض انواع 46المزمنة (
أنواع  (أحد Quercetin  ويعمل ).4،48السرطان (

Polyphenol على تثبيط (O – Methylation  فيCatechol 
estrogen 2% من مادة  60 – 80بتھا و ويتسبب بزيادة نس and 

4 hydroxy estrdiol  و التي تسبب زيادة دورة ا=كسدة،
، والذي يحفز  estradiolو  Catechol estrogenوا?ختزال في 

  ).49توليد الورم في الكلية (
) أن معاملة ذكور الجرذان بمستخلص القشور 50بينت دراسة (

يث إن للمستخلص ح،  Lysosomeسببت نقصان فعالية إنزيمات 
في الكبد. كما  Lysosomeتأثيرا مثبطا لنفاذية الغشاء الب.زمي في 

أوضحت نتائج دراسة أخرى أن معاملة ذكور الجرذان بمادة 
Quercetin  قد أدت إلى حدوث نقصان بوزن الجسم وسببت

و  Hyperplasiaعداد الخ.يا أإضرارا بالكلى، ومنھا زيادة 
Neoplasia يعي يحدث في الخ.يا البطانية لنبيبات ( نمو غير طب

( ورم حميد يحدث خارج  Benign tumorالكلية ) كما سببت 
  ). 46الجسم و? ينتشر لمناطق أخرى من الجسم ) (

إن المقاطع النسجية لكبد ذكور الجرذان المعاملة بمستخلص القشور 
ت أظھرت تغيرا في الدھون في الخ.يا الكبدية و تخفيفا بالجيبانيا

  .)39الدموية (
ومن خ.ل نتائج الدراسة الحالية، لوحظ حدوث احتقان دموي 

congestion  في كبد و كلى الفئران المعاملة بالمستخلص
بسبب التھاب حاد با=وعية ، ملغم / كغم   500و 250بالتركيزين 

الدموية نتيجة استرخاء وتمدد الوعاء الدموي، وھذا يتفق مع النتائج 
). كما لوحظ أن المعاملة بالمستخلص 51دراسة ( التي جاءت في

سببت توقف الخ.يا عن ا?نقسام نتيجة احتوائه على مركبات 
Phenol حيث يرتبط 52لتاثير الكولجسين ( ذات التأثير المشابه ،(

الكولجسين بخيوط المغزل ويمنعھا من فصل الكروموسومات بطور 
Metaphase51ور ال.حق (، ومن ثم ? تنتقل الخلية إلى الط  .(

إن سبب الفجوات ھو خلل في آلية النقل ا=يوني بين الخلية والخ.يا 
). أما سبب ا?رتشاح 53المجاورة، بسبب تجمع الماء بين الخ.يا (

فھو نتيجة زيادة نفاذية ا=وعية الدموية الناجم عن فقدان ا=وعية 
خروج بين الخ.يا، مما يسمح ب Desmeosomeللجسيمات الرابطة 
  ). 51( خ.يا الدم البيضاء

، الجامعة الكلوية للنبيبات المبطنة الخ.يا ضمور حدوث يضاأ لوحظ
 النتائج أوضحت وقد، النبيبات تجاويف باتجاه النوى تبرز بحيث

 ضد دفاعية كوسيلة الخ.يا تلك في  atrophyالضمور حالة حصول
 ليةا\ إن. التجاويف توسع وبالتالي، Polyphenolمركبات 
 وعدم تخليق عملية في تكمن ربما الحالة لھذه الحياتية الكيميائية

 داخل وتحلله البروتين لتخليق توازناإن ھناك  إذ، البروتينات تخليق
 إلى تؤدي البروتيني التحلل عملية زيادة، فإن ذلك على وبناء الخلية،

 فيؤدي الضمور، حالة حدوث وبالتالي،  Catabolismالھدم حالة
  .)54( الخ.يا داخل الحالة ا=نزيمات تحررإلى 
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 النبيبات وسمك وأقطار وسرتولي 8يدك خ�يا وأعداد النطف نشأة عملية في الليفيتراسيتام عقار تأثير دراسة

  البالغ الفأر المنوية في

  
  نھلة عبد الرضا البكري، فائزة جبار جودة

  
  قسم علوم الحياة / كلية التربية للعلوم الصرفة (ابن الھيثم)/ جامعة بغداد/ جمھورية العراق

  
  fayzzabio@yahoo.comريد ا?ليكتروني: الب
  
  

  الملخص باللغة العربية

يا ?يدك أجريت ھذه الدراسة بھدف التعرف على التأثيرات التي يحدثھا عقار الليفيتراسيتام في النسبة المئوية لنشأة النطف وتأثيره في أعداد خ.
مل من العقار.  0.1بجرعة ء، حيث جرعت الحيوانات عن طريق أنبوب المعدة، وخ.يا سرتولي وأقطار وسمك النبيبات المنوية في الفئران البيضا

يوما، أما  30يوما، والمجموعة الثانية جرعت لمدة  14قسمت الحيوانات المعاملة إلى ث.ث مجموعات: المجموعة ا=ولى جرعت بالعقار لمدة 
رات على المجموعات التجريبية وتم مقارنتھا بمجموعة السيطرة، حيث لوحظ يوما. وقد أجريت ا?ختبا 45المجموعة الثالثة فجرعت بالعقار لمدة 

) يوماً 45، 30، 14في خصى الحيوانات المعاملة بالعقار لمدة ( spermatogonia) في النسبة المئوية لبزرات النطاف P<0.05انخفاض معنوي (
،  Primary spermatocyte) النسبة المئوية لخ.يا النطف ا=ولية P<0.05(معنوياً  كما ارتفعتمقارنة مع مجموعة السيطرة ول.يام نفسھا. 

) يوماً عند 45، 3، 14للحيوانات المعاملة بالعقار لمدة ( Spermatid، وط.ئع النطاف  Secondary spermatocyteوخ.يا النطف الثانوية 
في الحيوانات المعاملة  Spermatozoa) لعدد النطف P<0.05(نوياً معمقارنتھا مع مجموعة السيطرة ولWيام نفسھا. وانخفضت النسبة المئوية 

في الحيوانات ) (P<0.05وانخفضت أعداد خ.يا ?يدك وأقطار أنويتھا معنوياً ) يوما عند مقارنتھا مع مجموعة السيطرة. 45، 30، 14لمدة (بالعقار 
) للحيوانات (P<0.05 وانخفضت أعداد خ.يا سرتولي معنويا ة السيطرة. ) يوماً عند مقارنتھا مع مجموع45، 30، 14المعاملة بالعقار لمدة (
  يوماً عند مقارنتھا مع مجموعة السيطرة.  ) 45، 3، 14المعاملة بالعقار لمدة (

مقارنتھا مع ) يوماً عند 45، 30، 14)  للحيوانات المعاملة بالعقار لمدة (P<0.05(معنويا كل من معدل أقطار وسمك النبيبات المنوية انخفض 
  مجموعة السيطرة. 

  
  الليفيتراسيتام خ.يا النطف الثانوية، خ.يا ?يدك، أقطار ا=نوية، ط.ئع النطاف، عقار الكلمات المفتاحية:

  

 
Study the effect of levetiracetam on spermatogenesis with special focus on 

leyding, sertoli cells and seminiferous tubules thickness and diameter in adult 

albino mice 

 
Nahla A. Al-Bakri and Faiza J. Juda 
 
Dept. of Biology/ College of Education for Pure Sciences (Ibn- Al- Haitham) / University of Baghdad 
/Republic of Iraq 
 
 

ABSTRACT 
 

The present study was conducted to determine the effect the of levetiracetam drug on spermatogenesis, numbers of 
leydig cells and diameter of Leydig nucleus, numbers of setoli cells and seminiferous tubules thickness and 
diameter in  albino mice. 
The animals were treated via stomach tube with one dose 0.1 ml. Treated animals were divided in three groups: 
first group was treated with drug and lasted for (14) days, the second group was treated with drug and lasted for 
(30) days, while the third group treated with drug and lasted for (45) days. The treated animals were compared 
with control group. Results showed significant decrease (p<0.05) in the percentages of spermatogonia of treated 
animals with drug 14,30,45 days when compared with the control group. Results also showed significant increase 
(p<0.05) in the percentage of primary, secondary spermatocyte and spermatid  of treated animals with drug in 
14,30,45 days when compared with the control and significant decrease (p<0.05) of spermatozoa in treatment 
animals for 14, 30, 45 days compared with the control group. A significant decrease (P<0.05) was shown in the 
number of leydig cells and diameter of leydig nucleus of treated animals with drug for 14, 30, 45 days when 
compared with the control group. A significant  decrease (p<0.05) in number of setoli cells of treated animals with 
drug 14, 30, 45 days when compared with the control group. A significant  decrease (p<0.05) in both of mean of 
diameter and thickness of  seminiferous tubules were observed of treated animals with drug 14,30, 45 days when 
compared with  control group. 
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  ةــــالمقدم
  

ھGGو مGGن العقGGاقير  Levetiracetam (LEV)عقGGار الليفيتراسGGيتام 
المضGادة للصGGرع مGن الجيGGل الثGاني. تGGم اكتشGافه أول مGGرة فGي أوائGGل 
عقGGد الثمانينGGات مGGن القGGرن الماضGGي، وتمGGت الموافقGGة عليGGه مGGن قبGGل 

، وسرعان ما أصGبح 1999منظمة الغذاء والدواء ا?مريكية في عام 
دويGGة التGGي توصGGف علGGى نطGGاق واسGGع لعGG.ج الصGGرع واحGGدا مGGن ا=

). كما تمت الموافقة عليه من قبGل وكالGة ا=دويGة 1الجزئي والمعمم (
?ستخدامه كع.ج وحيد في ع.ج النوبات الجزئية بدايةً مع ا=وربية 

عاما، الذين يعانون مGن  16أو بدون تعميم ثانوي في المرضى بعمر 
، وفي ع.ج حا?ت نوبGات الرمGع الصرع والذي تم تشخيصھم حديثا

سGGنة مGGن العمGGر الGGذين  12العضGGلي عنGGد البGGالغين والمGGراھقين مGGن 
يعانون من الصرع الرمعي لWحGداث، وفGي عG.ج النوبGات التوتريGة 

سGGنة  12والمGراھقين مGن ا?رتجاجيGة المعممGة ا=وليGة فـGGـي البGالغين 
 )،3، 2(من العمر والذين يعانون من الصرع المعمم مجھول السبب 

 2005كمGGا تمGGت الموافقGGة علGGى اسGGتخدامه كGGأقراص فGGي الھنGGد عGGام 
)4 .(  

)، ففGGي دراسGGة 5قGGد تGGؤثر العقGGاقير المضGGادة للصGGرع فGGي التكGGاثر (
أجريGGت للمرضGGى الGGذين يعGGانون مGGن الصGGرع، لGGوحظ انخفGGاض فGGي 
معGGد?ت اDنجGGاب لكGGل مGGن الGGذكور واDنGGاث الGGذين يتنGGاولون ا=دويGGة 

). وھنGGاك العديGGد مGGن 6صGGا لGGدى الGGذكور (المضGGادة للصGGرع، وخصو
) PBالعقGGGGGاقير المضGGGGGادة للصGGGGGرع الشGGGGGائعة مثGGGGGل الفينوباربيتGGGGGال (

Phenobarbital) الفينيتوين ،PHD (Phenytoin ازيبينGكاربام ،
)CBZ (Zarbamazepine  لGاقير الجيGن عقGوتعد ھذه العقاقير م .

 ا=ول المضGGادة للصGGGرع، عنGGGدما تؤخGGGذ كعGG.ج وحيGGGد تGGGرتبط مــGGGـع
العاليGGGة، ويترتGGGب علGGGى ذلGGGك تضGGGاؤل  SHBGمسGGGـتويات المصGGGل 

 Free androgen and estradiolا=ندروجين واDستراديول الحGر
المتاح لWنسجة، والGذي قGد يكGون السGبب وراء المشGاكل التGي تحGدث 
في الوظيفة الجنسية لدى كل من الرجل والمرأة تحت تGأثير العG.ج، 

 HormoneالمGرتبط بGالجلوبين حيث يتم تصنيع الھرمGون الجنسGي 
banding Glubin (SHBG) Sex  نظمGربط ويGو يGد، وھGي الكبGف

النشاط الحيوي لكل مGن ھرمGون الشGحمون الخصGوي واDسGترايدول 
)7 ،8 .(  

ونظرا لزيادة ا\ثار الجانبية الناتجة من استخدام عقاقير الجيل ا=ول 
.Gرى، فضGاقير ا=خGع العقGا  المضادة للصرع، وتداخلھا مGن كونھGع

)، تGGGم اسGGGتبدالھا بعقGGGاقير الجيGGGل الثGGGاني 9تتطلGGGب مراقبGGGة ع.جيGGGة (
الجديGGGدة. إ? أن بعGGGض الدراسGGGات قGGGد أوضGGGحت أن لعقGGGار حGGGامض 

، حيGث يعمGل عقGار ) تأثيرا على خصGوبة الGذكورVPAالفاليرويك (
علGى تقليGل مصGGل  VPA (Volaproic acidحGامض الفاليرويGك (

ن في الرجال. وقد تبين أنGه يGؤثر فGي الكونادوتروبين وا=ندروستيرو
حركGGGة الحيوانGGGات المنويGGGة ويترافGGGق مGGGع زيGGGادة فGGGي تكGGGرار وجGGGود 

  ).10، 8، 5حيوانات منوية غير طبيعية (
يعد عقار الليفتراسيتام مGن عقGاقير الصGرع الجديGدة المسGتخدمة علGى 

) للكثيGGGر مGGGن المرضGGGى منGGGذ أن VPAنطGGGاق واسGGGع كبGGGديل لعقGGGار (
)، ومع ذلGك، فقGد (11نبية له على الغدد التكاثرية اكتشفت ا\ثار الجا
) أن تعرض خ.يا الغدة الكظرية خارج الجسم 12أوضحت دراسة (

In vitro  ضGGى خفGGؤدي إلGGيتام يGGار الليفتراسGGن عقGGة مGGز عاليGGلتراكي
) إلى أن عقGار 13ھرمون الشحمون الخصوي. وقد أشارت دراسة (

  في الفئران البيضاء.الليفيتراسيتام يسبب ضرر الجھاز التكاثري 
) فGGي عGG.ج الصGGرع الحسGGاس LEVيسGGتعمل عقGGار الليفيتراسGGيتام (

وفGGي عGG.ج الرمGGع العضGGلي بعGGد التھGGاب الGGدماغ الحاصGGل مGGن نقGGص 
)، كما يستخدم فGي عG.ج حGا?ت غيGر صGرعية كGالھوس 5التأكسج (

، وخلGGGGـل الحركGGGGة Tourette syndromeومGGGGـت.زمة تـGGGGـوريت 
، واضGGطراب القلGGق، وإصGGابات Tradive dyskinesiaالمتأخGGـرة 

  ).17 -14الدماغ والسكتة الدماغية (
، ويكGGGGون مفGGGGردا Levetiracetamا?سGGGم الكيميGGGGائي للعـقGGGGـار ھGGGو 

بيروليGGدين  -1-أوكGGزو  – 2 -أثيGGل –الفGGا   –Sا وھGGويمتمGGاث. صGGور
 S-alphaethyl –z-oxo-1-pyrrolidine acetamideأسGيتاميد

)18 ،19.(   
) سريع ا?متصاص وبشكل كامل بعGد LEVاسيتام (يعد عقار الليفتر

تناوله عن طريGق الفGم، ويصGل تركيGز الGذروة بعGد سGاعة مGن تناولGه 

عن طريق الفم، ويتم التخلص منه عن طريق طرحه من الكلGى دون 
  ).20الكبيبي(تغيير في شكله، وتتم آلية الطرح بالترشيح 

تراسGGيتام علGGى أجريGGت العديGGد مGGن الدراسGGات لمعرفGGة تGGأثير عقارالليف
أنسجة مختلف ا=عضGاء فGي الجسGم، كدراسGة أجريGت لمعرفGة تGأثير 
العقGGGار فGGGي سGGGمك الحGGGاجز الخ.لGGGي فGGGي مقGGGاطع الرئGGGة واضGGGطراب 

). وقد تم تنفيذ الدراسGة الحاليGة لمعرفGة تGأثير ھGذا 21وظائف الرئة (
العقار في عملية نشأة النطف وخ.يا سرتولي وخ.يGا ?يGدك وأقطGار 

  طر وسمك النبيبات المنوية.أنويتھا وق
  
  

  المواد وطرق العمـــل
  

 UCB تGGم اسGGتخدام عقGGار الليفيتراسGGيتام والمجھGGز مGGن قبGGل شGGركة
pharma, Inc., Smyrra, Ga., USA ، ويGراب فمGكل شGعلى ش

) 1.14وتGGGم عمGGGل تركيGGGز واحGGGد فقGGGط (، Oral SolutionسGGGائل 
day/kg/mg حفظه في مكان بارد لحين ا?ستعمال. ، وجرى  

 MusmusculusشGGGملت عينGGGة الدراسGGGة أربعGGGين فGGGارا، مGGGن نGGGوع 
)Swiss mice لة.GGن سGGم (ABIB/C ، نGGا مGGول عليھGGم الحصGGت

غGم  و تراوحGت  28-24مركز الرقابة الدوائية، وبلغ معدل أوزانھGا 
أسبوعا. نقلت الفئران إلى البيت الحيواني التابع لقسم  12-8أعمارھا 

م الصGGرفة ( ابGGن الھيGGثم ) / جامعGGة علGGوم الحيGGاة / كليGGة التربيGGة للعلGGو
فئGGران فGي أقفGاص ب.سGتيكية ذات أغطيGGة  10بغGداد، وتGم وضGع كGل 

معدنيGGة مشGGبكة، تحGGت ظGGروف مختبريGGة موحGGدة مGGن حيGGث اDضGGاءة 
والمGGGاء ودرجGGGة الحGGGرارة والتھويGGGة. كمGGGا أعطيGGGت العليقGGGة الخاصGGGة 

  بصورة مستمرة.
GGة ا=ولGGات. المجموعGGة مجموعGGى أربعGGران إلGGمت الفئGGت قسGGى جرع

 30يومGا، والمجموعGة الثانيGة جرعGت بالعقGار لمGدة  14بالعقار لمدة 
يومGGGا، فيمGGGا اعتبGGGرت  45يومGGGا، والمجموعGGGة الثالثGGGة جرعGGGت لمGGGدة 

  المجموعة الرابعة مجموعة السيطرة وعوملت بالماء المقطر.
تم التضحية بالحيوانات بعد ا?نتھاء من المعاملة، بطريقة الخلع 

)، وذلك بتثبيت رأس الحيوان Cervical dislocation(الشوكي 
وسحب الذيل باستعمال مقص حاد، ثم عمل شق طولي في المنطقة 

. Testesالوسطى أسفل البطن حتى عظم القص ?ستئصال الخصى 
وضعت  وبعد إزالة المادة الدھنية المتصلة بھا بواسطة ورق ترشيح،

 لغرض إجراء (Bouin’s solution)في محلول تثبيت بوين 
حيث تم تحضير المقاطع النسجية وفق طريقة  الدراسة النسجية لھا،

% . تم 70، حيث غسلت العينات عدة مرات بالكحول اDثيلي (22)
تمرير العينات بعد ذلك بسلسة تصاعدية من الكحول اDثيلي ابتداء 

% لمدة نصف ساعة لكل تركيز، بعدھا وضعت 100-%70من 
ضعت العينات بخليط من الزايلين دقيقة، ثم و 15بالزايلين لمدة 

) لمدة 1:1) بنسبة (°C 58-56وشمع البارفين المنصھر بدرجة (
). بعدھا شربت °C 60دقيقة في الفرن الحراري بدرجة ( 15

العينات بوضعھا في الشمع المنصھر مرتين ولمدة ساعة لكل مرة، 
ثم تم صب العينات في قوالب شمع وتركت حتى تتصلب. بعدھا تم 

 5، وبسمك  Microtomeعھا بواسطة جھاز المشراح الدوار تقطي
، ثم (23)مايكروميتر. تم عمل مقاطع مستعرضة من الخصى 

ألصقت ا=شرطة المتضمنة للمقاطع، بعدھا تم تلوينھا بالملون 
  ).Eosin Hematoxylin(  أيوسين –ھيماتوكسلين 

لكل  تم احتساب النسبة المئوية لخ.يا نشأة النطف لعشر قراءات
)، كما تم احتساب أعداد خ.يا 24عينة (حيوان) بحسب طريقة (

?يدك وسرتولي لعشرة قراءات لكل عينة (حيوان) وتم قياس أنوية 
  ). 25خ.يا ?يدك بحسب طريقة (

تم قياس أقطار وسمك النبيبات المنوية لعشرة نبيبات منوية لكل 
 Digitalبواسطة برنامج تحليل الصور الرقمي  ،(26)حيوان 

image analyzing soft wares )26 .(  
  
  
  

تم التقاط صور فوتوغرافية للعينات باستعمال مجھر تصوير نوع 
MELST  بكاميراCanon  في مختبر ا=جنة المتقدم في قسم علوم

تم  الحياة / كلية التربية للعلوم الصرفة (ابن الھيثم) / جامعة بغداد .
 ONE WAY Anovaختبار تحليل النتائج إحصائياً بتطبيق ا

   ).27(  P<0.05)ضمن المستوى (
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  النتـــائج
  

  في النسبة المئوية لخ�يا نشأة النطفة التغيرات
  

) في النسبة P < 0.05بينت نتائج الدراسة الحالية انخفاضاً معنوياً (
المعاملة بعقار  الحيواناتالمئوية لبزرات النطف في خصى 

، يوما مقارنة مع مجموعة السيطرة 45، 30، 14الليفيتراسيتام لمدة 
) في النسبة المئوية P< 0.05(سجلت النتائج زيادة معنوية كما 

و  30و  14لخ.يا النطف ا=ولية للخصى المعاملة بالعقار لWيام 
(جدول  يوما بعد التجريع عند مقارنتھا مع مجموعة السيطرة 45

  ).1، شكل رقم 1رقم 

) في النسبة المئوية P<0.05ة معنوية (وأظھرت النتائج وجود زياد
لخ.يا النطف الثانوية في الحيوانات المعاملة بعقار الليفيتراسيتام 

يوما بعد التجريع عند المقارنة مع مجموعة  45، 30، 14لWيام 
أدت المعاملة بالليفيتراسيتام إلى حدوث زيادة معنوية السيطرة. و

)P< 0.05لنطف للحيوانات المعاملة ) في النسبة المئوية لط.ئع ا
يوما بعد التجريع عند مقارنتھا مع مجموعة  45، 30، 14لWيام 

  .السيطرة
) في النسبة  P<0.05وسجلت النتائج وجود انخفاض معنوي ( 

يوما  45، 30، 14المئوية لعدد النطف للحيوانات المعاملة بالعقار 
  .بعد التجريع عند مقارنتھا مع مجموعة السيطرة

  
  

  

  المنوية تأثير العقار في النسبة المئوية لخ�يا نشأة النطف في النبيبات): 1دول رقم (ج
  
  

 N مدة المعاملة
 النطف ط�ئع النطف الخ�يا النطفية الثانوية وليةالخ�يا النطفية ا� سليفات النظف

Mean± S.E. 

  0.652±24.480  0.165±19.220  0.247±14.020  0.224±16.540  0.317±25.860 10 السيطرة

 A 21.360±0.271 A 19.500±0.659 A 29.000±0.148 A 13.940±0.332 A 0.510±16.540 10 يوم 14عقار 

 A 25.660±0.235 A 19.080±0.245 A 28.160±0.276 A 12.880±0.159 A 0.120±14.440 10 يوم 30عقار 

 A 27.940±0.074 A 22.500±0.192 A 29.580±.097 A 9.020±0.142 A 0.348±10.960 10 يوم 45عقار 
A  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) مقارنة بمجموعة السيطرة  

  
  

  

  
النطف تأثير عقار الليفيتراسيتام في النسبة المئوية لخ�يا نشأة):  1شكل رقم (

  
  

  

  التغيرات في أعداد الخ�يا
  

يا ) في أعداد خ.P<0.05نتائج حدوث انخفاض معنوي (البينت 
يوما بعد  45، 30، 14سرتولي للحيوانات المعاملة بالعقار لWيام 

، شكل 2(جدول رقم  التجريع عند مقارنتھا مع مجموعة السيطرة
   ).2رقم 

  

) في أعداد خ.يا P<0.05وبينت النتيجة الحالية انخفاض معنوي (
يوما عند  45، 30، 14?يدك للحيوانات المعاملة بالعقار لمدة 

مع مجموعة السيطرة. كما أظھرت وجود انخفاض معنوي المقارنة 
)P<0.05 في أقطار أنوية خ.يا ?يدك في الحيوانات المعاملة (

يوما بعد التجريع عند المقارنة مع مجموعة  45، 30، 14لWيام 
   ).3(شكل رقم  السيطرة

  
  

  
  

  وية خ�يا 8يدك نأطار أقعداد وأعداد خ�يا سرتولي وأتأثير العقار في ): 2جدول رقم (
  

 N مدة المعاملة
 عداد خ�يا سرتوليأ

 خ�يا 8يدك
(مايكروميتر) أقطار ا�نوية ا�عداد  

Mean± S.E. 
  0.081±4.651  0.185±9.580  0.599±10.800 10 السيطرة

 A 5.680±0.459 A 3.147±0.093 A 0.081±6.660 10 يوم 14عقار 
 A 4.600±0.134 A 2.677±0.0790 A 0.116±4.960 10 يوم 30عقار 
 A 3.700±0.192 A 2.080±0.021 A 0.206±4.240 10 يوم 45عقار 

A  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) مقارنة بمجموعة السيطرة  
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عداد خ�يا 8يك وخ�يا سرتوليأتأثير عقار الليفيتراسيتام في ): 2شكل رقم (

    

  
  خ�يا 8يدك أقطار أنويةيفتراسيتام في تأثير عقار الل): 3شكل رقم (

  
  

  

  
  المنوية التغيرات الحاصلة في النبيبات

  
) فGGGي معGGGدل  P<0.05( أظھGGGرت النتGGGائج وجGGGود انخفGGGاض معنGGGوي 

  ، 30، 14أقطار النبيبات المنوية للحيوانات المعاملة بالعقار لمدة 
  

يومGGا بعGGد التجريGGع عنGGد مقارنتھGGا مGGع مجموعGGة السGGيطرة. كمGGا  45
) فGي سGمك جGدار النبيبGات P<0.05لت النتائج انخفاضاً معنويGاً (سج

يومGGا بعGGد  45، 30، 14المنويGGة للحيوانGGات المعاملGGة بالعقGGار لWيGGام 
، شGكل 3(جGدول رقGم  التجريع عنGد مقارنتھGا مGع مجموعGة السGيطرة

   .)4رقم 

  
  
  
  

  
  
  
  

  تأثير العقار في قطر وسمك النبيبات المنوية): 3جدول رقم (
  

 N المعاملةمدة 
 سمك جدار النبيبات (مايكروميتر) اقطار النبيبات (مايكروميتر)

Mean± S.E. 

  4.220±74.618 1.320±163.307 10 السيطرة

 A 33.710±0.778 A 3.874±117.749 10 يوم 14عقار 
 A 24.018±1.269 A 2.555±105.658 10 يوم 30عقار 
 A 17.707±1.433 A 0.486±96.328 10 يوم 45عقار 

A  وجود فروق معنوية(p<0.0.5) مقارنة بمجموعة السيطرة  
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المنوية يباتوسمك النب أقطارتأثير عقار الليفيتراسيتام في ): 4شكل رقم (

  
  
  

  المناقشـــــة
  

أظھGGرت نتGGائج الدراسGGة الحاليGGة تGGأثر أعGGداد الخ.يGGا المنشGGأة للنطفGGة 
يوما على  45، 30، 14لفة ولجميع المراحل وللفترات الزمنية المخت

التGGوالي بعGGد التجريGGع مقارنGGة مGGع مجموعGGة السGGيطرة، حيGGث لGGوحظ 
) في عدد خ.يGا سGرتولي وخ.يGا P<0.05حدوث انخفاض معنوي (

، 14?يدك وأقطار أنوية خ.يا ?يدك فGي الحيوانGات المعاملGة لWيGام 
 مGع مجموعGةيوما على التوالي بعد التجريع عنGد المقارنGة   45، 30

السGGGيطرة لWيGGGام نفسGGGھا. وقGGGد يعGGGود سGGGبب ذلGGGك إلGGGى تGGGأثر ھرمGGGون 
إلGى أن  (28)وقد أشارت نتGائج دراسGة ، الشحمون الخصوي بالعقار

قلة أعداد خ.يا ?يGدك يGؤدي إلGى خفGض مسGتوى ھرمGون الشGحمون 
الخصوي الذي يكون ضرورياً لخ.يا سرتولي، التي تعمل على دعم 

أن تعGGرض  (29)تGGائج دراسGGة عمليGGة نشGGأة النطفGGة. كمGGا أوضGGحت ن
لتراكيز عالية من عقGار  in vitroخ.يا الغدة الكظرية خارج الجسم 

، الشGحمون الخصGويالليفتراسيتام يؤدي إلى خفض مستوى ھرمGون 
الGGذي يلعGGب دوراً كبيGGراً فGGي عمليGGة نشGGأة النطفGGة، فھGGو يحفGGز تكGGوين 

ويGGة بGGزرات النطGGاف مGGن الطبقGGة الط.ئيGGة الجرثوميGGة للنبيبGGات المن
والضGGرورية لتكGGوين الخ.يGGا النطفيGGة وط.ئGGع النطGGف، وأن التذبGGذب 
الحاصGGل فGGي أعGGداد الخ.يGGا النطفيGGة ا=وليGGة والثانويGGة يعتمGGد علGGى 
انقسGGامات سGGليفات النطGGف وتحولھGGا إلGGى ھGGذه الخ.يGGا ضGGمن مرحلGGة 
ا?نقسام ا?نتصافي. ويمكن تفسير نتGائج الدراسGة الحاليGة فيمGا يتعلGق 

ويGGGGة =عGGGGداد الخ.يGGGGا المنشGGGGئة للنطفGGGGة بGGGGأن المعاملGGGGة بالنسGGGGبة المئ
بالليفتراسGGيتام ربمGGا سGGببت انخفاضGGا فGGي مسGGتوى ھرمGGون الشGGحمون 
الخصGوي، ممGGا نGتج عنGGه انخفGGاض فGي أعGGداد خ.يGا سGGرتولي والGGذي 
ربما يكون التذبذب الحاصل في أعGداد الخ.يGا النطفيGة سGببا لGه. وقGد 

د ع.قGGة متداخلGGة بGGين أشGGارت بعGGض الدراسGGات المناعيGGة إلGGى وجGGو
دور  (30)خ.يGGا سGGرتولي والخ.يGGGا الجرثوميGGة. فقGGGد بينGGت دراسGGGة 

مGGن  α-2 Macroglobulin الخ.يGGا الجرثوميGGة فGGي تنظGGيم وإفGGراز
قبل خ.يا سرتولي، مما أثر سلبا في العمليات ا?نتصافية وتسبب في 

   حدوث اضطراب في عملية نشأة النطفة.
علGى ھGذا ا=سGاس فGي تفسGير التذبGذب  وقد اعتمGدت الدراسGة الحاليGة

الحاصGGGGل فGGGGي عمليGGGGة نشGGGGأة النطفGGGGة مGGGGن جGGGGراء اسGGGGتخدام عقGGGGار 
، (31)الليفتراسGيتام. وجGاءت نتGائج الدراسGة الحاليGة مخالفGة لدراسGGة 

وھنGGاك احتمGGGال آخGGGر بGGGأن عقGGGار الليفتراسGGGيتام يسGGGبب انخفاضGGGا فGGGي 
السيوم ، وأن =يونات الك(32)لسيوم والصوديوم في الدم امستوى الك

والبوتاسGGيوم دورا مھمGGا فGGي عمليGGة نشGGأة النطفGGة، وأن انسGGداد قنGGوات 
البوتاسGيوم يعنGي خفGGض مسGتواه، ويGGؤثر فGي تحGGول الخ.يGا النطفيGGة، 
ويGGؤثر كGGذلك فGGي المراحGGل المبكGGرة لعمليGGة التحGGول النطفGGي لط.ئGGع 
النطف. أما انسداد قنوات الكالسيوم يتسGبب فGي تثبGيط حيويGة ونضGج 

 أن مستوى  (33)اعل ا=كروسوميكما. أشارت دراسة النطف والتف
 
 
 

 
 

الكالسGGيوم فGGي الخ.يGGا يعتبGGر المفتGGاح أو اDشGGارة ا=ولGGى لبGGدء عمليGGة 
ا?نقسGGام والتمGGايز والنضGGج للخ.يGGا المنشGGئة للنطفGGة. وھنGGاك احتمGGال 
آخGGر لتذبGGذب عمليGGة نشGGأة النطفGGة ھGGو أن للكالسGGيوم دورا مھمGGا فGGي 

فGي إفGراز البGروتين الGرابط الخ.يGا الھيكليGة و تحفيز خ.يا سGرتولي،
، وأن لWندروجين دورا مھمGا فGي تكGوين الGروابط (34)لWندروجين 

إلى أن  (35)البروتوب.زمية بين خ.يا سرتولي. وقد أشارت دراسة 
LEV  يرتبط معSV2A  يGع فGاق واسGى نطGوالذي يتم توزيعه عل ،

الGGGذكور وعقGGGار معظGGGم أنسGGGجة الغGGGدد الصGGGم، بمGGGا فGGGي ذلGGGك مناسGGGل 
الليفتراسGGيتام، يعمGGل علGGى خفGGض مسGGتوى الكالسGGيوم مGGن خGG.ل سGGد 

  ). Ca+  )32قنوات 
إن تكGGوين الGGروابط البروتوب.زميGGة بGGين خ.يGGا سGGرتولي تعتمGGد علGGى 
اDنGGدروجين مGGن خGG.ل تحفيGGز تGGدفق آيونGGات الكالسGGيوم حيGGث يعطGGي 

ط الكالسGGGGيوم ا?شGGGGارة ا=ولGGGGى لبGGGGدء تنظGGGGيم ا?رتبGGGGاط بGGGGين الGGGGرواب
 Gapالبروتوب.زميGGGة وخ.يGGGا سGGGرتولي والتGGGي ھGGGي مGGGن نGGGوع 

junction   زGGي تحفيGGا فGGيوم دورا مھمGGإن للكالسGGك فGGن ذلGGع ً.GGفض
خ.يGGGGا سGGGGرتولي والخ.يGGGGا الھيكليGGGGة فGGGGي إفGGGGراز البGGGGروتين الGGGGرابط 

روابط الGGGGإلGGGGى أن  (36). كمGGGGا أشGGGGارت دراسGGGGة (34)لWنGGGGدروجين 
ة في المحافظة على عGدد البروتوب.زمية بين خ.يا سرتولي لھا أھمي

تلGGGGGGGك الخ.يGGGGGGGا وأداء وظيفتھGGGGGGGا فGGGGGGGي إفGGGGGGGراز البروسGGGGGGGتوك.ندين 
Prostaglandin D-S PG D-S  والذي له أھمية في عملية نشأة ،
) إلى أنه عندما تكون الGروابط 36النطفة. وقد أثبتت الدراسة نفسھا (

، ويكون ھذا متGزامن مGع  P GD-Sبين خ.يا سرتولي، تبدأ بإفراز 
،  Blood testis barrierه فGGي الحGGاجز الGGدموي الخصGGوي نشGGأت

) أن تمGGزق الGGروابط بGGين خ.يGGا سGGرتولي 36وكGGذلك بينGGت دراسGGة (
يؤدي إلى موتھا وانخفاض عددھا، وھذا يفسر سGبب انخفGاض أعGداد 
خ.يا سGرتولي فGي ھGذه الدراسGة فGي خصGى الفئGران المعاملGة بعقGار 

  الليفتراسيتام.
لGGGGى وجGGGود منطقGGGGة تعGGGGرف بالمنطقGGGGة إ (37)كمGGGا أشGGGGارت دراسGGGGة 

بين خ.يGا  Ecotoplasmic specializationالمتخصصة للھيولي 
سGGGرتولي وط.ئGGGع النطGGGف، وأن نقGGGص منسGGGوب ھرمGGGون الشGGGحمون 
الخصوي سوف يعطل ا?رتباط بين خ.يا سرتولي وط.ئGع النطGف. 
ومن المعروف أن خ.يا سرتولي لھا دور في حمايGة وتغذيGة الخ.يGا 

للنطف، ويعتقد أن ھذا يفسر زيادة عدد ط.ئGع النطGف وعGدم المولدة 
تحولھا إلى نطف بسبب قلة أو موت خ.يا سGرتولي، ممGا يGؤدي إلGى 
انفصGGGالھا، ووجودھGGGا فGGGي وسGGGط تجويGGGف النبيGGGب المنGGGوي. كمGGGا أن 
انخفGGاض أعGGداد خ.يGGا ?يGGدك وأقطGGار أنويتھGGا قGGد يكGGون بسGGبب تGGأثير 

 (38)?يدك، حيGث أشGارت دراسGة  عقار الليفتراسيتام سلباً في خ.يا
إلGGى أن الفشGGل الGGوظيفي فGGي خ.يGGا ?يGGدك أو قلGGة عGGددھا يGGؤثر فGGي 

. كمGGGGا PGDوظيفتھGGGا فGGGي تكGGGوين الخمGGGائر السGGGتيرويدية وخميGGGرة 
خفاض مستوى اDندروجينات سببه قلة انأوضحت الدراسة نفسھا أن 

أعGGداد خ.يGGا ?يGGدك وتمايزھGGا، وھGGذا يGGؤثر فGGي عمليGGة نشGGأة النطفGGة 
). وقGGد اعتمGGد تفسGGير نتGGائج الدراسGGة الحاليGGة علGGى ھGGذا ا=سGGاس، 38(

في تسبب عقGار الليفتراسGيتام بضGرر  (39)وجاءت متفقة مع دراسة 
الجھاز التكاثري في الفئران البيضاء، في حين اختلف نتائج الدراسGة 
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التGGي أفGGادت بGGأن عقGGار الليفتراسGGيتام  (31)الحاليGGة مGGع نتGGائج دراسGGة 
  .في الوظيفة التكاثريةليس له تأثير 

) فGي معGدل P<0.05بينت الدراسة الحالية حدوث انخفاض معنوي (
أقطGار النبيبGات المنويGة وسGGمك جGدرانھا للحيوانGات المعاملGة بالعقGGار 

يومGGGا بعGGGد التجريGGGع، وانخفGGGاض معنGGGوي عنGGGد  45، 30، 14لWيGGGام 
 ويعتقد أن سبب). 1المقارنة بين المجموعات التجريبية ( جدول رقم 

ا?نخفGGاض الحاصGGل فGGي أقطGGار النبيبGGات وسGGمك جGGدارھا يعGGود إلGGى 
ضGGGGمور النبيبGGGGات المنويGGGGة ونقGGGGص التنسGGGGيج، وضGGGGمور ظھارتھGGGGا 
الجرثوميGGة مGGن جGGراء تGGأثير العقGGار فGGي مسGGتوى ھرمGGون الشGGحمون 

إلGى أن التراكيGز العاليGة مGن  (28)الخصوي. وقد بينت نتائج دراسة 
وى ھرمGGGون الشGGGحمون عقGGGار الليفتراسGGGيتام تGGGؤدي إلGGGى خفGGGض مسGGGت

الخصGGوي. وتكمGGن أھميGGة الشGGحمون الخصGGوي كونGGه ھرمونGGا بنائيGGا 
Anabolic hormone ، امGGة ا?نقسGي عمليGGه فGى أھميتGافة إلGGضDبا

الخلGGوي فGGي ا=نسGGجة الخصGGوية. وعلGGى ھGGذا ا=سGGاس فسGGرت نتGGائج 
الدراسGGGة الحاليGGGة فGGGي حGGGدوث انخفGGGاض معنGGGوي فGGGي أقطGGGار وسGGGمك 

، ومخالفGة لدراسGGة (28)متفقGة مGع دراسGGة النبيبGات المنويGة، فجGGاءت 
)31.(  
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  دراسة نسجية مقارنة للغ�لة الوعائية في مقل عيون بعض الفقريات في البيئة العراقية
  

  شيماء عواد عبد
  

  / جمھورية العراق قسم علوم الحياة / كلية العلوم للبنات / جامعة بغداد

  shaimaa_awad84@yahoo.comالبريد اzليكتروني: 

  

  الملخص باللغة العربية
  

ية إلى التعرف على التركيب النسجي للغ.لة الوعائية في عيون بعض الفقريات في البيئة العراقية من مختلف ا=صناف والبيئGات ھدفت الدراسة الحال
والجGرذ البنGي  Pica pica، وطGائر العقعGق Mabuyaaurataseptemaeniataالحياتية، واخت.ف طبيعة التغذية. شملت الدراسة السحلية الذھبيGة 

Rattusnorvegicus ايوسين) ، وفحصت المقاطع النسجية  –، تم عمل المقاطع النسجية كجزء من التجربة باستخدام الملون الروتيني (ھيماتوكسلين
  .بالمجھر الضوئي

كانت المشيمية  أظھرت النتائج بأن الغ.لة الوعائية  في جميع ا=نواع المدروسة تتألف من  ث.ثة أجزاء: المشيمية ، والجسم الھدبي ، والقزحية . وقد
Gون غنية با=وعية الدموية في طائر العقعق مقارنة مع السحلية الذھبية والجرذ البني . كما كان الجسم الھدبي أملس في عين السحلية الذھبيGا تكGة، بينم

حيGث ا=سGاس فGي عGين ا=نGواع  من طيات في مقلة عين طائر العقعق والجرذ البني . وقGد كانGت المكونGات التركيبيGة للقزحيGة  متشGابھة نوعGاً مGا مGن
  ة.المدروس

وكسGجين مGدى حاجGة العGين للتغذيGة وا= إلGىنGواع المدروسGة يعGود وعيGة الدمويGة والخ.يGا الخضGابية فGي ا=وبھذا نستنتج بأن ا?خGت.ف فGي كثافGة ا=
  .طوال الموجية القصيرة للضوءوحماية العين من ا=  ،وخفض الحرارة

  
  

  ، الجرذ البنيلة الوعائية ، طائر العقعق ، السحية الذھبيةالغ. :الكلمات المفتاحية
  
  
  

A comparative histological study of tunica vasculosa in the eyeballs of some 

selected vertebrates from Iraqi environment 
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ABSTRACT 
 

The present study aimed to recognize the histological structure of tunica vasculosa in the eyes of some Iraqi 
vertebrates, that were collected from difference species, living environments and the nature of nutrition. The 
sample included Golden Lizard Mabuyaaurataseptemaeniata, Magpie Pica pica, and Brown Rat 
Rattusnorvegicus. Histological examination was done using stain routinely with haematoxylin– eosin. Tissue 
sections were examined under light microscope.  
The results showed that the tunica vasculosa of all species studied  consisted of three parts : the choroid, the ciliary 
body, and the iris. Choroid was rich in blood vessels in Magpie compared with Golden Lizard and Brown Rat. 
Ciliary body was smooth in the eye of Golden Lizard, while consisted of folds in the eyeball of Magpie and Brown 
Rat. Iris in the eye species were studied as well as structural components, where they were essentially similar. It 
can be concluded that the differences in the density of blood vessels and pigment cells in the species studied were 
due to the extent of the eye need for nutrition, oxygen, reduce heat, and eye protection from short wavelengths of 
light. 
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  المقدمـــة 

  
عبGارة عGن  Uveaو العنبية أ Tunica vasculosaالغ.لة الوعائية 

 Tunica fibrosaالطبقGGة الوسGGطى التGGي تقGGع بGGين الغ.لGGة الليفيGGة 
. تتGألف  Tunica interna (Retina)والغ.لة الداخلية ( الشبكية ) 

 Choroidمن ث.ث أجزاء ھي (من الخلف إلGى ا=مGام) : المشGيمية 
  .)Iris )1، والقزحية  Ciliary body، والجسم الھدبي 

GGيمية المشChoroid  بكيةGGزود الشGGة  تGGة الوعائيGGابية عاليGGة خضGGطبق
)، وتتGGألف نسGGجياً مGGن طبقتGGين 3، 2بGGالمواد الغذائيGGة وا=وكسGGجين  (

والتGGي  Chorio – capillaryھمGGا :  طبقGGة الشGGعيرات المشGGيمية 
 Bruch’sتكGGGGون غنيGGGGة با=وعيGGGGة الدمويGGGGة ، وغشGGGGاء بGGGGروش 

membrane يGGGعيرات المشGGGة الشGGGل طبقGGGذي يفصGGGة الGGGن طبقGGGمية ع
  ).4في الشبكية ( Pigmented epitheliumالظھارية المخضبة 

عبGارة عGن عضG.ت ملسGاء، يGرتبط  Ciliary bodyالجسGم الھGدبي 
،  Suspensory ligamentبالعدسGGة عGGن طريGGق الربGGاط المعلGGق  

مسGGGيطرة علGGGى  Ciliary muscleويتGGGألف مGGGن عضGGG.ت ھدبيGGGة 
). يتكGون الجسGم Visual accommodation )3التكييف البصGري 

 PigmentedالھGGGGدبي نسGGGGجياً مGGGGن: طبقGGGGة ظھاريGGGGة مخضGGGGبة 
epithelium layer بةGGGGر مخضGGGة غيGGGGة ظھاريGGGGوطبق ،Non 

Pigmented epithelium layer دىGGة السGGوطبق ،Stroma 
layer )5 .(  

، فھي تركيب قرصGي تحGدد لGون العGين عGن طريGق Irisأما القزحية 
وسGGطھا فتحGGة تعGGرف بGGالبؤبؤ الصGGبغات الموجGGودة فيھGGا ، يوجGGد فGGي 

Pupil   اعGى اتسGيطر علGين ، ويسGى العGوء إلGا الضGن خ.لھGيدخل م
، وعلGى انقباضGھا  Dilator musclesفتح البؤبؤ عضG.ت موسGعة 

). وتتGGألف نسGGجياً مGGن Sphinctor muscles )6عضGG.ت قابضGGة 
 Pigmented epithelium layerطبقتين : طبقة ظھارية مخضبة 

  ). Stroma layer )1، وطبقة السدى 
زالGت  لكGن ? )،7،8( جريت دراسGات عGن الفقريGات العراقيGة وقد أ

Gاالعديد من الجوانب لم تدرس ، على الرغم من امت.ك العراق تنوع 
ولتغطيGة بعGض الجوانGب  . حيGائيينعكس على التنGوع اD اواسع ابيئي

علGى  نGواعفقGد تGم اختيGار ھGذه ا= ،العلمية لبعض  الفقريGات العراقيGة
حيGث تمGت  ، صناف ، والبيئة ، وطبيعة التغذيGةساس ا?خت.ف با=أ

السGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGحلية  الدراسGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGة الحاليGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGة علGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGى:
، Mabuyaaurataseptemaeniata(Reuss, 1834)الذھبيGGGGة

، والجGGرذ البنGGي Pica pica(Linnaeus,1758)وطGGائر العقعGGق 
Rattusnorvegicus (Beikenhout, 1769).  

  
  

  المواد وطرق العمـــل
  

عGGت العينGGات مGGن بسGGاتين بغGGداد، حيGGث اختيGGرت الحيوانGGات بالغGGة جم
وخالية من ا=مراض، وصنفت في متحف التاريخ الطبيعي / جامعGة 

لمGدة   chloroformبغداد . تم تخدير الحيوانات بمادة الكلوروفGورم 
ثم تم قطع الرأس،  وإزالة الجلد، ومن ثم فصل الفك  ،دقائق  10- 5

جمجمGGGGة، وبعGGGGدھا أزيلGGGGت العيGGGGون مGGGGن السGGGGفلي وكسGGGGرت عظGGGGام ال
، وقطعت العض.ت المرتبطة بھا ، أمGا فGي طGائر   orbitمحاجرھا 

العقعGGق، فقGGد اعتمGGدت نفGGس الخطGGوات السGGابقة باDضGGافة إلGGى إزالGGة 
  الريش.

  4لمGGGدة   Bouin’s fluidالعينGGGات فGGGي محلGGGول بGGGون  تGGGم تثبيGGGت
فGي  مقGاطع مستعرضGة و تركGت إلGىتقطيع العGين ، ثم جرى ساعات

سGGاعات ، بعGGد ذلGGك غسGGلت العينGGات بكحGGول   10محلGGول بGGون لمGGدة 
، وتركGGت محفوظGة فيGGه لليGوم التGGالي لبGGدء )9(  %70تركيGGزه  إثيلGي

تGGم ثيلGGي . العينGGات بسلسGGلة تصGGاعدية مGGن الكحGGول اD إنكGGازعمليGGة 
ذلGGGك ارتشGGGاح العينGGGات بشGGGمع  وأعقGGGبالعينGGGات بGGGالزايلين .   تروقGGGة

سجاء العينات بالشمع المنصھر وفي قوالب إالبارافين ، وبعد ذلك تم 
قطعGGGت النمGGاذج بواسGGGطة جھGGGاز . ثGGGم تركGGت لكGGGي تتصGGلب ،خاصGGة

 6و بصورة متسلسلة بسمك   Rotry microtomeالمشراح الدوار 
شGGرطة المقطوعGGة علGGى شGGرائح زجاجيGGة مGGايكروميتر ، وحملGGت ا= 

 37نظيفة ومعلمة  ، ووضعت فوق صفيحة سGاخنة درجGة حرارتھGا 
لونGت الشGرائح  .)9(ساعة لكي تجف  24وتركت الشرائح لمدة  مْ  ،

، Harris’s haematoxylin[9]بملGGGGون ھيماتوكسGGGGيلين ھGGGGارس 
ثGGم فحصGGت  ، )Alcoholic eosin )10 يوسGGين الكحGGولي  وا=

سGتخدام مجھGر االشرائح باستعمال مجھر ضوئي مركب و صورت ب
  . ضوئي مزود بكاميرا

  

  
  النتـــائج والمناقشــة

  
GGGة تقGGGة الوعائيGGGع الغ.لTunica Vasculosa  ةGGGة الليفيGGGين الغ.لGGGب

Tunica Fibrosa  (الشبكية) والغ.لة الداخلية(Retina) Tunica 
Interna  يميةGGGGGن المشGGGGGون مGGGGGوتتك ،Choroid  دبيGGGGGم الھGGGGGوالجس

Ciliary body   ةGGوالقزحيIris  كالGGة  (أشGGواع المدروسGGي ا=نGGف
ائج متوافقGة مGع مGا جGاء فGي ) ، وقGد جGاءت ھGذه النتc1,b1,a1Gأرقام

).  وقد أظھر الفحص بالمجھر الضوئي بGأن 11، 1دراسة كل من  (
المشGGيمية فGGي السGGحلية الذھبيGGة ، والعقعGGق ، والجGGرذ البنGGي  (أشGGكال 

( مGن الخGارج      )  تتGألف مGن ثG.ث طبقGات ھGي c2,b2,a2أرقGام
اف وتتألف من ألي Epichoroidإلى الداخل ) : طبقة فوق المشيمية 

غراويGGة  ترافقھGGا خ.يGGا خضGGابية ، تليھGGا طبقGGة الشGGعيرات المشGGيمية 
chorio – capillaries  منGع ضGة، وتقGة الدمويGة با=وعيGوھي غني

، وتمتد أسفل طبقة  Loose connective tissueنسيج ضام مفكك 
الشعيرات المشيمية طبقة متجانسة تعزل ا=خيرة عن طبقة الظھارية 

 Bruch’sتعGGGGGرف بغشGGGGGاء بGGGGGروش  المخضGGGGGبة فGGGGGي الشGGGGGبكية،
membrane ) اتGGائج دراسGGابھة لنتGGاءت مشGGائج جGGذه النتGG11. وھ-

) من الناحية ا=ساسية ، لكن كثافة ا=وعية الدموية تختلGف، فھGي 14
فGGي مشGGيمية طGGائر العقعGGق أغGGزر مقارنGGة بالسGGحلية الذھبيGGة والجGGرذ 

مGدى  البني ، وھذا ا?خت.ف  في كثافGة ا=وعيGة الدمويGة يعGزى إلGى
حاجGGة العGGين للتGGزود الGGدموي والمGGرتبط ببيئGGة الكGGائن الحGGي ونوعGGه، 

  ). 15وكثافة المحيط الضوئي الموجود فيه (
تعتبGGGGGر المشGGGGGيمية المصGGGGGدر الGGGGGرئيس لتزويGGGGGد الشGGGGGبكية بالتغذيGGGGGة 
وا=وكسGGجين ، وتسGGاھم فGGي تبديGGد الحGGرارة الناتجGGة مGGن امتصGGاص 

حافظ على الضGغط الضوء من طبقة الخ.يا البصرية في الشبكية، وت
). ولكGGون طGGائر العقعGGق يعتمGGد علGGى البصGGر بشGGكل 12داخGGل العGGين (

كبيGGر فGGي البحGGث عGGن الغGGذاء، لGGذلك فھGGو يحتGGاج إلGGى مشGGيمية عاليGGة 
الوعائيGGGة لتزويGGGد الشGGGبكية الوعائيGGGة بالتغذيGGGة وا=وكسGGGجين، وتبديGGGد 
الحGGGرارة التGGGي تسGGGببھا الخ.يGGGا البصGGGرية الممتصGGGة للضGGGوء . تعمGGGل 

خضابية في المشيمية على امتصGاص الضGوء المبعثGر لعGدم الخ.يا ال
قGGدرة الخ.يGGا الخضGGابية فGGي الشGGبكية علGGى امتصاصGGه ، بحيGGث تمنGGع 

  ). 15انعكاسه داخل العين (
فGGGGي تكGGGGوين الجسGGGGم الھGGGGدبي   RetinaتشGGGGترك المشGGGGيمية والشGGGGبكية 

)، c4,b4,a4ال أرقGGام شGGكأ)  والقزحيGGة  (c3,b3,a3أرقGGام  لاشGGكأ(
الفحGGGص النسGGGجي بGGGأن الجسGGGم الھGGGدبي أملGGGس فGGGي  وأوضGGGحت نتGGGائج

GGون مؤلفGا يكGGة ، بينمGGحلية الذھبيGرذ  االسGGق والجGGي العقعGGات فGن طيGGم
البني ، ويتكون من طبقة سطحية خارجية تتألف من صف واحد مGن 

يشGGكل  Columnar epithelial tissueنسGGيج ظھGGاري عمGGودي 
لطبقGGGGات الشGGGGبكية الحسGGGGية ، وطبقGGGGة ظھاريGGGGة مخضGGGGبة  اسGGGGتمرارا

Pigmented epithelium  بةGGة المخضGة الظھاريGن الطبقGدة مGممت
 Loose connectiveللشبكية ، وطبقة رقيقة من نسيج ضام مفكك 

tissue  ة على أيحتويGاف غراويGليCollagenous fibers  ونGتتك
أشGGGGكال أرقGGGGام وعيGGGGة دمويGGGGة (أمGGGGن طبقGGGGات المشGGGGيمية  وتتخللھGGGGا 

c5,b5,a5 ن ( مع ما جاء)، وھذه النتيجة تتفقG11في دراسة كل م ،
وعيGGة دمويGGة أتGGزود طبقGGة النسGGيج الضGGام التGGي تحتGGوي علGGى  ). 16

 CiliaryوالبGروزات الھدبيGة   Ciliary muscleالعض.ت الھدبيGة
process  ةGGGGوالقزحيIris =ة واGGGGجينبالتغذيGGGGوي  ). 17( وكسGGGGيحت

من العض.ت الملساء  لھGا دور  مجموعاتالجسم الھدبي على ث.ث 
 . يفGرز الجسGم الھGدبي سGائ. )13، 5، 1ة (التكيGف للرؤيGفي عمليGة 

يحافظ على الضغط داخل العGين ، ويسGيطر علGى شGكل العدسGة  امائي
  ). 18( من خ.ل العض.ت الھدبية
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السحلية الذھبية  (a)مقطع طولي يوضح طبقات العين في ): 1شكل رقم (
  ) ،H.&E.100X /العقعق  (ملون  (b))،H.&E.400X /( ملون 

 (c)  الجرذ البني ( ملون/ H.&E.100X(  
(Sc.) Sclera, (Cho.) Choroid, (R.) Retina  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

السحلية  (a)مقطع طولي يوضح طبقات المشيمية في ): 2شكل رقم (
  العقعق H.&E.400X،((b) /الذھبية ( ملون 

  )H.&E.400X /الجرذ البني ( ملون (c)) ، H.&E.400X /( ملون 
(Ep.)Epichoroid,(Ch.) Chario – capillaris, (B.m.) 
Bruch’s membrane, (En.c.) Endothelial cell,(P.c.) 

Pigment cell, (F.) Fiber 
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مقطع طولي يوضح ارتباط الشبكية والمشيمية في الجسم الھدبي  ):3شكل رقم (
 /عقعق  ( ملون ال (b))،H.&E.400X /السحلية الذھبية  ( ملون  (a)في

H.&E.40X ، ((c)  ملون ) الجرذ البني/ H.&E.100X(  
(Sc.)Sclera, (Cho.)Choroid, (R.) Retina, (Fo.) Fold, (C.b.) 

Ciliary body  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

السحلية  (a)مقطع طولي يوضح ارتباط القزحية بالبروزات الھدبية في): 4شكل رقم (
 H.&E.100X ، ((c) /العقعق  ( ملون  (b))،H.&E.100X /الذھبية  ( ملون 

  )H.&E.100X /الجرذ البني ( ملون 
(Sc.) Sclera,(c.p.) ciliary process, (L.) Lens, (Ir.) Iris, (Co.) 

Cornea  
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السحلية الذھبية (  (a)): مقطع طولي يوضح طبقات الجسم الھدبي في5شكل رقم (

الجرذ البني H.&E.400X ، ((c)  ) /عق ( ملون العق (b))،H.&E.400X /ملون 
  )H.&E.400X /ملون 

(E.c.) Epithelial cell, (P.e.) Pigmented epithelium, (B.v.) Blood 
vessel, 

(C.t.) Connective tissue, (SC.) Sclera 
  
  

) إلGGGى أن c6,b6,a6تشGGGير النتGGGائج الموضGGGحة فGGGي أشGGGكال أرقGGGام (
مGن الGداخل إلGى الخGارج) : طبقGة كثيفGة القزحية تتألف من الطبقات (
،  Deeply pigmented epitheliumمن نسيج ظھاري مخضGب 

 ConnectiveالمؤلفGGة مGGن نسGGيج ضGGام  StromaوطبقGGة السGGدى 
tissue  ،ةGGة دمويGGلية  وأوعيGGاف عضGGة وأليGGى اليافغراويGGوي علGGيحت

 pigmented epitheliumوطبقة مGن النسGيج الظھGاري المخضGب 
ذھبيGGة وطGGائر العقعGGق والجGGرذ البنGGي .وھGGذه النتيجGGة فGGي السGGحلية ال

).  تعمGل القزحيGة 19، 11مشابھة مGع مGا جGاء فGي دراسGة كGل مGن (
 Pupil، وتساھم فGي تكيGف فتحGة البؤبGؤ  Lensكحاجز أمام العدسة 

 anterior)، وتفصل بين الغرفة ا=مامية 20التي تقع في مركزھا (

chamber   ةGة الخلفيGوالغرفposterior chamber )5 اھمGوتس ،(
، الخ.يا الخضابية بامتصاص الضوء ذي ا=طوال الموجية القصGيرة

) إلى أن 21). وقد أشارت دراسة (15، 7التي تسبب ضرراً للعين (
العضGG.ت فGGي القزحيGGة تسGGيطر علGGى الضGGوء الGGداخل إلGGى العGGين مGGن 

  خ.ل التقلص وا?نبساط.
  

  
  

 /السحلية الذھبية ( ملون  (a) زحية فيمقطع طولي يوضح طبقات الق): 6شكل رقم (
H.&E.400X،((b)  ملون ) العقعق/ H.&E.400X ، (  

(c)  الجرذ البني ( ملون/ H.&E.400X(  
(P.e.) Pigmented epithelium, (B.v.) Blood vessel,(C.t.) 

Connective tissue, (L.) Lens 
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 Barbus الشبوط  سمكة في البنكرياسي والطحال البنكرياسي للكبد النسجي والتركيب العياني الوصف

grypus في بغداد  

  أفين رمضان محسن
  

  قسم علوم الحياة / كلية العلوم للبنات / جامعة بغداد / جمھورية العراق
  

  aveenramadhan2015@gmail.comالبريد ا?ليكتروني: 
  
  

  

  لغة العربيةالملخص بال
  

ھدفت ھذه الدراسة ، إلى التعرف على الشكل الخارجي ونسجية  كبد وطحال سمكة الشبوط في دراسة تعد مGن الدراسGات ا=ولGى فGي ھGذا الموضGوع 
وبعGد فGتح بGأطوال مختلفGة مGن نھGر دجلGة فGي مدينGة بغGداد،   Barbus grypus عينGات مGن أسGماك الشGبوط  10والتي لم يGتم تناولھGا سGابقا. تGم جمGع 

ساعة،  24) للتثبيت لمدة Bouns solutionتجويف الجسم، تم دراسة شكل وتركيب الكبد والطحال، ومن ثم استخراجھا ووضعھا في محلول بون ( 
إيوسGين، وتGم فحGص الشGرائح  -بعدھا غسلت عدة مرات بالكحول اDثيلGي . طمGرت العينGات بشGمع البGرافين وقطعGت وصGبغت بصGبغة الھيماتوكسGلين

  تحت المجھر الضوئي. 
يتGألف مGن فصGين، الفGص ا=يمGن أطGول مGن  Hepatopancreasأظھرت النتائج أن كبد سمكة الشبوط ذو لون بني فاتح وأنھا تمتلك  كبدا بنكرياسGيا 

الخ.يGا الكبديGة  -بانيGاتالفص ا=يسر. ولم ي.حظ تميز الفصيصات والثالوث البابي ضمن النسيج الحشGوي للكبGد. أظھGرت النتGائج أيضGا أن نظGام الجي
. ينتشر النسيج البنكرياسي اDخراجي حول  Isolated type، أما نظام القنوات الصفراوية فھو من النوع المعزول  Cord-likeكان من نوع الحبال 

الدھني المحيط بالقناة الھضGمية . أفرع ا=وردة البابية، ويتألف من عنيبات مصلية و جزيرات بنكرياسية، كما ينتشر بشكل كتل صغيرة ضمن النسيج 
ويكون النسيج البنكرياسي طبقة داخلية تلي النسيج الحشوي والمحفظGة للطحGال، و يتGألف  spleenopancreasتمتلك سمكة الشبوط طحا? بنكرياسيا 

 MelanomacrophageيGGا النسGGيج الحشGGوي للطحGGال مGGن لGGب أحمGGر وآخGGر أبGGيض يصGGعب التمييGGز بينھمGGا. كمGGا ظھGGرت ا=جسGGام اDھليليجيGGة وخ.
center .  

  
  سمكة الشبوط، الكبد، الطحال الكلمات المفتاحية:

  
  
  
  
  

Morphological and histological description of hepatopancreas and 

spleenopancreas of  Barbus grypus in Baghdad 

Aveen R. Mohsin 

 
Dept. of Biology / College of Sciences for Women/ University of Baghdad / Republic of Iraq 
 
 
ABSTRACT 

The aim of the present study was to determine the macroscopical  and microscopical features of liver and spleen of 
Shabout fish. Atotal sample of  (10) fish were collected with various length from Tigris river in Baghdad. After 
removing the organs, they were fixed with Bouins solution for 24 hrs. and washed with  ethyl alcohol several 
times, and then, embided with paraffin wax. Samples were cut and stained with Haematoxylin – Eosin. Slides were 
examined under light microscope.  
Results showed that hepatopancreas of Shabout Barbus grypus has light brown color and hepatopancreas consisted 
of two lobes, right lobe, which was  taller than the left lobe . Marked lobules and portal traids were not  observed 
in the liver. The hepatocyte-sinusoidal structure was Cord- like type, and the type of bile duct system was isolated 
type. Excretory pancreatic tissues are spread  around the branches of the portal vein, and consists of serous acini 
and pancreatic islets within the adipose tissue surrounding digestive tract. Barbus grypus has spleenopancreas, 
where the pancreatic tissues make inner layer within the spleen, following the splenic stroma and capsule. Splenic 
stroma consists of red and white pulps. However, it was difficult to distinguish between them . Ellipsoidal arteriole 
and melanomacrophage center had emerged.  
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  المقدمـــة
  

بعدة وظائف منھا  Pancreasوالبنكرياس  Liverيمتاز الكبد 
(فيتامينات، دھون،  اDفراز (الصفراء، اDنزيمات)، الخزن

وج.يكوجين)، التصنيع (بروتينات الدم)، ا=يض (بروتينات، 
). وتكون الكبد في بعض أنواع 1دھون، كربوھيدرات) وغيرھا (

شكل عضو مركب، مؤلف من الكبد ا=سماك طرفية التعظم على 
،  Spleen). أما الطحال 2والبنكرياس أو من الطحال والبنكرياس (

، إذ  ?  Teleostفھو العضو اللمفي الوحيد في ا=سماك العظمية 
تمتلك نقي عظم و? عقد لمفاوية. وتعتبرا=سماك أولى الفقريات 

المكون للدم  )، الذي يعتبر جزءا من النسيج4-2التي تمتلك طحا? (
haemopoitic tissue  ،إذ يقوم بإزالة وتصفية ا=جسام الغريبة ،

  ).5وتكوين وخزن وتھديم كريات الدم في ا=سماك (
ضمن   Cyprinidaeتنتمي أسماك الشبوط إلى عائلة الشبوطيات

،  وتعد من أھم أسماك Osteichthyesصنف ا=سماك العظمية 
العديد من  . وقد تطرقت)6(التغذية في نھري دجلة والفرات 

 والحياتية التصنيفيةسمكة الشبوط في جوانبھا  إلىالدراسات 
? توجد دراسة نسجية حول )، ولكن 10-7( والجنينية والنسجية

الكبد والطحال لسمكة الشبوط في بغداد. وعليه، تأتي ھذه الدراسة 
   =ھمية أسماك الشبوط ا?قتصادية.

  
  

  المواد وطرق العمـــل
  
) سمكات بأطوال 10معت عينة من أسماك الشبوط قوامھا (ج

مختلفة من نھر دجلة في مدينة بغداد. وبعد فتح تجويف الجسم تم 
دراسة شكل وتركيب الكبد و الطحال، و من ثم استخراجھا ووضعھا 

ساعة. ثم تم  24للتثبيت لمدة  Bouns solutionفي محلول بون 
% . وبعد 70بتركيز  Ethanolغسلھا عدة مرات بالكحول اDثيلي 

ذلك أخذت عينات من كل عضو ومررت العينات بتراكيز متسلسلة 
%) وتم ترويق 100%، 90%، 80%، 70من الكحول اDثيلي (

، ومن ثم تشريبھا بشمع البرافين  Xyleneالعينات بالزايلين 
Paraffin wax  ومن ثم طمرھا بشمع البرافين. بعدھا تم تقطيع ،

-6بسمك   Rotary microtomeالمشراح الدوار  العينات بجھاز
7µm ومن ثم تحميلھا على الشريحة الزجاجية وتصبيغھا بصبغة ،

تم ). Haematoxylen- Eosin )11الھيماتوكسيلين_إيوسين 
  Light microscopeفحص العينات تحت المجھر الضوئي

  وتصويرھا بواسطة كاميرا محمولة على المجھر الضوئي.
  

  النتائـــج
  

  الكبد البنكرياسي
  

ذو  Barbus grypusسمكة الشبوط  liverأظھرت النتائج أن كبد 
والذي  Right lobeلون بني فاتح ويتألف من فصين، الفص ا=يمن 

  ).1(شكل رقم  Left lobeكان أطول من الفص ا=يسر 
يحاط الكبد نسيجيا بطبقة مصلية مؤلفة من صف من الخ.يا 

. ويتألف النسيج الحشوي من خ.يا squamous cellsالحرشفية 
ولم ي.حظ تميز . Sinusoids والجيبانيات  Hepatocyteكبدية 

ضمن  portal traidsوالثالوث البابي  Lobulesالفصيصات 
  ).2النسيج الحشوي للكبد (شكل رقم 

ذات نواة  Polygonalظھرت الخ.يا الكبدية مضلعة الشكل 
الخ.يا  -وأن نظام الجيبانيات)، 3مركزية ونوية واضحة (شكل رقم 

، إذ تصطف الخ.يا الكبدية Cord-likeالكبدية من نوع الحبال 
، 2بشكل حبال، وتحصر بينھا جيبانيات كبيرة ومستقيمة (شكل رقم 

فھو من  bile ducts). أما نظام القنوات الصفراوية 4شكل رقم 
ية ، إذ تتوزع القنوات الصفراو Isolated typeالنوع المعزول 

بصورة مستقلة ضمن النسيج الحشوي للكبد ومحاطة بغمد من نسيج 
  ).4ضام (شكل رقم 

كما بينت النتائج أن كبد سمكة الشبوط ھو عضو مركب مؤلف من 
،  Hepatopancreasالكبد والبنكرياس، ويدعى بالكبد البنكرياسي 

إذ ينتشر النسيج البنكرياسي اDخراجي حول أفرع ا=وردة البابية 
portal veins  ضمن النسيج الحشوي للكبد، ويتألف من عنيبات

تنفصل عن الخ.يا الكبدية بحاجز رقيق من  Serous aciniمصلية ٍ
). كما ظھرت الجزيرات البنكرياسية 3نسيج ضام (شكل رقم 

Pancreatic islets  كما 5ضمن النسيج البنكرياسي (شكل رقم .(

نتشر بشكل كتل صغيرة أظھرت النتائج أن النسيج البنكرياسي م
(شكل     ضمن النسيج الدھني المحيط بالقناة الھضمية وعلى طولھا 

  ). 6رقم 
  

  
) S(،) كبد L(، ى) معG(.سمكة الشبوط لمنظر بطني ): 1شكل رقم (

    طحال
  

) خلية Hسمكة الشبوط ، (كبد  مقطع مستعرض مار خ�ل): 2شكل رقم (
  )H &E ملون(يات ) جيبانSi) خ�يا حرشفية، (Scكبدية، (
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)، نسيج  Ct(سمكة الشبوط كبد  مقطع مستعرض مار خ�ل ):3شكل رقم (

) نسيج Pt) جيبانيات (Si) عنيبات مصلية (Sa) خلية كبدية (H( ضام
  )H &E ملون() وريد Vبنكرياسي (

  
  

  
  

)  Hc) قنية صفراوية، (Bd(سمكة الشبوط:كبد  مقطع في): 4شكل رقم (
  )H &E ملون(حبال كبدية 

  

  
  

  ) جزيرة بنكرياسية Pi(سمكة الشبوط: كبد  مقطع في): 5شكل رقم (
 )H &E ملون(

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

) قناة Dt)نسيج دھني، (At(سمكة الشبوط: كبد  مقطع في): 6شكل رقم (
  )H &E ملون() نسيج بنكرياسي Ptھضمية، (

  
  

  الطحال البنكرياسي
  

بشكل  Spleenسمكة الشبوط لطحال أظھرت النتائج امت.ك 
متطاول يقع في مقدمة الجوف الجسمي والقناة الھضمية وذو لون 

  ). 1رقم  احمر قاتم (شكل
كما أظھرت النتائج أن طحال سمكة الشبوط من النوع المركب. 
يتألف من نسيج بنكرياسي ضمن النسيج الحشوي للطحال، ويدعى 

. ويظھر التركيب  spleenopancreasبالطحال البنكرياسي 
رقيقة من نسيج ضام  Capsuleالنسجي أن الطحال محاط بمحفظة 

ضمن النسيج  Trabeculaوألياف مطاطة و? يكون حويجزات 
)، وينعزل النسيج البنكرياسي عن 7الحشوي للطحال (شكل رقم 

  ).8النسيج الحشوي للطحال بطبقة من نسج ضام (شكل رقم 
وآخر أبيض  Red pulpمر يتألف النسيج الحشوي من لب أح

White pulp يتألف اللب ا=بيض من خ.يا لمفاوية وخ.يا شبكية .
ھليليجي مركزي ويدعى بالجسم اArteriole Dتحيط بشرين 
Ellipsoids   ينتشر اللب ا=حمر ضمن اللب 9(شكل رقم .(

ا=بيض، ويصعب التمييز بينھما، ويتألف من جيبانيات تحوي 
التي  melanomacrophage center.يا كريات دم حمراء وخ

حمر تكون بشكل تجمعات تنتشر بصورة غير منتظمة ضمن اللب ا=
عادة حول ا=وعية الدموية، وتصطبغ بلون بني غامق أو مصفر 

)، ويكون النسيج البنكرياسي طبقة 7(شكل رقم  H&Eبصبغة 
  ). 10داخلية تلي النسيج الحشوي والمحفظة للطحال (شكل رقم 

  

  
   

) MMC) محفظة، (C(سمكة الشبوط: طحال  مقطع في): 7شكل رقم (
) وعاء V) لب أحمر، (Melanomacrophage center ) ،Rpخ�يا 

  ).H &E ملون() لب أبيض Wpدموي، (
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) Pt) نسيج ضام، (Ct(سمكة الشبوط: طحال  مقطع في): 8شكل رقم (
  )H &E ملون(نسيج بنكرياسي 

  
  

  
  

) لب Rp) جسم إھليليجي، (E( سمكة الشبوط:طحال  في مقطع): 9شكل رقم (
  )H &E ملون( ) لب أبيضWpأحمر، (

  

  
  

) نسيج Pt) طحال، (Sp( سمكة الشبوط:طحال  مقطع في): 10شكل رقم (
  )H &E ملون( بنكرياسي 

   
  
 

 

 

 

 

  المناقشــــة
  

  الكبد البنكرياسي
  

 Barbusأظھرت نتائج الدراسة الحالية أن كبد سمكة الشبوط 

grypus  يتألف من فصين، الفص ا=يمن وھو أطول من الفص
ا=يسر. وھذا ما لوحظ في غالبية ا=سماك العظمية، كما في سمكة 

Ctenopharyngodon idella )12 إذ يتألف كبد ا=سماك ،(
بصورة عامة من فصين إلى ث.ثة فصوص، أو قد يكون غير 

في سمكة ). ويكون Liza spp. )13مفصص كما في أسماك 
zebra fish ) في حين أن الفص ا?يسر في 5ذو ث.ثة فصوص ،(

يكون أكبر  Nile Tilapia Oreochromis niloticusكبد سمكة 
) . أظھرت النتائج أيضا أن كبد سمكة الشبوط 14من الفص ا?يمن (

ذو لون بني فاتح. وقد يرجع ذلك إلى كون سمكة الشبوط نباتية 
الحيوانية ن لون كبد ا=سماك ذات التغذية )، حيثر يكو14التغذية (

  ). 2بنيا محمرا، بينما في ا=سماك ذات التغذية النباتية بنيا فاتحا (
كما بينت النتائج أن كبد سمكة الشبوط ھو عضو مركب مؤلف من 

،  hepatopancreasالكبد والبنكرياس ويدعى بالكبد البنكرياسي 
ارة إليه في سمكة  وقد اتفقت ھذه النتيجة مع ما تم اDش

Copharyngodon idella ) وسمكة 12في دراسة ،(
Pangasius saintwongsei ) وسمكة 15في دراسة ،(

Pangasius hypophthalmus ) وسمكة 1في دراسة ،(
Orechromis niliticus ) وتمتلك سمكة 14في دراسة  .(

Barbus pectoralis  طحا? بنكرياسياSpleenopancreas 
أوضحت النتائج الحالية انتشار النسيج البنكرياسي  )، حيث16(

ضمن النسيج الحشوي للكبد حول أفرع ا=وردة البابية، وتتفق ھذه 
 Grass carpالنتيجة مع ما تم اDشارة إليه في سمكة 

Copharyngodon idella  )12 ،17 وسمكة ،(Epinephelus 

chlorostigma )18 ا=سماك )، إذ يتكون النسيج البنكرياسي في
العظمية حول الوريد البابي خ.ل تكوين الفرد، فإما يبقى خارج 
الكبد أو ينتشر ضمن الكبد، وھذا يعتمد على النوع. ففي سمكة 

Pimelodus maculates  يكون البنكرياس عضوا مكتنزا
compact  ومغلف بطبقة رقيقة من نسيج ضام، ويرتبط بجدران

)، أما 14ة من نسيج غدي (المعدة وا=معاء على شكل كتل صغير
، فيقع النسيج البنكرياسي في الطبقة  Cyclostomeفي دائرية الفم 

كما في سمكة  Cyprinidaeالمخاطية لWمعاء، وفي الشبوطيات 
يتواجد النسيج البنكرياسي ضمن  Cyprinus caprioالكارب 

 Trichomycterus). أما سمكة 19القنوات البوابية للكبد (

brasiliensis  ضافة إلى كبدDفإنھا تمتلك بنكرياسا مصمتا، با ،
  ). 20بنكرياسي (

كما أظھرت النتائج الحالية أن النسيج البنكرياسي منتشر بشكل كتل 
صغيرة ضمن النسيج الدھني المحيط بالقناة الھضمية، وعلى طولھا. 

)، Salmonids )2وھذا ما تم اDشارة إليه في أسماك السلمون 
 African catfish Clarias)، وسمكة zebra fish )5وسمكة 

gariepinus B. )21 إذ يكون البنكرياس في ا=سماك إما عضوا ،(
ضمن عضو آخر  Diffusedأو بشكل منتشر  Compactمكتنزا 

، hepatopancreasكالكبد أو البنكرياس، فيدعى بالكبد البنكرياسي 
كل كتل أو يكون بش ،spleenopancreasأو الطحال البنكرياسي 

masses ) مطمورة ضمن الدھون على طول ا=معاءhoar 
 Epinephelus)، أو ضمن المساريق، كما في سمكة 1969

chlorostigma )18.(  
من ناحية أخرى، أظھرت النتائج عدم تميز الفصيصات الكبدية 

Lobules  و? الثالوث البوابيPortal traids  ضمن النسيج
)، Zebra fish )5أيضا في سمكة الحشوي للكبد. وھذا ما لوحظ 

)  22( دراسة)، اذ أشارت Copharyngodon idella )12وسمكة 
إلى أن التنظيم الفصيصي الحاوي على وريد مركزي يعتبر ميزة 
في الفقريات العليا، أما في ا=سماك ف. يكون واضحا أو متميزا 

   بصورة عامة، ويتباين اعتمادا على النوع. 
الخ.يا الكبدية كان من نوع  -نظام الجيبانيات أظھرت النتائج أن

، وتصطف الخ.يا الكبدية بشكل حبال،  Cord-likeالحبال 
وتحصر بينھا جيبانيات عريضة ومستقيمة. وبھذا يقسم كبد ا?سماك 

الخ.يا الكبدية إلى ث.ثة أنواع : شكل  -حسب نظام الجيبانيات
 Solid formلمصمت ، والشكل اTubularالحبال، الشكل ا=نبوبي 

).  أما نظام القنوات الصفراوية فھو من النوع المعزول 23(
Isolated type حيث يصنف نظام القنوات الصفراوية في ،

الصفراوي  -ا=سماك إلى أربعة أنواع : النوع المعزول، الشراييني



International Journal for Sciences and Technology / ICV: 4.32 - SJIF: 4.487 – GIF: 0.81         Vol. 11, No.2,   June  2016   90       

Biliary-arteriolar tract(BAT)الصفراوي -، الوريدي
Biliary-venous tract(BVT) والنوع البوابي ،Portal-tract 

type) 23. وتصنف رتبة الشبوطيات ضمن النوع المعزول(.  
  
  

  الطحال البنكرياسي
  

بينت النتائج امت.ك سمكة الشبوط لطحال بنكرياسي 
spleenopancreas،  كما في سمكةBarbus pectoralis )16 ،(

ات حيث تمتلك العديد من ا=سماك العظمية والزواحف والبرمائي
نسيجا بنكرياسيا منتشرا ضمن الطحال يدعى بالطحال البنكرياسي 

). كما أظھرت النتائج أن الطحال محاط بمحفظة رقيقة من 24(
نسيج ضام وألياف مطاطة، و? تكون المحفظة حويجزات 

Trabecula  شارةDضمن النسيج الحشوي للطحال.  وھذا ما تم ا
 Barbusسمكة  ). أماSalmo letinica )4إليه في سمكة 

pectoralis  فھي تمتلك تلك الحويجزات . أظھرت النتائج أيضا ،
أن النسيج البنكرياسي في سمكة الشبوط يأتي بشكل طبقة داخلية تلي 
المحفظة والنسيج الحشوي للطحال. وھذا ما تم اDشارة إليه في 

). كما لوحظ أن النسيج الحشوي للطحال 2بعض أنواع ا=سماك (
،  White pulpواللب ا=بيض  Red pulpاللب ا=حمر يتكون من 

ويصعب التمييز بينھما. فالطحال في ا?سماك العظمية يختلف عنه 
في اللبائن والفقريات العليا بصعوبة التمييز بين اللب ا=بيض 

 melanomacrophage). كما لوحظ وجود 3، 2وا=حمر (
centers (MMC) =ا=جسام حمر، حيث توجد ھذه ضمن اللب ا

في طحال وكلية ا=سماك، تؤدي دورا مشابھا لدور المركز اDنتاشي 
  ). 3والعقد اللمفاوية في اللبائن (
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  الحنطة نخالة بروتينات من مناعية فعالية ذات ببتيدات تحضير
  

  )2)، مكارم علي موسى (1منال عبد الواحد السراج (
  
  ) كلية الزراعة / جامعة بغداد / جمھورية العراق2) كلية الزراعة / جامعة كرب.ء (1(
  

  makaremali37@yahoo.comالبريد ا?ليكتروني: 
  
  

  الملخص باللغة العربية
  
باستعمال إنزيم التربسين، مGن مصGدر ميكروبGي عنGد ظGروف  99م تحضير متحلل بروتيني من المركز البروتيني لنخالة الحنطة المحلية صنف اباء ت

دقيقة).  تم فصGل المتحلGل  240، ووقت  8م ، ورقم ھيدروجيني  37% (وزن /حجم)، درجة حرارة 2مثلى كما يلي (تركيز اDنزيم /المادة ا=ساس 
Dى 0.789 ، 0.234، 0.456نزيمي باستعمال تقنية الترشيح الھ.مي، وتم الحصول على ث.ثة متحل.ت بروتينية قدرت تراكيزھا ( اGل علGملغم /م (

) .  Albino mice( التوالي. جرى اختبار فعاليتھا المناعية تجاه الخ.يا اللمفية، وفعالية البلعمة لخ.يا البلعمة الكبيرة لخ.يا طحال الفئران مGن نGوع
لمنتجGات أظھرت النتائج أن المتحل.ت البروتينية المحضرة من بروتين نخالة الحنطة أظھرت فعالية مناعية عالية مما يمكن مGن إدخالھGا فGي تصGنيع ا

   .المناعية
  
  

  متحلل بروتيني، نخالة الحنطة، الترشيح الھ.مي.الكلمات المفتاحية: 
  
  
  

Preparation of immunological peptides from wheat bran protein  
 
Manal A.W. Al-Sarag (1) and Makarim A. Mousa (2) 
 
(1) College of Agriculture / University of Karbala (2) College of Agriculture / University of Baghdad / 
Republic of Iraq 
 
 
ABSTRACT  

 

Protein hydrolysates were prepared from local wheat bran class (Ibaa 99) that were enzymatically prepared by 
microbial protease (Trypsin). Protein hydrolysates were separated by gel filtration technique, and three 
concentrations were obtained (0.234, 0.456,0.789) mg/ml. 
Immuonodulating activity  was evaluated by measuring their effects on in vitro proliferation of albino mice spleen 
lymphocytes and phagocytic activity of potential macrophages. The results showed that wheat bran protein 
hydrolysates have the highest immuonodulating activity at optimum conditions E/S 2% (w/v), temperature 37 C, 
pH 8 and time 240 min.  
The results suggested that lower molecular weight and positively charged peptides released from wheat bran  
protein were effective in stimulating immunomodulating activity. Thus, it can be concluded that it can be used in 
the preparation of potent immunodulating products. 
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  المقدمـــة 

  
تتكون بروتينات نخالة الحنطة بصورة رئيسة من ا=لبومينات 

% من مجموع بروتينات  20-15والجلوبيولينات وتشكل ما نسبته 
لحنطة، وتحتوي بصورة ثانوية على البروتييزات. وتعتمد نسب ا

  ).1( ھذه البروتينات على نوع الحنطة، وكذلك على موقع الزراعة
تتميز بروتينات النخالة بقيمة غذائية واقتصادية عالية، وتبلغ 

%. تعد ا=لبومينات أصغر بروتينات الحنطة، تتبعھا   17.25نسبتھا
ن الجزيئي، وتحتوي على كمية عالية من الجلوبيولينات في الوز

وتوجد  )،1( ال.يسين والمثيونين مقارنة ببقية بروتينات الطحين
معظم اDنزيمات الفعالة فسيولوجيا في ا=لبومينات والجلوبوليينات، 
والتي تتركز في معظم الحبوب في غ.ف البذرة، وخاصة طبقة 

ت مع النخالة عند ا=ليرون والجنين، ولذلك تذھب ھذه البروتينا
%  25عمليات الطحن. وتشكل ا=لبومينات والجلوبيولينات حوالي 

) 3). وقد أوضحت دراسة (2من مجموع بروتينات حبة الحنطة (
اDنزيمات (البروتينات ) تتواجد في جزء النخالة من حبة أن معظم 

الحنطة، حيث تمت في ھذه الدراسة المقارنة بين بروتينات نخالة 
وبروتينات الجنين وتبين أن بروتينات النخالة تحتوي على الحنطة 

كمية أعلى من ا=حماض ا=مينية القاعدية، خاصة في الجلوبيولين، 
مقارنة ببروتينات الجنين، ومن أھم تلك ا=حماض ا=رجنين 
وال.يسين، كما يحتوي ألبومين النخالة على كميات عالية من 

، بينما كانت نسبة الحامض التايروسين والتربتوفان والسيستين
ا=ميني الھستدين متقاربة في كل من نخالة الحنطة والجنين. وقد 

) أن التحلل ا=نزيمي يعد المقترح الرئيس للتحرير الفعال 4ذكر (
للببتيدات النشطة حيويا من المصادر البروتينية، والتي تستعمل 

روتين. بصورة واسعة في تحسين الخصائص الغذائية والوظيفية للب
يتأثر التحلل ا=نزيمي بحجم الجزيئة البروتينية والمجموعات الفعالة 
فيھا الكارھة للماء والمحبة للماء والمجموعات القطبية وا=يونية 
للمتحل.ت البروتينية، والتي تؤثر بصورة مباشرة في الخواص 

  الوظيفية وعلى مكونات الغذاء. 
فعالية أنواع مختلفة من  تعتمد فعالية الجھاز المناعي على درجة

الخ.يا، منھا  الخ.يا البلعمية وحيدة النواة، والخ.يا البلعمية مشكلة 
 (T and Bالنواة، فض. عن الخ.يا اللمفية التائية والبائية

lymphocytes حياء المجھرية الغريبةWوالمسؤولة عن التصدي ل (
  مثل البكتيريا والفيروسات والطفيليات. 

) الببتيدات المحفزة للجھاز المناعي على أنھا مركبات 5وقد عرف (
منخفضة الوزن الجزيئي، تتفاعل مع خ.يا الجسم المختلفة في 
الجھاز المناعي، وتتضمن ھذه الببتيدات                       ( 

glycopeptides,  ،hormones  ،peptidic fragments of 
immunoglobulins  peptides isolated from food   

proteins (.  
تتشكل المعد?ت المناعية من مواد مختلفة التركيب الكيميائي، 
وتساعد في تنظيم الجھاز المناعي من خ.ل تحسين ا?ستجابة 

المناعية الخلطية والخلوية، وبحسب تركيبھا الكيمياوي. وتعد  
الببتيدات من أھم تلك المعد?ت المناعية، وھي عبارة عن جزيئات 

رة، لھا القابلية على تعديل وتعزيز وظيفة خ.يا الجھاز المناعي كبي
للجسم، من خ.ل تعزيزھا لحيوية   Innate Immunityالذاتي 

وتكاثر بعض أنواع الخ.يا المناعية، منھا الخ.يا البلعمية الكبيرة  
)Macrophage) الخ.يا القاتلة الطبيعية ،(Natural Killer 

Cells.يا اللمفية التائية والبائية ) ، وكل من الخB and T 
Lymphocytes كما تساھم في السيطرة على منع تطور ، (

ا=ورام في الجسم،  من خ.ل زيادة نشاط الخ.يا المناعية المختلفة 
من جھة، وزيادة قدرة تلك الخ.يا المناعية النشطة على إفراز 

  ).Cytokines )6 المدورات الخلوية 
ن البروتينات النباتية المعروفة بمحتواھا من تتواجد العديد م

الببتيدات الحيوية، والتي تعمل على تحوير ا?ستجابة الخلوية 
المناعية المتخصصة وغير المتخصصة، وتشجيع إفراز المدورات 
الخلوية، التي تمتلك صفات قوية مضادة ل.لتھابات، وتؤدي دوراً 

لبروتينات النباتية: مھماً في توازن الجھاز المناعي. ومن تلك ا
بروتينات  فول الصويا، إذ أمكن عزل ببتيدة أطلق عليھا 

Soymetide 13)) والتي لھا تسلسل من ا=حماض ا=مينية (His- 
Cys- Thr- Leu- Ala- Ile- Pro- Val- Asn- Lys- Pro- 

Gly- Arg  تم التعرف عليه بعد التحلل ا=نزيمي للوحدة الثانوية (
β-conglycinin ي تلك الببتيدة بإنزيم التربسين، والتي تتميز ف

 بقابليتھا على حث كفاءة الخ.يا البلعمية الكبيرة في جسم اDنسان
)7 .(  

) أن ھذه الببتيدات لھا القدرة على تثبيط نمو الخ.يا 8بينت دراسة (
السرطانية، فض. عن قدرتھا على حث تعزيز فعالية الخ.يا 

لخ.يا المناعية على إنتاج ا=ضداد . في المعوية، وتطوير قابلية ا
) أن المتحل.ت البروتينية  المنتجة من 9حين ?حظت دراسة (

حليب ا=بقار بالتحلل ا=نزيمي بأحد ھذه اDنزيمات 
Alcalase)،Lactozym،Papain كان لھا تأثير واضح على   (

. كما وجد أن الوزن  IgGو  IgAمستقب.ت البروتينات المناعية 
جزيئي لتلك المتحل.ت له دور واضح في تحديد فعاليتھا، إذ إن ال

كيلو دالتون لھا دور   12.4المتحل.ت ذات الوزن الجزيئي ا=قل من
في تقليل الحساسية، التي تعد من أحد أمراض المناعة الذاتية 

) من خ.ل دراسته من إنتاج 10الخطرة عند اDنسان. كما استطاع (
مناعية من التحلل البروتيني لبروتين الرز ببتيدات ذات فعالية 

  .Trypsinباستخدام إنزيم 
) أن المتحل.ت البروتينية المشتقة من جلوتين 11ذكرت دراسة (

الحنطة تسھم في تعزيز دور الجھاز المناعي الذي ظھر بوضوح 
من خ.ل ازدياد أعداد الخ.يا اللمفية وزيادة فعالية الخ.يا القاتلة 

)، وتنظيم إفراز العديد من المدورات  Natural cellsالطبيعية (
التي تؤدي دورا مھما  في الحد من انتشار  cytokineالمناعية 

الخ.يا السرطانية المصابة بالفيروسات وتثبيطھا، خاصة عند 
ا=شخاص المصابين بالسرطان وكبار السن، وفي تخليق ا=ضداد، 

  ية للبطانة المعوية.كما تسھم في زيادة فعالية الخ.يا المناع
ذات  Oryzatensin)  أن الببتيدة المعروفة 12بينت نتائج دراسة (

 -Gly- Tyr- Pro- Met- Tyr- Pro- Leu- Proالتسلسل (
Arg من ا=حماض ا=مينية ھي ببتيدة مشتقة من التحلل البروتيني (

، والتي اشتقت من الجزء الذائب Trypsinلبروتين الرز بأنزيم 
=لبومين)، كما أظھرت الببتيدة أو أجزاؤھا خواصا ع.جية بالماء (ا

عند إجراء اختبار لھا خارج جسم الكائن الحي، ويعود السبب في 
من ناحية . ذلك إلى تحفيز الخ.يا على إط.ق الھستامين في الوسط

اقترح بعض الباحثين أن الببتيدات ذات الفعالية المناعية أخرى، 
على التركيب الكيميائي لھا من جھة، وعلى  تعتمد أساسا في فعاليتھا

). ومن ھذه 13تسلسل ا=حماض ا=مينية فيھا من جھة أخرى (
المقترحات، ينتج أن وجود الحامض ا=ميني ا=رجنين سواء كان 

له دور في  N-terminalأو من الطرف  C-terminalبالطرف 
ت تسھيل عملية ا?رتباط المتخصص بين تلك الببتيدات ومستقب.

الخ.يا المناعية الموجودة ضمن الغشاء المبطن لWمعاء، مما يفسر 
في  Cالتواجد المميز للحامض ا=ميني ا=رجنين عند الطرف 

الببتيدات المشتقة من بروتين كازين الحليب . كما أشارت دراسة 
) إلى دور بعض ا=حماض ا=مينية في تعزيز الوظيفة الحيوية 14(

لوحظ من خ.ل التجارب التي أجريت على للجھاز المناعي، إذ 
حيوانات التجارب أن وجود الحامض ا=ميني ا=رجنين له دور في 
تطور ونمو وازدياد أعداد الخ.يا اللمفاوية، وتعزيز تطور المناعة 
ا=صلية، وازدياد كفاءة البلعمة للخ.يا، وإنتاج الخ.يا القاتلة 

وحظ وجود دور للحامض . كذلك لnatural killer cellالطبيعية 
 inا=ميني الجلوتامين، من خ.ل التجارب خارج جسم الكائن الحي (

vitro والمتمثل في تعزيز كفاءة المستقب.ت المناعية للغشاء (
  الخلوي.

أكدت العديد من الدراسات على دور ا=حماض ا=مينية المكونة 
فالببتيدة للعديد من الببتيدات المشتقة من البروتينات الطبيعية، 

 Trypsinالمشتقة من بروتين الحنطة (الكليادين) بالتحلل اDنزيمي (
 T) لھا دور مھم في زيادة تكاثر الخ.يا اللمفية من نوع pepsinأو 

، وتقليل ا?لتھابات المعوية الناتجة من إفراز معد?ت عالية من 
،  ويعمل الحامض ا=ميني Cytokinesالمدورات الخلوية 

على المساعدة في زيادة أعداد كل من الخ.يا اللمفية ا=رجنين 
والخ.يا القاتلة الطبيعية الطبيعية، أما الحامض ا=ميني الجلوتاميك، 

  ). 15فله دور واسع في تعزيز كفاءة مستقب.ت الخ.يا المناعية (
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  المـــواد وطرق العمــل
  
  

  المركز البروتيني
  

ن حبوب الحنطة المحلية صنف تم تحضير النخالة من خ.ل طح
المجھزة  من دائرة البحوث الزراعية،  وحضر المركز  99إباء 

  ).16البروتيني منھا بعد إزالة الدھن وفق طريقة (
  

  التحلل اQنزيمي
  

)، حيث تم توزيع المركز 16أجري التحلل اDنزيمي بحسب طريقة (
م) في (وزن/حج 100: 10البروتيني في ماء أزيلت منه ا=يونات 

مل بمكررين . تم ضبط ا=س الھيدروجيني لعالق  250دوارق سعة 
، وتمت  1Nبتركيز  NaOHباستعمال  7البروتين المعزول عند 

تركيز  بفي محلول دارئ فوسفات الصوديوم  Trypsinإذابة إنزيم 
. مل) (إنزيم /محلول معادل) 5ملغم/   5مو?ر بنسبة ( 0.05

Dجراء عملية التحلل، وتمت   Trypsinاستخدم إنزيم التربسين 
% ، 10إضافة اDنزيم إلى المحلول البروتيني ذي نسبة البروتين 

، وھو الرقم 8وتم ضبط الرقم الھيدروجيني للخليط على 
الھيدروجيني ا=مثل لعمل اDنزيم باستعمال ھيدروكسيد الصوديوم 

وھي م،  37مو?ر). ثم تم نقله إلى حاضنة بدرجة حرارة  1تركيز (
ساعتين. بعد ذلك تم تثبيط فعالية  الحرارة المثلى لعمل اDنزيم لمدة 

م لمدة  95اDنزيم بواسطة نقل الخليط إلى حمام مائي بدرجة حرارة 
لمدة  g8000دقائق. ثم أجريت له عملية نبذ مركزي بسرعة  10
دقيقة . وقدرت درجة التحلل في النماذج، ثم جفد الراشح وحفظ  30

  ?حقاً. ل.ستعمال
  

  فصل المتحل�ت بتقنية الترشيح الھ�مي
  

بإمرار الراشح البروتيني على عمود  السيفادكس فصلت المتحل.ت 
G-25  الذي سبقت موازنته بمحلول فوسفات الصوديوم الدارئ ،

ستردت ، وا 7مو?ري،  ذات الرقم الھيدروجيني  0.2بتركيز 
الصوديوم نفسه الذي ا=جزاء من العمود باستعمال دارئ  فوسفات 

مل /الساعة  30تم استعماله سابقا في عملية الموازنة بسرعة جريان 
مل للجزء الواحد. بعدھا تم قياس ا?متصاص الضوئي  2وبواقع 

 spectrophotometerنانومتر بجھاز  280على طول موجي 
=جزاء الغسل وا?سترداد، وجمعت ا=جزاء على وفق المنحنيات 

ا?حتفاظ با=جزاء الناتجة في المجمدة بدرجة حرارة الظاھرة، وتم 
  .م لغرض إجراء التجارب ال.حقة 18 –
  

  تقدير تركيز الببتيدات
  

لتقدير تركيز الببتيدات المتكونة أو المجموعات ا=مينية الحرة تم 
مل من الراشح (القمم) الناتجة من الترشيح الھ.مي وتم  5أخذ 

مع %،  12بتركيز  TCAمل من  10مقطر، و  مل ماء 1خلطه مع
وخزن  ،2دقائق، ومن ثم تم ترشيحه بورق واتمان 10التحريك لمدة 

-Οملم كاشف (  1الراشح بالتجميد لوقت التقدير، إذ تم إضافة
Phthaldialdehyde(OPA   مايكروليتر من  50المحضر آنيا إلى

نانوميتر  430الراشح. وتم قياس ا?متصاصية على طول موجي 
  .لمدة دقيقتين spectrophotometer بجھاز

  
  تقدير الوزن الجزيئي للمتحلل البروتيني

  
في ) 18( Schägger) وطريقة Laemmle )17اتبعت طريقة 
الجزيئي  للمتحلل البروتيني باستعمال الترحيل  تحديد الوزن

الكھربائي، بھ.م متعدد ا?كريل ا=مايد، وبوجود العوامل الماسخة 
(SDS- PAGE) عمال جھاز الترحيل الكھربائي المجھز من باست

تم استعمال البروتينات القياسية  ا=مريكية. Bio-Radشركة 
، Sigma) المجھزة من شركة 1والموضحة بالجدول رقم (

  .حضرت البروتينات وفق تعليمات الشركة المجھزةو
 
 
 
 
 
 

  وأوزانھا الجزيئية البروتينات القياسية): 1جدول رقم (
  

 البروتينات
الوزن الجزيئي 

 كيلو دالتن
Myosin 200 

β-galactosidase 
(Lactase) 

116 

phosphorylase 
b 

97 

serum albumin 66 
Ovalbumin 45 

carbonic 
anhydrase 

31 

Lysozyme 14 
Aprotinin 7 

  
  

  البروتينية للمتحل�ت المناعية التطبيقات
  

ئران البيضاء من نوع الفإناث تم تنفيذ تجربة الدراسة على عينة من 
Swiss albino mice ) فأرة، وجرى تقسيمھا إلى أربع 20بلغت (

)  6-4مجموعات، احتوت كل مجموعة على خمسة فئران بعمر (
 National)غم ، تم الحصول عليھا من  22-18أسبوعا وبوزن (

centre for laboratory animal sciences ,Hyderabad , 
India   على العليقة الخاصة بھا وأذيبت المتحل.ت  تم تغذيتھا، وقد

يوما بطريقة  45البروتينية بالماء المقطر وأعطيت يوميا لمدة 
التجريع الفموي. المجوعة ا=ولى مثلت مجموعة السيطرة وأعطيت 
ماء مقطرا فقط،  والمجموعة الثانية أعطيت المتحل.ت البروتينية 

ة الثالثة أعطيت ، والمجموع( 0.5mg/kg)  وبمقدار   1رقم 
، وأعطيت المجموعة الرابعة  2المتحل.ت البروتينية رقم 

  .3 المتحل.ت البروتينية رقم
  

  المواد المستعملة 
  
)  غرام من الصبغة (0.005أذيب ما مقداره . تحضير الصبغة: 1

MTT(3-(4,5–dimethylthiazol2-yl)-
2,5diphenyltetrazolium bromide (  ل مل من  المحلو 1في

، ووضعت على 7ذي ا=س الھيدروجيني PBS الملحي الوظيفي 
محرك مغناطيسي، وتم تمريرھا على ورق ترشيح خاص للتخلص 

  من البلورات الزرقاء غير الذائبة، وحفظت في قنينة معتمة.
 RPMI-1640 medium ( Roswell. تحضير الوسط: 2

Park memorial Institute) - medium    : يمثل الجدول
  ) مكونات الوسط المحضر. 2م (رق
  

  RPMI-1640 مكونات وسط): 2جدول رقم (
  

  التركيز  المركب 
RPMI with glutamine 16.4g 

NaHCO3 2g 
Nystatin(500,000U/100ml) 0.25ml 

Streptomycin (1g/5ml) 0.5ml 
Ampicillin(500mg/5ml) 1ml 
Fetal calf serum (FCS) 100ml 

  
 FCS           ونات ماعدا مصل العجل الجينيتم مزج جميع المك

(Fetal Calf serum)   وأذيبت بكمية قليلة من الماء المقطر
منزوع ا=يونات، ووضعت في مازج مغناطيسي، وتم ضبط ا=س 

مل، بعد ذلك أضيف  900، وأكمل الحجم إلى 7.2الھيدروجيني إلى 
 Nalgeneوتم تعقيم الوسط باستعمال   FCSمل من مادة  100

filter unit (0.2µm)  مل، ثم   25، وتم توزيعه في قناني سعة
أيام، للتأكد من تعقيمه  3لمدة • م 37نقل إلى الحاضنة بدرجة حرارة 

  ل.لحين ا?ستعما •م 4وخلوه  من التلوث، وحفظ في درجة حرارة 
  .(Mitogen Concanavalin A Con A):المشطر. 3
 1تم تحضيرھا بإذابة : Trypan blueصبغة التريبان الزرقاء . 4

مل من المحلول الوظيفي ذي ا=س  100غرام من الصبغة في 
  1، ومررت خ.ل ورق ترشيح واتمان رقم  PBS 7الھيدروجيني 

، وعند  •م 4(محلول خزين للصبغة ) . حفظت بدرجة حرارة 
  . PBSا?ستعمال خففت الصبغة بعشرة  أجزاء من  
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5 .Dimethyl sulfoxide )DMSO .(  
: )FBS)  (Fetal bovine serum( البقري الجيني المصل. 6

  %. 10 بنسبة 
وتم تحضيره من خ.ل مزج  ):PBS( الملحي الوظيفي المحلول. 7

) غرام، كلوريد البوتاسيوم NaCl (8كلوريد الصوديوم كل من: 
0.2) KCl ،غرام (Na2HPO4 )0.15 ،غرام (KH2PO4 

مكونات وأذيبت في كمية قليلة مزجت جميع ال) غرام، حيث 0.2(
مل، وتم تعقيمه  1000من الماء المقطر وأكمل الحجم إلى 

   دقيقة. 30جو  لمدة  1 وضغط  •م 121بالمؤصدة بدرجة حرارة 
  

  النواة من الطحال أحاديةعالق خ�يا  تحضير
  

تم تحضير محلول الخ.يا أحادية النواة من الطحال وفقا لطريقة 
بظروف معقمة وتحت السيطرة، ووضع في  )،  وعزل الطحال19(

 RPMI-1640  -مل من وسط  3قنان معقمة تحتوي على 
medium  مبرد،  وتم ضغط الخ.يا بمنخل معدني، وغسل العالق ال

، وعومل  RPMI-1640 medium الناتج مرتين باستعمال وسط
دقائق. بعد ذلك تم التخلص  5لمدة    200gبالطرد المركزي بقوة 

 RPMI-1640شح وتم إعادة إذابة الخ.يا في وسط   من الرا
medium complete   من محلول    10الذي يحتوي على %
.  تم حساب أعداد الخ.يا باستعمال  FBSمصل العجل الجيني 

صبغة التريبان الزرقاء،  وأمكن تمييز الخ.يا الحية عن الميتة  التي 
يث تمت العملية تأخذ الصبغة خ.ل ثوان عدة بصورة ممتازة، ح

  : وفقا للخطوات التالية
) ومزجه مع ml 0.2أخذ جزء واحد من عالق الخ.يا بمقدار ( -

مل من صبغة  0.2حجم متساو من صبغة التريبان الزرقاء (
  مل من المحلول الملحي الوظيفي).  1.6التريبان الزرقاء في 

 من عالق الخ.يا ووضعه على حافة 20µlأخذ  -
haemocytometer chamber  ثم تركه لمدة دقيقتين، ثم حساب

باستعمال العدسة  (1mm²)أعداد الخ.يا في أكبر مربع بمساحة 
  . بعدھا تم حساب أعداد الخ.يا بتطبيق المعادلة التالية:  40Xبقوة 

  
Cell concentration (cell\ml) =  n × d × 104 

  
  حيث،

n = number of counted cells 
d =dilution factor=10 . 10  

= inversion of volume index 104 

 
  : المعادلة التاليةمعامل البلعمة من خ.ل  تم تقدير

  

  100× عدد الخ�يا المتبلعمة /عدد الخ�يا الكلية 

  
  

  إنتاج الخ�يا اللمفيةقياس 
  

تم قياس تزايد أعداد خ.يا  اللمفية باتباع الطريقة الموصوفة من قبل 
  بعض التحويرات، كما يلي:مع إجراء   )،20(
) لكل   200µl )5×106 cell/mlوزعت خ.يا الطحال بواقع  -

حفرة  bottom plate96-wellحفرة  من الحفر للشريحة ذات 
وكانت نماذج  .Con A(2.5 µg/ml)معقمة حاوية على المشطر 

، وحضنت  ConAغير حاوية على المشطر   controlالسيطرة 
%، ودرجة  5بنسبة   وكسيد الكربون أبحاضنة مزودة بجو ثاني 

  ساعة. 72لمدة  •م37حرارة 
  
) لكل خط MTT )5mg/mlمن  10µLأضيف ما مقداره  -

  ساعات تحت نفس الظروف. 4وحضنت لمدة 
دقائق،  10لمدة  200gعرضت الشريحة للطرد المركزي على  -

  ثم تم التخلص من الراشح.

 Dذابةحفرة  لكل DMSOمن مادة  100�l ما مقداره أضيف -

رجاج  جھاز حعلى سط الشريحة وضعترجوانية  والبلورات ا=

  .دقائق 10لمدة 

بعد ذلك أخذت قراءة ا?متصاصية لكل حفرة  على طول موجي  -

540nm  باستعمالa multimode micro plate reader 

(BioTek, USA) مع وبدون الكثافة الضوئية للحفر ، وتم قياس
  . Con Aإضافة

  
  معامل  البلعمة تقدير

  
) ، مع تحوير طفيف، وكانت 21اعتمدت الطريقة الموصوفة في (

  كالتالي:
) بظروف معقمة، macrophagesجمعت خ.يا البلعمة الكبيرة  ( -

المبرد، وحضر عالق  RPMI 1640مل من وسط  5وحلت بمقدار 
منھا وغسل مرتين بنفس الوسط ، وعرض العالق للطرد المركزي 

  دقائق.  10لمدة  1000gبقوة 
 107)بواقع  Candida albicansتم تحضير عالق من خميرة  -

cell/ml)  دقائق 10لمدة  •م 100وعرض العالق لمعاملة حرارية .
 PBSثم علق في المحلول الوظيفي وتم الحصول على الفأر الذاتي 

دقيقة على  15% لمدة  mouse autologous serum  )(10و
  .•م 37درجة حرارة 

من عالق خ.يا  ml 0.2من عالق الخميرة إلى  ml 0.2أضيف  -
) وترك المزيج ليتفاعل على حرارة  106cell/ml( ةالبلعم الكبير

دقيقة، بعد ذلك تم حساب كفاءة البلعمة على قوة  30لمدة • م 37
  . nm 540امتصاصية بلغت 

  
  

  النتــائج والمناقشـــــة
  

د لوحظ كما ھو مبين في تم الحصول على متحل.ت بروتينية، وق
 240% بعد مرور 19.8) أن أعلى درجة تحلل كانت 1شكل رقم (

دقيقة لجميع التراكيز، وأن درجة التحلل ازدادت مع زيادة تركيز 
 عند حجم  19.8% اDنزيم المستخدم، وبلغت أعلى درجة تحلل 

)  أن أفضل 22مل عالق بروتيني. وقد وجد ( 100مل إنزيم / 2
دقيقة، حيث سجلت أعلى درجة  240كان بعد مرور  زمن للتحلل

نزيم إتحلل للمتحلل البروتيني لبروتينات الشرش باستعمال 
Trypsin  نزيم ھوi1/100، وكان أفضل تركيز ل w/w وفي  .
)، جرى معرفة تأثير استعمال تراكيز مختلفة من إنزيم 23دراسة (

Alcalase نزيمي لبروتين نخالDة الرز، حيث على درجة التحلل ا
 (%) E/S) % 2 ,1.6 ,1 ,0.4 ,0تم استخدام تراكيز من اDنزيم (

(v/w)  نزيم إلى المادةDوقد سجل أعلى درجة تحلل عند تركيز ا ،
% . وفي دراسة مماثلة، أجريت لمعرفة تأثير التحلل  2ا=ساس 

البروتيني للمعزول البروتيني لبروتين الشوفان وبروتين الحمص 
ساعات  3لمدة  8وعلى رقم ھيدروجيني  Trypsinنزيم باستخدام إ

) %  0.1أن أفضل تركيز لiنزيم كان (37  وعلى درجة حرارة 
)w/v (.  
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بتراكيز مختلفة من المادة   TrypsinاQنزيمي للمركز البروتيني لنخالة الحنطة باستخدام إنزيم  DHمنحنى يمثل التغير في درجة التحلل ): 1شكل رقم (

  E/S ratios v/v.(2:100 , 1.5:100 ,1:100)ا�ساس
    

وأظھرت نتائج الفصل بتقنية الترشيح الھ.مي لمتحلل بروتينات 
 4ولمدة  Trypsin  نخالة الحنطة والذي تم تحلله باستخدام إنزيم 

والموضح بالشكل رقم  G-25ساعات باستخدام عمود السيفادكس
) و  21-24الحصول على ث.ث قمم ظھرت في ا=نابيب () 2(
)، وقدرت تراكيز الببتيدات المفصولة   39-53) و (  34-25(

) ملغم/مل، تليھا  0.789، إذ بلغ (3ليكون أعلى تركيز للقمة رقم 
، التي بلغ تركيزھا 1)، ثم القمة رقم 0.546، إذ بلغت (2القمة رقم 

  . ) ملغم/ مل 0.234(
) عند فصل متحلل بروتينات جنين 24نتائج دراسة ( وقد أظھرت

الحصول على خمس قمم،  G-25الحنطة  خ.ل عمود السيفادكس 
وبعد تقدير تركيز الببتيدات كانت تراكيزھا أعلى مما تم الحصول 

 16.32،46.40، 12.93عليه في الدراسة الحالية، إذ كانت (
إلى ا=وزان  )3) % على التوالي. يشير شكل رقم ( 16.60،7.75

الجزيئية للمتحل.ت البروتينية المقدرة بطريقة الترحيل الكھربائي 
أن معظم ا=وزان الجزيئية للبروتينات  لمدة ساعة،  حيث تبين

) 66-96الموجودة في المركز البروتيني للنخالة تراوحت ما بين (
، (35-41) كيلو دالتون، وأن الجزء ا=عظم منھا كان ضمن 

حزم واضحة لبولي ببتايد في التحلل اDنزيمي ضمن  وي.حظ ظھور
وھذا يتفق مع ما  ،كيلو دالتون10-5) ،  (31 ,14مدى وزن جزيئي 

)، حيث أمكن فصل ببتيدات نشطة بيولوجيا 25ذكرته نتائج دراسة (
) كيلو دالتون من بروتينات 10-5تتراوح أوزانھا الجزيئية بين (
  .ولوجية وامت.كھا فعالية مناعيةالنخالة والتي أظھرت كفاءتھا البي

  
  

    

  
سم باستعمال دارئ فوسفات الصوديوم  )X 55 1.5( بأبعاد G-25 الببتيدات الناتجة من كرموتوغرافي الترشيح الھ�مي عبر عمود السيفادكس): 2شكل رقم (

  مل /أنبوبة) 2مل/ساعة) وبمعدل ( 30بسرعة جريان (و  7.0 مو8ري وبرقم ھيدرجيني   0.2بتركيز
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بدرجة  Trypsin نزيم التربسينإ نخالة الحنطة ومتحل�تھا باستعمالفي للمركز البروتيني  مايدأ ا8كريل فحص الترحيل الكھربائي بھ�م متعدد): 3شكل رقم (
) متحل�ت بعد  6 - 2ا�رقام من ( .المركز البروتيني غير المتحلل –1قياسية .البروتينات ال MARولفترات زمنية مختلفة   8ورقم ھيدروجيني • م 37حرارة حضن 

  .) ساعة على التوالي 4، 3،  2،  1،  0.5فترات زمنية (
    

وقدرت الفعالية المناعية لمتحل.ت بروتينات نخالة الحنطة خارج 
من خ.ل دراسة تأثيرھا في ازدياد  In vitroجسم الكائن الحي 

،  lymphocytes proliferationد الخ.يا اللمفية وتكاثر أعدا
كذلك تقدير تأثيرھا على الفعالية البلعمية لخ.يا البلعم الكبيرة 

macrophageواستعمل ، Con A وھوplant T-cell mitogen 
المعروف بقدرته وقابليته على حث تكاثر خ.يا اللمفية كنموذج 

) التأثير الواضح 3رقم (سيطرة. وتوضح النتائج المبينة في الجدول 
للمتحل.ت البروتينية لنخالة الحنطة في الخ.يا الغير مستحثة (بدون 

 Con A) والخ.يا التي تم حثھا بإضافة (Con Aإضافة المشطر 
 SI index)، إذ لوحظ فعل المتحل.ت في تعزيز ازدياد قيم المعامل 

 إضافة) ، وبلغت قيمته بعد  0.59 – 0.26، التي تراوحت من (
Con A )0.30 -0.98  كما أمكنت م.حظة فعل المتحل.ت .(

البروتينية في ازدياد كفاءة عملية البلعمة للخ.يا البلعمية، والتي تعد 
الخط الدفاعي ا=ول تجاه ا=جسام الغريبة.  ويعتقد أن سبب ذلك 
يعود إلى قدرة تلك المتحل.ت على تحفيز إط.ق المدورات الخلوية 

cytokines  ذات التأثير العالي على تحفيز وإظھار مستقب.ت
الخ.يا المناعية، مما زاد من قابليتھا على القيام بعملية البلعمة، 
وبذلك ظھرت الزيادة المعنوية لمعامل البلعمة الذي وصل إلى 

. وقد جاءت 0.231، مقارنة مع معامل السيطرة، الذي كان  0.767

)، التي أجريت لمعرفة 25دراسة (ھذه النتائج متفقة مع ما ذكرته 
تأثير الببتيدات المستحصل عليھا من التحلل اDنزيمي لبروتين نخالة 
الحنطة، اذ وجد أن لھا فعالية في تحفيز تضاعف  الخ.يا اللمفية. 

) أن المتحل.ت البروتينية المستحصل 19كما أظھرت نتائج دراسة (
لصويا أعطت ازديادا في عليھا من التحلل ا=نزيمي لبروتينات فول ا

)، مقارنة بالسيطرة الخالية من 1.578-1.356إلى ( SIقيمة معامل 
)، فض. عن 1.335 - 1.330المتحل.ت البروتينية، التي كانت (

- 0.348الزيادة المعنوية بقيم كفاءة البلعمة التي وصلت إلى (
)  الفعالية المناعية لWجزاء المفصولة من 26). كما أكد (0.465

خالة الحنطة، حيث بين دورھا في تحوير ا?ستجابة المناعية لخ.يا ن
الكبد والحث على إنتاج المدورات الخلوية. وقد أشارت مجموعة من 
الباحثين إلى إمكانية تحضير ببتيدة ث.ثية أطلق عليھا 

(Soymetide)   والتي تتميز بفعاليتھا العالية  على تخصص
، مما يؤدي إلى  Neutrophile لةالخ.يا الجذعية إلى خ.يا عاد

زيادة فعالية البلعمة لiنسان نتيجة لزيادة أعداد تلك الخ.يا في الدم، 
باعتبارھا الخط الدفاعي الخلوي ا=ول في جسم اDنسان، وھو ما تم 
ا?ستد?ل عليه من خ.ل القيم العالية للفعالية المناعية والتي وصلت 

  ). 27) %  (80 -10إلى (

     
  )3، 2، 1الفعالية المناعية للمتحل�ت البروتينية ( :)3( رقم دولج

  

 SI without Con A SI with Con A معامل البلعمة % المتحل�ت البروتينية
Phagocytic   activity  

 الفاعلية البلعمية

1 

0 0.12(control) 0.12 0.231 
63 0.26 0.30 0.245 
62 0.32 0.36 0.259 
63 0.29 0.49 0.302 
65 0.27 0.58 0.303 

2 

0 0.12 (control) 0.12 0.233 
56 0.51 0.59 0.344 
66 0.61 0.71 0.435 
64 0.61 0.78 0.455 
63 0.63 0.74 0.459 

3 

0 0.12(control) 0.12 0.202 
76 0.48 0.67 0.505 
79 0.53 0.83 0.561 
76 0.59 0.76 0.655 
78 0.57 0.98 0.767 

*SI  : Stimulation index  

  
  

 

 



International Journal for Sciences and Technology / ICV: 4.32 - SJIF: 4.487 – GIF: 0.81         Vol. 11, No.2,   June  2016   97       

  المصـــادر
  

1. Jones D. and Gersdorff CEF. (1923). Proteins of 
wheat bran: albumine  and  prolamine analysis of 
globuline , isolation and elementary. J. Biol. Chem. 
58:117-131. 
2. Šramkováa Z.; Gregováb E. and Šturdíka 
E.(2009). Chemical composition and nutritional 
quality of wheat grain. Acta. Chimica. Slovaca. 
2(1):115-138. 
3. Pedersen  C. and Lindberg  JE. (2010). Ileal and 
total tract nutrient digestibility in wheat wet 
distillers solubles and wheat dried distillers grains 
with soluble when fed to growing pigs. Livestock 
Sci. 132: 145-151. 
4. Je JY.; Lee KH.; Lee MH. and Ahn CB. (2009). 
Antioxidant and antihypertensive protein 
hydrolysates produced from tuna liver by enzymatic 
hydrolysis. Food Res. Int. 42:1266-1272. 
5. Werner  GH. (1987). Natural and synthetic 
peptides (other than neuropeptides) endowed with 
immunomodulating activities. Immunol. Lett. 
16:363–370. 
6. Abd El-Salam MH. and El-Shibiny  S. (2013). 
Bioactive peptides of buffalo , camel,goat, sheep, 
mare, and yak milks and milk products. Food Rev. 
Int. 29(1):1-23. 
7. Yoshikawa M.; Fujita H.; Matoba N.; Takenaka 
Y.; Yamamoto T.; Yamauchi R.; Tsuruki H.  and 
Takahata K. (2000) . Bioactive peptides derived 
from proteins preventing lifestyle-related diseases. 
Biofact. 12:143-146. 
8. Meisel  H. and Fitz-Gerald  RJ. (2003). 
Biofunctional peptides from milk proteins : mineral 
binding and cytomodulatory effects. Curr. Pharm. 
Des. 9(16) :1289-1295. 
9. Wroblewska   B. and Jedrychowski  L. (2005). 
Influence of enzymatic cow milk hydrolysates on 
IgA and IgG response of Balb/c mice organism. 
Czech. J. Food Sci. 23: 51–63. 
10. Takahashi M.; Moriguchi S.; Yoshikawaw M. 
and Sakasati R. (1994). Isolation and 
characterization of oryzanten – a novel bioactive 
peptide with immunodulating  activities derived 
from rice albumin. Biochem. Biol. Int. 33:1151-
1158. 
11. Horiguchi N.; Horiguchi H. and Suzuki Y. 
(2005) . Effect of wheat gluten hydrolysate on the 
immune system in healthy human subject. Biosci. 
Biotechnol. Biochem. 69 (12):2445-2449. 
12. Kannan A.; Hettiarachchy NS.; Lay JO. and 
Liyanage R. (2010). Human cancer cell proliferation 
inhibition by a pentapeptide isolated and 
characterized from rice bran. Peptides. 31:1629–
1634. 
13. Clare DA. and Swaisgood HE. (2000). Bioactive 
milk peptides: a prospectus. J. Dairy Sci. 83:1187-
1195. 
14. El-Gamal  M.;  Elmasry  A.; El-Ghoneimy  H. 
and Soliman M. (2011). Immunomodulatory effects 
of food. Egypt. J Pediatr. Aller. Immunol. 9(1):3-13. 
15. Capozzi  A.;Vincentini  O.; Gizzi  P.; Porzia  A.; 
Longo A.; Felli C. et. al. (2013) . Modulatory effect 
of gliadin peptide 10-mer on epithelial intestinal 
CACO-2 cell inflammatory response. J.PLOS. 
ONE. 8(6):1-8. 

16. Adebiyi A.; Adebiyi A.; Ogawa T. and 
Muramoto K. (2008). Purification and 
characterization of antioxidative peptides from 
unfractionated rice bran protein hydrolysates. J. 
Food Technol. 43:35-43. 
17. Laemmli UK. (1970). Cleavage of structural 
proteins during the assembly of the head of 
bacteriophage T4. Nature.227: 680 – 690. 
18. Schägger H.(2006). Tricine–SDS-PAGE. Nat. 
Protoc. 1:16–22. 
19. Kong X.;  Guo M.;  Hua Y.; Cao D. and  Zhang 
C. (2008). Enzymatic preparation of 
immunomodulating hydrolysates from soy proteins. 
Bioreso. Technol. 99 :8873–8879. 
20. Wang Y.; He H.; Wang G.; Wu H.; Zhou B.; 
Chen X. et. al. (2010). Oyster (Crassostreagigas) 
hydrolysates produced on a plant scale have 
antitumor activity and immunostimulating effects in 
BALB/c mice. Mar. Drug. 8:255–268. 
21. Duarte J.; Vinderola G.; Ritz B.; Perdigon G.  
and Matar C. (2006). Immunomodulating capacity 
of commercial fish protein hydrolysate for diet 
supplementation. Immunobiol. 211:341–350. 
22. Duan CC.; Yang LJ.; Li AL.; Zhao R. and Huo 
GC. (2014). Effects of enzymatic hydrolysis on the 
allergenicity of whey protein concentrates. Iran. J. 
Aller. Asthma. Immunol. 13(4): 231-239. 
23. Silpradit K.; Tadakittasarn S.; Rimkeeree H.; 
Winitchai S. and Haruthaithanasan V. (2010). 
Optimization of rice bran protein hydrolysate 
production using alcalase. Asian. J. Food Agri. 
3(2):221-231. 
24. Hu L.; Song  R.  and Gu  Z. (2012) .  An 
antioxidant peptide produced by autolysis reactions 
from wheat germ. Afr. J. Biotechnol. 3640-3648. 
25. Jack I. (2011). Studied on preparation and 
biological activity of wheat bran branpeptides. Med. 
Res. (Abstract). 

26. Neyrinck  M.; Backer  F.; Cani D.; Bindels B.;  
Stroobants A.; Portetelle D. and  Delzenne M. 
(2008).  Immunomodulatory properties of two wheat 
bran fractions – aleurone-enriched and crude 
fractions – in obese mice fed a high fat diet. Int. 
Immunopharmacol.  8:1423–1432. 
27. Tsurukia  T.; Kishia K.;  Takahashia  M.; 
Tanakaa M.; Matsukawaa T. and Yoshikawaa 
M.(2003). Soymetide, an immunostimulating peptide 
derived from soybean L-conglycinin, is an fMLP 
agonist. FEBS. Lett. 540:206-210. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  



International Journal for Sciences and Technology / ICV: 4.32 - SJIF: 4.487 – GIF: 0.81         Vol. 11, No.2,   June  2016   98       

  والفلوفونيد والفيتامينات الذائبة في الدھون في جنين القمح تقدير نسبة القلويد

  
  عبد المنعم حمد مجيد السامرائي، نھى علي ھادي السامرائي

  
  قسم الكيمياء / كلية التربية / جامعة سامراء / جمھورية العراق

  
  

  dr.abdulmonaim@uosamarra.edu.iqالبريد ا?ليكتروني: 
    
  

  ص باللغة العربيةالملخ
   

 ،وتم احتساب النسبة المئوية للزيت المستخلص .على التوالي %)7.6%)(8.4جنين  القمح وكانت تساوي ( في والف.فونيد القلويد نسبة تم تقدير
كما  Kو  Eو D3و  2Dو  A تراكيز كل من  فيتامين أظھرت النتائج ،قياس تركيز الفيتامينات الذائبة بالدھون ، كما تم%   11 ت بأنھا تساويفوجد
  .غذائيا واقتصادياجنين القمح  تخلص الدراسة إلى أھمية .على التوالي µg /ml بوحد ة ,16.28 ,0.338  ,8.39  ,27.29    3.12:   يلي
  

  الفيتامينات الذائبة بالدھون، الزيت المستخلص، القلويد، الف.فونيد  الكلمات المفتاحية:
  
  
  

Estimation  of alkaloids , flavonoids and fat soluble vitamins in wheat germ 
 
Abdul-Monaim H.Al-Samarrai  and Nuha A. H. Al-Samarrai 
 
Dept. of Chemistry / College of Education / University of Samarra / Republic of Iraq 

 

ABSTRACT  

The present study aimed to estimate some of vital  components of  the wheat germ  .The  Percentages of  
flavonoids, alkaloid, fat  and  fibers were  7.6%  ,8.4% ,1% and 15% respectively . The concentration  of  fat  
soluble  vitamin  K,E,D3,D2 and A Were 3.12, 27.3, 8.4,0.34 and 16.3 µg/ml respectively. The results indicated  
the nutritional and economical importance  of  wheat  germ  as a good source  of nutrition. 
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  المقدمـــة 
  

رشيم القمح، أو جنين القمح، أو إنبات القمح ھو الجزء اDنجابي 
، حيث يوجد بين داخل النبتة، وھو جنين البذرة  الذي ينمو

ا=ندوسبيرم وطبقات النخالة في ا?تجاه المعاكس للشق الداخلي 
). ويشكل جنين القمح الجزء ا=سفل من 1) شكل رقم (3-1للحبة (

حبة القمح، و? يرى بالعين المجردة إ? بصعوبة بالغة، ولكنه يظھر 
% من وزن 4نه يقدر بحوالي جلياً إذا رطبت الحبة بالماء. وز

وھو عنصر النمو في ويعد جنين القمح مصدرا غذائيا فعا?، الحبة. 
 1ملليمتر وعرضه حوالي  2حبة القمح، ويبلغ طوله حوالي 

ملليمتر، وينمو منه ساق القمح وجذوره، ويتكون من جزءين 
رئيسين ھما: المحور الذي ينمو عند اDنبات مكوناً الساق والجذر، 

، 2قصعة وھي التي تعمل على إمداد المحور بالمواد الغذائية (وال
). وعند اDنبات تقوم القصعة بتزويد المحور النامي بالغذاء 3

المخزن بھا، فض.ً عن إفراز اDنزيمات الھاضمة وإرسالھا إلى 
ا=ندوسبيرم لھضم الغذاء المخزن به، ثم تمتصه وتوصله إلى 

د اDنزيمات الھاضمة على جنين و? يقتصر وجو المحور النامي.
القمح، ولكنھا توجد أيضاً في طبقة ا=ليرون، فض.ً عن ا=ندوسبيرم 

. ويعتبر الرشيم (جنين القمح) أغنى مكونات حبة  في حبة القمح
). وقد أطلق عليه تسمية (منجم 6-4القمح بالمعادن والفيتامينات (

م إزالته أثناء إحدى المعادن و الفيتامينات). وھذا الجزء الصغير تت
مراحل تكرار حبوب القمح الكامل من  أجل  حفظ حبات القمح ، إذ 
إن الزيوت الموجودة في جنين القمح سريعة التلف إذا لم يتم 

، وھذا ما يسبب التلف لحبات القمح، إذا لم تفصل عنھا. تصنيعھا 
وحديثا، يتم حفظ جنين القمح في أوعية زجاجية معتمة لحمايته من 

يمتاز زيت جنين القمح بلون أصفر فاتح،  ). 8، 7وامل ا=كسدة (ع
وھو مستخلص من جنين القمح. له قوام سميك ورائحة قوية. كما أنه 
حسّاس جدًا، يميل إلى تغيير خواصه إذا لم يتم تخزينه بالطريقة 
الصحيحة بعيدًا عن الحرارة العالية، فبالتعرض للحرارة العالية قد 

ولكن إذا تم حفظه وتخزينه بالطريقة السليمة، قد  يتعرض للتزنّخ.
حيث يعد مضادا لWكسدة بسب  )،9يمتد عمره أشھرا عديدة (

). وله عدة فوائد منھا 11، 10احتوائه على أحماض أوميجا الدھنية (
ا=وكتاكوسانول حماية القلب بسب احتوائه على مادة 

وا=وعية والبوليكوسانول التي تسھم في تحسين وظائف القلب 
الدموية. وقد وجد أيضا أن للبوليكوسانول تأثيرا فعا? في التحكم في 

وزيادة القدرة على التحمل،  إنتاج الكوليسترول عن طريق الكبد ، 
   ).12( أوكتاكوسانولوقدرة العض.ت بسب احتوائه 

  
  

  
  

  ): شكل جنين القمح1شكل رقم (
  
  
  

  المــواد وطرق العمــل
  

  تحضير النموذج
  
ساس الجودة العالية والنوعية الممتازة أم اختيار حبوب القمح على ت

تھيئة العينة  ومن ثم تم في العراق، سواق المحليةالمتواجدة با=
وغسلھا  ،وتنظيف الحبوب بشكل جيد من أي شائبة موجودة فيھا

 وفقا لطريقة(استنبات) جنين القمح  تحضير ، وتممرات عديدة بالماء
)13 .(  
  

  مكوناتتقدير ال
  
قدرت في فرن حراري على درجة حرارة تقدير الرطوبة:  - 1
)، وذلك وفقا 14( م لمدة ساعة واحدة ولحين ثبات الوزن˚)130(

  للمعادلة التالية: 
  
  

  X  100وزن الرطوبة   النسبة المئوية للرطوبة = 
  وزن العينة                    
  

 الرطوبة من العينة قدرت بعد فقدان الكلية: المكونات الصلبة - 2
   ):14وفقا للمعادلة التالية (

  
  النسبة المؤية للرطوبة - %100 المواد الصلبة الكلية =

  
غرام من  10خذ أب قدرت كمية الف.فونيد: تقدير الف�فونويد - 3

  ). 15وفقا لطريقة (عدة مرات واستخ.صھا الجنين 
غم 100ي قدرت فالمستخلص:  الزيتأو ية للدھن ئوالنسبة الم - 4

  ).16( من العينة
غرام من الجنين  10خذ أب قدرت كمية القلويد : تقدير القلويد - 5
  ). 17بحسب طريقة (عدة مرات  استخ.صھاو
ساس أغرام من الجنين على  5في لياف قدرت ا=: تقدير ا�لياف - 6

  ).14( بحسب طريقةم بالحامض والقاعدة ضالھ
 بحسب طريقةن الجنين غرام م 2قدرت في تقدير الرماد:   - 7
)18.(   
  
  

  في الدھون الفيتامينات الذائبة تقدير
  

جھاز باستخدام  تم تقدير الفيتامينات الذائبة في الدھون
ستخدام عمود او ب HPLCداء كروماتوغرافيا السائل عالي ا=

   –في شركة الحقول البيضاء C18 (3mm I.d×10)  الفصل
وحسب ) A,  E, D, Kتامين (ذ تم فصل كل من فيإ ،بغداد/ العراق

  ، وطبقا للمعادلة التالية:)19طريقة (
  

  
  

  حيث،
  g/mµ 25تركيز القياسي = ال

  1⁄1نسبة التخفيف =
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  النتــائج والمناقشـــة
  

المواد الصلبة ، أما % 12قدرت النسبة المئوية للرطوبة فكانت 
. 15.1سبته %لياف فكانت نما محتوى  ا=أ ،% 88الكلية فكانت 

مفيدة لخفض مستويات الكوليسترول  معتدلة تكونالھذه النسبة إن 
لياف في لى دور ا=إضافة باD ،كوز الدمولجو كذلك  ،في الدم

النسبة المئوية للزيت )، وقد سجلت 20القولون (خفض سرطان 
   ).1(جدول رقم  %11المستخلص 

 متصاصا وإعادة امتصاص في حيوية تأثيرات ا=لياف تمتلك
 الغذائية الدھون امتصاص ثم ومن، الصفراء أحماض

 يمكن الغذائية ا=لياف من مناسبة كميات استھ.ك إن. والكوليسترول
 أمراض ومخاطر الدم مصل في الكوليسترول مستوى يخفض أن

 السكري ومرض واDمساك الدم ضغط وارتفاع التاجية القلب
  ). 20ن (القولو وسرطان

 نسبة أعلى البذور في الدھون وجود يشكل إذ، عياطبي أمرا ذلك ويعد
 ،البذرة في للجنين غذاء تشكل =نھا، ا=خرى النبات أجزاء من

  ،حماض الدھنية غير المشبعةن الزيت يحتوي على ا=إوكذلك ف
 ،التي تمنع تصلب الشرايين ،الدھنية أوميجاحماض أخص وبا=

على مادة تسمى كما يحتوي   ،مراض القلب الوعائيةأوتقلل من 
ھذه المادة ھامة جدا لخفض نسبة ، phytosterol فيتوسترول

ويعتبر جنين  ،مما يساعد على صحة القلب ،الكوليسترول الضار
القمح أكثر ا=طعمة التي تحتوي على ھذه المادة المخفضة 

وكذلك تقلل من مخاطر  ،مراض القلبأالتي تقلل من  ،للكوليسترول
 ،فكانت منخفضة ،نسبة الرمادأما  ).11( يارتفاع ضغط الدم العال

ھذا يدل على وجود مستوى العناصر المعدنية العالية في جنين و
والتي سجلت حوالي  )،21اDنسان (والضرورية لحياة   ،القمح

  . %7.6فقد كانت  ،ما النسبة المئوية للف.فونيدأ %.2
درتھا بسبب ق ،الف.فونيدات المسؤولة عن مضادات ا=كسدةوتعتبر 

لھا القابلية على إذ إن  ،أو اDلكترون المفرد ،على منح الھيدروجين
واع أننزيمات المسؤولة عن توليد وتثبيط اD ،اختزال الجذور الحرة

يضا على ربط أكما تعمل الف.فونيدات  ،وكسجين التفاعليةا=
مما  ،وبالتالي توقف سلسلة التكاثر أثناء عملية ا=كسدة ، العناصر
حماية الجزيئات البيولوجية الداخلة في تركيب الخلية  إلىيؤدي 

وھي ، %8.4نسبة القلويدات فكانت  أما ).22ا=كسدة (الحية ضد 
وتدخل في تركيب العديد من العقاقير  ،مركبات مھمة في الطب

وتعد  .ثيرات فيسيولوجية مھمة على الحيواناتأوتمتلك ت ،المھمة
ولية في تصنيع العقاقير أمادة  Solasodineالقلويدات مثل 

خوصا بعض القلويدات الموجودة في النبات  تمتلكو ،السترويدية
 ةومضاد  ،Spasmolytic مضادة للتشنجكمواد منھا  مختلفة
 مخدرة ، كما تستخدم كمواد anti-cholinergic الكولين  لغفراز

anesthetic )23( .  
  

ن الدراسة من المواد ): التقديرات التي تم الحصول عليھا م1جدول رقم (
  الغذائية والرطوبة في جنين القمح

  
  تقدير النسبة %  المواد الغذائية 

  12  الرطوبة 
  88  المواد الصلبة الكلية 

  15.1  ا=لياف
  2  الرماد

  11  نسبة الزيت المستخلص
   7.6  الف.فونيدات 
   8.4  القلويدات 

  
  

  الذائبة في الدھونتقدير الفيتامينات 
  

بالزيت المستخلص  D3, D2,E, AK,اكيز  الفيتامينات قدرت تر
من جنين القمح وذلك بالمقارنة بين زمن احتجازھا مع زمن 
ا?حتجاز القياسي، حيث تراوحت التراكيز من أعلى تركيز سجل 

 D2إلى أقل تركيز سجل لفيتامين ، E g/mlµ 27.29لفيتامين 
g/mlµ0.338 ، أما الفيتامينات ا=خرىA,D3,K ،جلت فس

  g/mlµعلى التوالي بوحدة   16.28و  8.39و 3.12التراكيز 
   ). 3، 2، شكل رقم 3، 2(جدول رقم 

 
 

زمن ا8حتجاز والمساحة تحت القمة للفيتامينات القياسية ): 2جدول رقم (
  المفصولة

  

  
  

  
تركيز وزمن ا8حتجاز وعرض الحزمة  واسم الفيتامين المفصول ): 3جدول رقم (

وذلك بالمقارنة مع زمن احتجاز وعرض   ،ستخلص من جنين القمحفي الزيت الم
  الحزمة للفيتامينات القياسية

  

  
  

  
  

الدھون في الزيت المستخلص من في الفيتامينات الذائبة ): 2شكل رقم (
 باستخدام عمود الفصل HPLC جنين القمح والمفصولة  بجھاز 

(10×3mm I.d)C18.  
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الدھون والمفصولة  بجھاز في قياسية الذائبة الفيتامينات ال): 3شكل رقم (
HPLC  باستخدام عمود الفصل (3×10mm I.d)C18  
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ميركابتوإيثانول لدى بعض المراجعين  -2ضداد البروسي� باستخذام اختبارات التراص المصلي وأالتحري عن 

  للعيادات الخارجية في مدينة سامراء وضواحيھا

  

  أسماء عيسى محمود

  قسم التحلي.ت المرضية / كلية العلوم التطبيقية / جامعة سامراء / جمھورية العراق

  
 asma_easa@yahoo.com البريد ا?ليكتروني:

  
  

  الملخص باللغة العربية 
  

 تضمنت الدراسة تشخيص حمى مالطا ( داء البروسي.) لدى أشخاص يشتبه بإصابتھم بداء البروسي.، وكذلك عينة من أشخاص أصحاء لمعرفة فيما
ت المصلية، والكشف عن أضداد ھذه الجرثومة. بينت إذا كان ھناك أشخاص حاملين لھذه ا=ضداد، وخاصة في المناطق الريفية باستخدام ا?ختبارا

%) لWشخاص في مركز المدينة، 23,3%) من العينات التي أعطت نتيجة موجبة كانت تعود لمرضى يقطنون ا=رياف و (76,7النتائج أن نسبة (
في الكشف عن أضداد البروسي.  STATو   RBTبينما أعطت جميع العينات التي جمعت من أشخاص أصحاء نتيجة سالبة . تم استخدام طريقة

  .لبيان أفضل الطرق
  
  

  ميركابتوإيثانول - 2حمى مالطا، اختبار الروز بنغال، اختبار ا?نابيب ، : الكلمات المفتاحية
  
  
  

Investigation of Brucella antibodies using serological agglutination tests  and  2- 

Mercaptoethanol in some outpatients in the city of Samarra and its suburbs 

 

Asmaa E. Mahmood 

College of Applied Sciences / University of Samarra / Republic of Iraq 

 

ABSTRACT  

 

The study was carried out employing RBT and STAT methods for diagnosis of Malta fever in patients suspected 
of Brucellosis as well as in apparently healthy individual living in the city and in the suburb areas to identify the 
carrier cases of the disease. The study showed that, 77% of the cases that gave positive result, were  came from 
patients living  in the suburb areas, while only 23% of the  positive cases came from individuals living in the city. 
None of healthy individual gave positive reaction. Comparison from using RBT and STAT tests was carried out to 
discover the best methods for detecting brucella antibodies. 
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  المقدمــة 
  

داء البروسي.  أو الحمى المتموجة أو الحمى المالطية أو حمى 
 بأنواع العدوىواحد ينتج عن  لمرضالبحر ا=بيض المتوسط أسماء 

، وھي عدوى تصيب  Brucella البروسي. بكتيريامختلفة من 
). 1كتيريا المُسببة للمرض من الحيوان إليه (اDنسان نتيجة انتقال الب

ھناك ستة أنواع من ھذه الجرثومة؛ ث.ثة أنواع منھا فقط ھي 
المسؤولة عن انتقال المرض لiنسان، وھى جرثومة بروسي. الغنم 

Brucella melitensis جرثومة بروسي. البقر ،Brucella 

abortus bovis ،رجرثومة بروسي. الخنازيو Brucella 

abortus suis . ھذا المرض واسع ا?نتشار، ويعتبر مشكلة إن
صحية في بلدان البحر ا=بيض المتوسط، الشرق ا=وسط، جنوب 

  ).2،3آسيا، وجنوب أميركا (
يمكن    تشخيص الحمى المالطية بطرق مختبرية، مثل زرع الدم، 

الزرع إثباتا قاطعاً لداء  وا?ختبارات المصلية، إذ يعطي
.ت، إ? أن زرع الميكروب يستغرق وقتاً ، حيث إن النمو البروسي

الجرثومي بطيء نسبياً، ويحتاج إلى خبرة مخبرية، وعينات 
مجموعة بشكل م.ئم. وعلى الرغم من أن الزرع ھو ا?ختبار 
المعياري لداء البروسي.ت ولقياس معدل إيجابية الزرع الذي يكون 

توى العزل يتناقص بشكل مرتفعا في الحا?ت الحادة، إ? أن مس
ملحوظ في اDصابات المزمنة، ع.وة على أن الزرع يتثبط عندما 

ولھذا فإن التشخيص يعتمد عادة على تستخدم المضادات الحيوية. 
أما ا?ختبارات المصلية، ). 5، 4الطرق المصلية غير المباشرة (

 العديد منھا لغرض تشخيص داء البروسي.، وأھمھا اختبارفيستخدم 
 Rose Bengalاختبار  ، مثل Agglutination Testsالت.زن 

Test (RBT) المادة الكاشفة في ھذا ا?ختبار ھي بكتيريا، و B. 

abortus   المصبوغة بصبغة الروز بنغالPh 3.6  وبسبب ،
سھولة ا?ختبار، فغالبا ما يستخدم للكشف عن أضداد الروسي. في 

م بالبروسي.، مما يجعله مصول ا=شخاص الذين يشتبه بإصابتھ
اختبارا شائعا في المختبرات ذات اDمكانيات المحدودة. وبسبب 
ظھور نتائج سلبية كاذبة لھذا ا?ختبار بسبب ظاھرة البروزون 

Prozone   أو البوستزونPostzone  من الضروري تأكيد نتائج ،
ب طريقة الت.زن با=نابيمثل  )،7-5ھذا ا?ختبار باختبارات أخرى (

). إن وجود ا=جسام المضادة ? يعني STAT) (8( القياسية
بالضرورة اDصابة بالبروسي.، ?حتمال حدوث تصالب مع جراثيم 

كما أن  ). 9أخرى سلبية الغرام، مما يعطي نتيجة إيجابية كاذبة (
معظم ا?ختبارات المصلية المعتادة التي يعتمد عليھا تشخيص داء 

اDصابة الحديثة والمزمنة، =نھا ? تفرق  البروسي.  ? تفرق بين
- 2. فباستخدام المركب IgMو  IgGبين الجسم المضاد 

mercaptoethanol فإنه يحطم رابطة ثنائي الكبريتيد وينھي ،
،وبذلك يبطل مفعوله، وبالتالي فإن أي ت.زن يظھر  IgMبلمرة 

ي ، مما يعن ME -2كونه ? يتأثر بالمركب   IgGيشير إلى وجود 
بالمشاركة مع    ME-2ويستخدم    ).10ان اDصابة مزمنة (

STAT   النوعية للتمييز بين ا=ضداد الراصةIgG  وIgM  .  
، ويعد كشف ا=ضداد  STATتعدي.ً ?ختبار ME-2يعد اختبار  

ھاماً لتشخيص المرضى المصابين بداء البروسي.ت   IgMالنوعية 
وسي.ت، المزمن تكون أضداد  الحاد، ولتمييز المصابين بداء البر

IgM  النوعية موجودة في العدوى الباكرة، وتبقى عادة قابلة للكشف
لعدة أسابيع إلى أشھر. وفي بعض الحا?ت يمكن أن تستمر أضداد  

IgM   سنة بعد العدوى.  تتطور أضدادIgG  النوعية بشكل متأخر
 في العدوى، وتوجد في المصل أشھرا أو حتى سنين بعد شفاء

 ). 11المريض (
وبھذا، فقد ھدفت الدراسة الحالية إلى الكشف عن احتمالية وجود 
أشخاص يحملون أضداد البروسي.، والتحري عن أفضل الطرق 

  .للكشف عن وجود تلك ا=ضداد
  
  

  المــواد وطرق العمــل
  

جمعت عينات المصل من المرضى عن طريق سحب الدم من 
ة من المصل في أنابيب الوريد من كل مريض، وحفظت كل عين

لغرض إجراء ا?ختبارات المصلية.  Eppendrofs tubeإبندروف 
) عينة من مصل أشخاص يعتقد بإصابتھم بداء 98جمعت (

البروسي. من المرضى المراجعين للعيادات الخارجية في مدينة 
) عينة من أشخاص أصحاء ومن ك. الجنسين 40سامراء، و(

مل من الدم  في أنابيب زجاجية  6تم سحب    وبأعمار مختلفة.

معقمة، بعدھا نقلت النماذج إلى المختبر في صندوق من الفلين 
المثلج، بعدھا تم فصل المصول باستخدام جھاز الطرد المركزي 

دقيقة، ثم حفضت المصول بدرجة  15دورة في الدقيقة لمدة  3000
  .درجة مئوية 4حرارة 

  
  ا8ختبارات المصلية

  
و  RBTات المرضى إلى الفحوصات التالية: أخضعت جميع عين

STAT  2وME test .  
  
: تم )Rose Bengal Test  - RBT( اختبار ت�زن الشريحة - 1

  ). 12بحسب ما ورد في ( ھذا ا?ختباراجراء 
 Standard Tubeاختبار الت�زن بطريقة ا�نابيب ( - 2

Agglutination Test – STAT :( تم إجراء ھذا ا?ختبار
  ).  13( ا ورد فيحسب م

  
  

  النتـــائج والمناقشــــة 
  

في ھذه الدراسة، تم جمع عينات من أشخاص مراجعين  للعيادات 
الخارجية في مدينة سامراء وضواحيھا (الريف)، ممن ظھرت 

) من 30) عينة: (98عليھم أعراض مرض البروسي.، وبواقع (
) عينة 43( ) أن1) من اDناث،  ويبين الجدول رقم (68الذكور و (
صابتھم بإ%  من مصول ا=شخاص الذين يشتبه 43.9وبنسبة  

بحمى مالطا أظھرت إيجابية لمرض البروسي.. كما يبين الجدول أن 
عدد اDناث المراجعات للعيادات كان أعلى بكثير من عدد الذكور، 
مما يمكن تفسيره بأن بعض النساء ربما تعاني من آ?م المفاصل 

  ضه مع أعراض حمى مالطا.التي تشترك أعرا
  

  ): ا�عداد والنسب المئوية لXصابة بحمى مالطا بحسب الجنس1جدول رقم (
  

  النتائج
  المجموع  اQناث  الذكور

  النسبة%  العدد  النسبة%  العدد  النسبة%  العدد
 43.9 43 38.2  26 56.6 17  إيجابية
 56,1 55 61,8 42 43.4 13  سلبية

 100 98 69.4 68 30.6 30  المجموع
  

  
% من 49 ) أن ما نسبته 2كما أظھرت النتائج في جدول رقم (

المراجعين الذين تظھر عليھم أعراض مرض البروسي. ھم من 
سكان النواحي الريفية لمدينة سامراء، في حين كانت النسبة المتبقية 
من مركز المدينة. ومن م.حظة النتائج يتبين أن ا=عداد متقاربة 

لمرض تشترك مع أعراض أمراض أخرى، =ن أعراض ھذا ا
  .وخاصة التھاب المفاصل وارتفاع درجة الحرارة

)، يتبين أن نسبة 3لكن، بم.حظة ما جاء من نتائج في جدول رقم (
اDصابة لدى سكان الريف كانت أعلى من سكان المدينة، إذ بلغت  

% مقارنة مع المصابين من مركز المدينة،  ا=مر الذي يمكن  76.7
سيره بأن سكان المناطق الريفية  في تماس مباشر مع الحيوانات تف

المصابة، مما يجعلھم أكثر عرضة لiصابة بھذا المرض، وھذا 
)، حيث وجدت أن 14يتفق مع ما توصلت إليه نتائج دراسة (

العاملين في الحقول والذين ھم في تماس مباشر مع الحيوانات، 
رضة لiصابة بحمى مالطا. وكذلك ا=طباء البيطريين، ھم أكثر ع

كما ي.حظ من الجدول أن نسبة إصابة اDناث كانت أعلى مما لدى 
الذكور، ا=مر الذي يمكن تفسيره بأن أكثر العاملين في مجال رعاية 

  .الحيوانات في المناطق الريفية لمدينة سامراء ھن من اDناث
  

دات الخارجية ): ا�عداد والنسب المئوية للمراجعين للعيا2جدول رقم (
  بحسب المنطقة الجغرافية

  

الموقع 
  الجغرافي

  النتائج
  المجموع  العينات السالبة  العينات الموجبة

  العدد
النسبة 

%  
  العدد

النسبة 
%  

  العدد
النسبة 

%  
 51 50 72.7 40 23.3 10  المدينة 
 49 48 27.3 15 76.7 33  الريف 
 100 98 56.1 55 43.9 43  المجموع
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  ):  نسب اQصابات بين سكان الريف والمدينة3(جدول رقم 

  

  الجنس

  اQصابات 
  المجموع  مدينة  ريف

  العدد
النسبة 

%  
  العدد

النسبة 
%  

  العدد
النسبة 

%  
 37.2 16 40 4 36.4 12  ذكور
 62.8 27 60 6 63.6 21  إناث

 100 43 23.3 10 76.7  33  المجموع
  
  

)  43نة من مجموع () عي33) أن (4أظھرت النتائج في جدول رقم (
قد أعطت نتيجة موجبة باستخدام طريقة الروز بنغل التقليدي 

RBT . ويستخدم ھذا ا?ختبار غالبا للكشف السريع عن أضداد
البروسي. في مصل ا=شخاص الذين يشتبه بإصابتھم بالبروسي.، إذ 
يعتمد على الت.زن مابين ا=ضداد في مصل المريض وبين الخلية 

)، حيث بينت النتائج أن حساسية  15المصبغة والمقتولة (الجرثومية 
، بينما كانت نسبة الحساسية  RBT 77.8%اختبار الروز بنغل 

% 100و  93.9% ، وكانت 57.5) 16ل.ختبار نفسه في دراسة (
إن ظھور نتيجة سالبة  ). 18، 17على التوالي في كل من دراسة (
ربما يعود إلى  False negativeكاذبة في العينات بھذا ا?ختبار 

،  Postzoneأو  بوستزون  Prozoneحدوث ظاھرة البروزون  
كما ان حساسية  الروز تعتمد على تركيز المستضد وعلى تحضير 
المستضد التجاري المستخدم في مختلف المختبرات، باDضافة إلى 
انخفاض نسبة حساسية ھذا ا?ختبار في الدراسة الحالية، والذي رما 

إلى أن اDصابة حديثة جدا،  ولم يكتمل تكون ا=جسام يرجع 
المضادة.  إ? أن سھولة ھذا ا?ختبار يجعله يستخدم كخطوة أولى 

وعلى ). 19للكشف عن ا=جسام المضادة لجرثومة البروسي. (
الرغم من أن اختبار الروز يعتبر من أسرع وأسھل ا?ختبارات 

ج سلبية كاذبة في بعض المصلية التقليدية، إ? أنه يعطي نتائ
  . لذلك من الضروري إجراء اختبار آخر ا=حيان، 

  
  

  مختلفة باختباراتضداد البروسي� أنتائج الكشف عن  :)4( رقم جدول
  

  العينات السالبة  العينات الموجبة   ا8ختبار
  النسبة %  العدد  النسبة %  العدد

RBT 33 77.8  9 22.2  
STAT 43 100  0 0 
2-ME 15 40.7 28 59.3 

  
  

، حيث  STATا?ختبار الثاني المستخدم في الدراسة الحالية ھو 
 RBTبالمقارنة مع  1:160)  وبمعيارية 100كانت حساسيته (%

. وقد أشارت العديد من الدراسات إلى أن  معيارية  (77.8%)
)،  بالرغم  من أن 20تعد أفضل معيار لحساسية ا?ختبار ( 1:160

  1/160<قد أشارت إلى أن المعيارية  بعض الدراسات ا=خرى
أيضا تقع ضمن تشخيص البروسي.، وخاصة في المناطق التي 

وقد جاءت نتائج ھذه الدراسة متوافقة   ).21يستوطن بھا المرض (
 100كانت   STATإذ وجد أن حساسية اختبار )، 1دراسة (مع 
ت والتي أعط )،15بينما جاءت غير متوافقة مع نتائج دراسة (  %،

% . إن ارتفاع نسبة حساسية 62.5حساسية ل.ختبار نفسه نسبتھا 
ھذا ا?ختبار بھذه الطريقة ربما يعود إلى ان معظم المرضى  

أشھر، في حين أن انخفاض نسبة  3يعانون من المرض لفترة تتعدى 
حساسية ا?ختبار في الدراسة ا=خرى ربما يعود إلى أن المرضى 

 ). 19إصابتھم حديثة (
)، أن حساسية العينات 4تبين النتائج في نفس الجدول (رقم  كما

%، مما يعني  40.7  ميركابتوإيثانول كانت -2الموجبة ?ختبار 
متوافقة مع مرحلة مزمنة للمرض أو حالة  IgGوجود أضداد 

اكتشاف المسـتويات المرتفعة من ا=ضداد انتكاسة، بينما يعد 
لiصابة الحادة أو تحت  مؤشرا جيداً للمرض أو   IgMالنوعية 
للكشف ميركابتوإيثانول مھما   -2). ويعد اختبار 23، 22الحادة (

يمكن قياس عن نوع ا=جسام المضادة في مصل المريض، حيث 
 -2بمعاملة المصل باختبار  IgGمعيارية الجسم المضاد 

 ).IgG )24، بينما يبقى  IgMميركابتوإيثانول لغرض تعطيل 
يثبط   MAT -ميركابتوإيثانول - 2فإن  IgMر ووفقا لتحييد تأثي

، باDضافة Yersinia enterocoliticaا?ستجابة المناعية لبكتيريا 
  ). 25إلى ا?ستجابات المصلية ا=خرى (

  
  

  الشكر والتقديــــر
  

تشكر الباحثة كلية العلوم التطبيقية في جامعة سامراء لتقديمھا الدعم 
   والمساندة Dتمام ھذه الدراسة.
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