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 الخلاصة 

تم تسليط الضوء في الدراسة الحالية على معرفة التأثير التثبيطي للمستخلص الكحولي  

ضد خميرة   Ethanolic Punica Granatum Peels ( EPGP )لقشور الرمان 

Candida albicans  ،  وكذلك تقييم فعالية هذا المستخلص على قابلية تكوين الغشاء

من خلال معرفة مستوى التعبير الجيني للجين    C.albiacnsلخميرة   biofilmالحيوي 

Agglutinin Like – Sequances 1 (als1 )  ستخدام تفاعل سلسلة البلمرة في الوقت با

وتم تشخيصها بواسطة الاختبارات التشخيصية من خميرة الكانديدا عينة  62تم جمع إذ الحقيقي 

 12 ( 19.35 % )و    C.albiacnsتعود للنوع   (50%) 31والبايوكيميائية وتم عزل 

 % )و  C.tropicalissتعود للنوع  (٪11 (17.74 و   C.dubliniensisتعود للنوع 

التي     C.albiacnsثم تم الكشف عن قدرة خميرة  ، C.kruseiتعود للنوع  8 ( 12.90

 Congoهي قيد الدراسة على قابليتها على تكوين الغشاء الحيوي بطريقة آكار احمر الكونغو 

red Agar (CRA)،  ملغم/ مل   ( 12.5 ، 25 ، 50 ، 100 ،150 )واختبرت التراكيز

بطريقة   C.ablicansعلى خميرة  ( EPGP )من المستخلص الكحولي لقشور الرمان 

 qRT- PCRومن خلال استخدام تقنية  Microdilution Methodقة الانتشار بالحفر وطري

لمعرفة التأثير التثبيطي للمستخلص للغشاء  (ALS1 )تم قياس مستوى التعبير الجيني للجين 

قادرة على تكوين    C.albiacnsمن خميرة  16( 51.6 % )وبينت النتائج أن  ،الحيوي 

 62.5% )و  strong اقوي اأعطت غشاء حيوي6 ( 37.5 % )  } الغشاء الحيوي وتضمنت 

لم تكون غشاء  15( 48.4 % ){ وأن   intermediate امتوسط اأعطت غشاء حيوي 10(

 22ملغم/ مل قد أظهر أعلى منطقة تثبيط بلغت قيمتها  150كما بينت النتائج بأن التركيز  احيوي

تم  كذا،ومليمتر 9ملغم / مل أظهر أقل منطق تثبيط بلغت قيمتها  12.5مليمتر بينما التركيز 

ملغم /  12.5كانت قيمتها إذ خميرة  للمستخلص ضد ( MIC )حساب التركيز المثبط الادنى 

ملغم / مل هو  25أن التركيز يتبين  ALS1مل وعند حساب مستوى التعبير الجيني للجين 

 ،ALS1  (0.21التركيز المثبط الادنى للغشاء الحيوي وبلغت مستويات التعبير الجيني للجين 

ملغم/مل على التوالي في  (25 ، 50 ،100 ، 150 )للتراكيز(0. 640   ،0.394 ، 0.220

ملغم / مل لم يظهر تأثيرًا واضحًا في مستوى التعبير الجيني عند  12.5حين أن التركيز 

نستنتج من الدراسة الحالية كفاءة  ،  P> 0.05مقاومته بالسيطرة عند مستوى احتمال 

 المستخلص الكحولي لقشور الرمان العالية في تأثيره على الغشاء الحيوي لخميرة
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II 

C.albicnas من خلال تأثيره على الجينALS1   مما يدل عل إمكانية استخدامه كعلاج

لما له من فعالية عالية ضد الخميرة المسببة  Candidiasisللمصابين بمرض داء المبيضات 

للمرض وضد عوامل ضراوتها التي لها دور كبير في امراضيتها وجعلها مقاومة للمضادات 

 الفطرية
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                                                                                Introduction المقدمة  

من الكائنات الدقيقة التي تتواجد بصورة طبيعية على الجلد و الاغشية المخاطية  C.albicansتعد خميرة         

 على الرغم من ذلك فان لهذه الفطريات الانتهازية.و( Francoiset  al.,2013 )في الافراد الاصحاء 

Oppertunistic fungi   القدرة على ان تسبب ما يعرف بداء المبيضات( Candidiasis )  30-50لما يقرب 

بالامكان أن  و( Coretaset  al.,2011;Zuluagaet  al.,2010 ) % من الاشخاص الاصحاء بالعالم

في الاصحاء الى اصابة تهدد حياة  ) ( Superficial infection يتطور داء المبيضات من اصابة سطحية 

. و مما   (immunocompromised ).( Francoiset al,2013)الافراد كما في الاشخاص ضعيفي المناعة

   Virulence factorsهو امتلاكها لمختلف عوامل الضراوة    C.albicansأسهم في امراضية خميرة 

 ; Konopkaiket  al.,2010 )باسطح المضيف وانسجته   Adhesionالمتمثلة في قدرتها على الالتصاق 

Punithavathyet  al.,2012 ) ، وتكوينها للهايفاتHyphae formationالخلية راق سطح اختو

Penetration  وتكوين الاغشية الحيويةBiofilm formation  والتبديل المظهريPhenotypic – 

switching  مائيافضلا عن افرازها للانزيمات المحللةHadrolytic enzymes        ( Nichollas et  

al.,2011) 

من عوامل الضراوة الرئيسية في خميرة  Biofilmبأن الغشاء الحيوي  et al,(2013) Taffبين         

C.albicans  الذي يعد سببا لمقاومة الخميرة للمضادات الفطرية. وهو عبارة عن تجمعات من الخلايا و الخيوط 

Hyphae and Pseudohyphae ) ( الذي  يكون مغلفا بمادة خارج خلويةExtra Cellular Matrix 

(ECM)  تفرزها خلايا خميرةC.albicans . ( Blankenship et  al.,2006 )  

                                                                                                                            

عملية تشفير للجزيئات الكبيرة لبروتينات الجدار  وعملية تكوين الغشاء الحيوي على اسطح المضيف تتوسطها       

,  Glycosyl – Phosphatidyl – Inositol - Cell wall - Proteins (GPI – CWPs)الخلوي  

 – Agglutinin – like sequence ( ALSمثل عائلة الجين  C.albicansبواسطة جينات خاصة بخميرة 

gene ) family لالتصاق التي لها دور مهم في عملية ا( Hoyer et  al.,2008 ; 2007 ; Yeater , et 

al.,2007 ; Nobile et  al.,2006 ).   
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 Zhao et) ( ALS1 → ALS7 and ALS9 )ثمانية اعضاء او جينات  (ALS)و تتضمن عائلة الجين         

 al.,2007 ) و يظهر الجين .( ALS1 )  تعبيرا عالياoverexpression  في تكوين الغشاء الحيوي داخل جسم

     in vitroوخارج جسم الكائن الحي ,in vivo  ( Nailis et  al.,2010 ; Li et  al.,2007) الكائن الحي

Riciova et  al.,2010 ; Nett et  al.,2009 ) .) 

مصادر للمضادات الحيوية لامتلاكها فعالية حيوية بوصفها ونة الاخيرة المنتجات الطبيعية في الآاستخدمت          

 Tanninsنية بانواع المركبات الثانوية ) التانينات غلمختلف انواع الاحياء الدقيقة و يعزى ذلك لكون هذه النباتات 

التي تتميز وغيرها( Alkaloidsت القلويدا ، Flavonoidsالفلافونات  ، Terpenoidsالتيربينات  ،

 Punica)(.وسلطت بعض الدراسات الضوء على نبات الرمان sher,2009بخصائصها المضادة للمايكروبات.)

granatum L.)  .لامتلاكه هذه الخصائص(Sadeghin et  al.,2011). 

  

من النباتات الطبية القديمة التي استخدمت بشكل واسع في الطب  (.Punica granatum L )يعد الرمان        

استخدم في امريكا و اسيا و افريقيا و  إذ ، ( Edible fruits )الصالحة للاكل ان يعرف قديما بالفاكهة كالشعبي و 

 متنوعة. . لما يمتلكه من فعالية عقاقيرية ( Olapour, et al.,2010 )اوروبا لمعالجة مختلف الامراض.

Jurenka.2008))واشار.Anibale et al.,(2012)  للفطريات  امضادبوصفه الى فعالية الرمان

Antifungal  في دراسته على الفطرCandida albicans . 

منها طريقة  ( Biofilm )العديد من الطرق التي يتم الكشف بواسطتها عن الغشاء الحيوي هناك و      

Microtiter plate ( MTP ) .( Rukayadi and Hwang,2006 ; Mathur et al.,2006 ) .طريقة و

 Congoطريقة وسط احمر الكونغو وTube method(TM)  .(Millsap et al.,2001) انبوب الاختبار

red Agar method ( CRA )  .( Hassan et  al.,2011 )  مجهر الليزر الماسح البؤري . و طريقة

Confocal laser scanning microscopy ( CLSM )  .( Xavier et  al.,2003 ) غيرها. وقدو 

الذي يدخل في تكوين الغشاء الحيوي في  ALSيير الجيني للجين للكشف عن التع qRT – PCRاستخدمت تقنية 

   ( Green et  al.,2006 ; 2004) .       الفم  منطقة من للعينات المعزولة C.albicansخميرة 
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 P.granatumلقشور الرمان  Ethanolic Extractفي الدراسة الحالية استخدم المستخلص الكحولي        

Peels    ( PGP )  بهدف تقدير فعاليته على الغشاء الحيوي لخميرةC.albicans الجيني من خلال التعبير

gene expression لجين ل( ALS1 ) و يمكن تحقيق ذلك من خلال المحاور الاتية  : 

 و ماحول الاسنان من الاشخاص المصابين.من منطقة الفم  اوتشخيصهاC.albicansعزل خميرة  -1

 .( CRA )على تكوين الغشاء الحيوي بطريقة احمر الكونغو  C.albicansالكشف عن قدرة الخميرة  -2

تراكيز تقدير حساسية خلايا الخميرة للمستخلص الكحولي لقشور الرمان و ذلك بعد استخلاصه و عمل  -3

 مختلفة منه

كيز المختلفة و معاملته بالترا ( Petri dishes )تنمية الغشاء الحيوي للخميرة في اطباق بتري  -4

 للمستخلص الكحولي.

بواسطة تقنية  ALS1عالية المستخلص على الغشاء الحيوي من خلال التعبير الجيني للجينتقدير ف -5

Quantitative Real – Time Polymerase chain Reaction (qRT-PCR). . 
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  Candida albicansخميرة  - 1

  Oidium albicansتسمية   1853في عام   Charles Philipe Robinأطلق       

اض  ضاشارة إلى الابي albicansمستخدمًا مصطلحات   Candida albicansعلى خميرة 

 (Whiten  أحد اعراض مرض )السلاق   (Thrush  الذي تسببه هذه الفطريات . وعرفت )

في العام   Brownlie. أما  Zopf لدنمن  1890في العام  Monilia albicansبأسم 

ثم استقرت تسميتها لتصبح  Blastomyces albicansأطلق عليها تسمية فقد  1920

Candida albicans  لدنمن  1923في عام Berkhout قدرة خميرة  ت. واكتشف

C.albicans   على التحول الشكليSwitching morphology  على يدSlutsky 

 .(  Refai , et al . 2015( .)  1985وجماعته ) 

ولكن تعد خميرة   .Candida spp االعديد من أنواع الكانديد وعلى الرغم من وجود       

C.albicans   موجودة في من أنواع الخميرة ال 80%الأكثر شيوعًا حيث تصل إلى أكثر من

 اأنها تمثل جزء إذ Endogenousالنشوء  داخليةوهي ،( Scully, et al. 1994 )    الفم

 ،من الافراد الاصحاء  ( 30 - 50 %التي يمكن عزلها من ) الطبيعية في الإنسان  امن الفلور

القناة المعوية  وفي الغشاء المخاطي أو الطلائي للإنسان ) الفم ,  C.albicansوتتواجد خميرة 

ونها وعلى الرغم من ك ،وتعد أكثر مواطن الإصابة بهذه الخميرة  الجهاز التناسلي الانثوي ( و

الا أنها ذات أهمية  Commensalismتوجد بصورة متعايشة التي جزءًا من الفلورا الطبيعية 

كما   Oppertunistic Pathogensمرضات الانتهازية  ممن الكونها تمثل واحدة لطبية 

حيث يلاحظ اصابتهم بداء المبيضات (  AIDS ) الايدز  ىهو الحال في مرض

Candidiasisوتوجد خمسة انواع من خميرة الكانديدا التي  يءفي منطقة البلعوم والمر ,

 C.albicans , C.krusei , C.parpasilosis, C.tropicalis )تتميز بأهمية طبية 

(C.glbarta   تبقى  ولكن  C.albicans الأكثر أهمية  هي  .              (Reiss, et 

al., 2012)    .        

عند فحصها بالمجهر بشكل خلايا بيضوية أو دائرية كبيرة  C.albicansتبدو خميرة  

خيوط مكن أن تظهر الخميرة بشكل صة يوفي ظروف خا ،  Blastoconidiumومتبرعمة  

 غوابمكن أن ترى في احيان أخرى بشكل اي وكذاكاذبة   خيوط  فطرية حقيقية أوفطرية 

 Cornmealار طحين الذرة كعند زرعها على وسط ا Chlamydosporesكلاميدية 
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agar الاشكال  دظهر تعدموPolymorphism  . هو ما يميز هذه الخميرة

(Zhou,etal.2015;  Reiss,et,al.2012) . 

  

 Classification: تصنيفها     1-1

 Deutromy cetaceaeضمن عائلة في البداية  C.albicansصنفت خميرة  

  Candidaالعديد من أنواع الـ  بيد أنه اتضح فيما بعد أن ،جنسي اشارة إلى فقدانها التكاثر ال

 (  Calderone  et al . 2002الممرضة وغير الممرضة تمتلك مرحلة جنسية .   ) 

 -: أتيويمكن تصنيف الكانديدا كما ي

Kingdom : Fungi  

Division : Ascomycota  

Class : Saccharomycetes  

Order : Saccharamycetales 

Family : Saccharomycetaceae  

Genus : Candida  

Species: albicans                                                ( Taylor , 2006 )  

 

 C.albicans      of  Pathogenecity: امراضية خميرة  2-1

المتواجدة فيها ديدا الاستجابة سريعاً للتغيرات الحاصلة في البيئة يمكن لخميرة الكان 

تمكن الخميرة من الاستفادة من الضعف المناعي للمضيف وسهولة احداث  وهذه الخاصية

سطحية إلى إصابة  الذي يمكن أن يتطور من إصابة  Candidiasisالإصابة بداء المبيضات 

 )تهدد حياة الإنسان وخاصة لدى المصابين بمرضى السرطان ومرضى نقص المناعة المكتسبة 

AIDS )  .( Francois, etal.2013 ; Larriha,et .al.2000)  ، وتصيب الكانديدا

 ) Oropharyngeal Candidiasisالاغشية الطلائية بالتجويف الفمي ويطلق عليها تسمية 
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OPC ) اللبن الرائب على اللسان والاغشية المخاطية  الذي يكون بشكل بقعة بيضاء مثل

وتولد شعور بالحرقة والالم وإذا لم تعالج يمكن أن تكون مندمجة مع السطح وتنزف الاخرى 

 . Thrush ( (Reiss et al.,2012. ق( ايضًا بمرض السلا OPCعند ازالتها ويعرف ) 

 

 : Oroharyngeal Candidiasis  ( OPC )أنواع 1-2-1 : 

Pseudomembranous candidiasis - A  : الكاذب ويعرف ايضًا ضات داء المبيوهو

ما يقرب بوالمسنين في حديثي الولادة حدث قد و  Oral Thrushالفموي أو القلاع ق بالسلا

يمكن التخلص منها بسهولة  White pluaquesويتميز بوجود طبقة بيضاء   5- %10

الفحص النسيجي للطبقات أو الالواح البيضاء تكشف عن  ،بواسطة قشط المنطقة المصابة 

الفطرية والخمائر معاً مع الخلايا الطلائية .  لخيوطالعناصر الفطرية بأشكال ا وجود

(Williams,2011;Samaranayake,1991;Samaranayakeetal.1986).      

                                                   

-B  داء المبيضات الحماميErythematous حمراء أو جروح مسطحة  قوق: يكون بشكل ش

 .الطعام المالح أو الحامضوتسبب للمصاب حرقة عند اكل  ،اسفل اللسان أو على مناطق التذوق

-C Denture Stomatitis  :ان نسون حمراء في منطقة طقم الاالتهاب لثة الإنسان وتكوهو

 ويكون التهاباً مزمناً بدون التصاق اغشية بيضاء .

-D التهاب اللسان المعيني المتوسط Median rhomboid glossitis  ويكون الغشاء :

 المخاطي احمر اللون وسط اللسان .

-E  التهاب زوايا الشفتينAngular cheilitis  : ة بجروح حمراء اللون بشكل حوهوSore 

. 

-F Hyperplastic :طبقات بيضاء سميكة لا تزال بسهولة . وهي 
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                        C.albicans Virulence factorsلخميرة  الضراوةعوامل : 3_1

د بفعل العديد من عوامل لإصابة المضيف تتحد C.albicansإن قابلية الخميرة        

 Hyphaeتكوين الهايفاتو Morphogenesisتشكل تشمل ال يالت الضراوة

Formation,اختراق سطح الخلية وPenteration ، الالتصاق وAdhesion  وتكوين

بالإضافة إلى افراز الانزيمات المحللة مائياً  Biofilm Formationالاغشية الحيوية 

Hydrolytic enzymes  . ( Nicholls , et al., 2011 ) 

بأنه الانتقال من شكل خميرة وحيدة الخلية إلى  C.albicansخميرة يعرف التشكل في  

 (Khan , et al. 2010 )( .  Hyphae and Pseudohyhpaeالشكل الخيطي ) 

 (Gow,etal.2002) عد من المظاهر الحياتية المدهشة لهذه الخميرة .يالنمو بأشكال مختلفة و

 Trueالتحول من شكل الخلية إلى شكل الهايفا الحقيقية  C.albicansلخميرة يمكن و

hyphae خصرات واضحة في مواقع التي تتميز بامتلاكها جدارين متوازيين ولا يوجد ت

يرة ( وهو اضيق من قطر الهايفات الكاذبة , أما الاخ 2mmتتميز بأن قطرها )  ذاكوالحواجز 

( تأخذ بالتطاول  daughter budsة من خلية الخميرة الام ) يفتتكون نتيجة تكون براعم بنو

Elongation فصل نت لاس مع الخلية الام اماجز تبقى هذه الخلايا البنوية بتوبعد تكوين الح

المتكون من جدار  germ tubeالانبوب الجرثومي ويعد  ( Sudbery,et al.2004 )عنها 

 .   Hyphal growth  ( .Yang,et al.2003 )خلية الخميرة بداية لنمو الهايفات 

الكلاميدية تكوينها هي الابواغ  C.albicansلخميرة من الاشكال الاخرى التي يمكن و        

Chlamydospores  في  سميكة الجدران وتتكون ة،وهي ابواغ لاجنسية خلاياها كروي

 ( Sudbery , etal.2004 ; Montazeri ,et al.1984 )نهايات الهايفات الكاذبة . 

فلأنبوب الانبات  C.albicansبامراضية علاقة وثيقة  Morphogenesisللتشكل           

أنسجة المضيف  في تحطيم أثرح الطلائية للمضيف , وللهايفا أهمية في التصاق الخميرة بالاسط

للخميرة بالانتشار خلال  unicellular formفي حين يسمح شكل الخلية الوحيدة وغزوها 

 Sobel ,et .al.1984 ; Gaw )مجرى الدم وتحدث الإصابة في أماكن بعيدة من الجسم . 

,2002 ; Sund strom 2006 ) . وتكمن أهمية التحول الشكلي في حماية خميرة

C.albicans  من الاليات الدفاعية ( . للمضيفLo ,et al., 1997   , ) تمثل بصورة التي

لخلايا الفطريات بواسطة الخلايا الموجودة في   Phagocytosisرئيسية عملية البلعمة 

هنالك عدة ، macrophages)  . )( Brown ,etal.,2001 )الجهاز المناعي الذاتي
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التغير في  و، PHعوامل تساهم في التغير الشكلي للكانديدا مثل ) التغير في الاس الهيدروجيني 

 , Nadeem ) نقص المواد الغذائية (و ،مستويات ثنائي اوكسيد الكاربون و ،درجات الحرارة 

et ,al. 2013 ) . 

 

 

 

 

 

 

 

الخيوط الفطرية الكاذبة .  – Bخلايا خميرة متبرعمة .  -C.albicans  ,A( التشكل في خميرة  1صورة رقم ) 

C-  الخيوط الفطرية الحقيقة 

 

في امراضية خميرة  أثر   Hydrolytic enzymesمائياللأنزيمات المحللة 

C.albicans تعد انزيمات( SAPs )   Secreted Aspartyl Proteinases  

Phospholipases وLipases   كبير في التصاق  اثرمن عوامل الضراوة المهمة التي لها

 ( Schaller , etal.2005 )بأسطح المضيف واحداث الإصابة .  C.albicansخميرة 

بهضم  ( SAPs) تقوم انزيمات  إذ ،تخصصةم جيناتتحكم في افراز هذه الانزيمات تو

الجزئيات لغرض تغذية الخميرة وهضم جدران الخلايا لتسهيل عملية الالتصاق . في حين تقوم 

   بتحليل خلايا المضيف من خلال تحطيم الاواصر الاسترية Phospholipasesانزيمات 

glycero phospholipids الخميرة قبلسهل من عملية غزو الانسجة من  مما ي (Bhat 

,et al.2011 )  أما انزيماتLipases لها علاقة بتحطيم الاواصر الاسترية للدهون منتجة ف

هذه  شكلوت glycerolبالإضافة إلى الكيسيرول  Menoacyl glycerolحرة دهنية احماضًا 

 Jatta , et al. 2009 ; Paraje ,et) .تموضع الاصابةمهمًا في  ثراً االانزيمات 

al.2009)   
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 C. albicans لخميرة الغشاء الحيوي :   4-1

يعرف الغشاء الحيوي بأنه شكل ثلاثي الابعاد يتكون من مجاميع من خلايا خميرة  

C.albicans  والهايفات الكاذبة والهايفات الحقيقية وجميعها تكون مطمورة في مادة خارج

مكونة ثقوب وقنوات معطية  Extracellular Polymeric Matrix ( EPM)خلوية 

من سكريات  (EPM )وتتكون Planktonic cellsة عن مظهر خلايا الخميرمظهرًا مختلفاً 

وغيرها من المكونات اللازمة   DNAو Proteinsوبروتينات  Polysaccharidesمتعددة 

وي حيويتحكم في تكوين الغشاء ال، ( Seneviratne,etal.2008 )لحصول الالتصاق .

تقوم بتشفير بروتينات الجدار  إذ gene (ALS )العديد من الجينات من بين هذه الجينات عائلة 

التي تتوسط مرحلة التصاق الخميرة  glycoproteinsالتي تترأس تفرعات  ( GPI )الخلوي 

ويمكن أن يتكون الغشاء الحيوي على ، ( Hoyer, 2008b , 2001a )بأسطح المضيف 

( ( Abiotic   مثل الخلايا الطلائية للمضيف وعلى الاسطح غير الحية Bioticسطح الحية الأ

 (                           ( Lynch , et .al . 2008. مثل طقم الاسنان والادوات الطبية

 

     Biofilm formationتكوين الغشاء الحيوي  :  5-1

 :عدةمراحل  من عملية تكوين الغشاء الحيوي تتض         

  C.albicansصق خلايا خميرة تفيها تلو: Adhesion stageمرحلة الالتصاق  1-

وتتخلل هذه المرحلة تفاعلات  ( Epithelial and Endothelial )لأسطح المضيف 

  Non adherence mechanismsبين ميكانيكيات التصاق غير متخصصة مشتركة 

hydrophobic attraction  and electro static – forces) ) ،  وأخرى متخصصة

Specific  للقوى غير  المفتاح الاولو. (اللعاب يز بروتيناتتم) مستلمات الخلايا التي

في   Hydrophobic attractionةكارهالمتخصصة في عملية الالتصاق هي قوة تجاذب 

 وجود قوى كهربائيةمع وجزئيات سطح الكانديدا إلى مواقع الاتصال الهدف في المضيف  

تتكون مسافة قريبة  أن شبكة تجاذب سوف تتولد ومن ثمف  electrostatic forcesمستقرة 

لحدوث آليات الالتصاق المتخصصة وبذلك يعد مدخلًا  ،بين الخميرة وسطح المضيف 

Specific وجزئيات الالتصاق في الخميرة . بين مستلمات المضيف (Costerton,1987)  
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 Colonization, Proliferation والانتشار والغزووين المستعمرات مرحلة تك 2-

and invasion 

 شر وتنموتالتي تن Colonizationتتكاثر خلايا الخميرة بتكوين مستعمرات صغيرة  

للمضيف وهنا تضمن التصاقها بقوة لأسطح الاغشية الطلائية  من ثمإلى الهايفات بنوعيها و

 ;Bartie,etal. 2004 )تكمن أهمية الخيوط في عملية احداث الغزو والاصابة . 

Malic,etal.2007 ) ،الخيوط الفطرية والخلايا تكون الطبقة القاعدية للغشاء الحيوي  

Bartie,etal. 2004)) ا في الالتصاق اثرً خلايا الخميرة المحللة التي تفرزها  وللأنزيمات

 واحداث الإصابة .والغزو 

 

  The mature biofilm stageالغشاء الحيوي الناضجمرحلة  3-

ً ثلاثية الابعاد متكون ةنيبب ساعة حيث يكون 48يتكون الغشاء الحيوي الناضج بعد   من  ا

, بالإضافة إلى احتوائه على  ( EPM )ا بالمادة الخارج خلوية مغلفوالهايفات بنوعيها والخلايا 

. uronic acidوفسفور ويورونيك اسيد  Hexoaminesوالبروتينات و  الكاربوهيدرات

(Williams ,etal.2011) ، تكون مستعمراتلخلايا الغشاء الحيوي  تجمعفي هذه المرحلة تف 

التي تعني تجميع خلية مع خلية اخرى ,   Quorum -Sensing (QS)بعملية تدعى 

لتنظيم تعبير جيناتها استجابة لتقلبات الكثافة  (QS)هذه الميكانيكية  الكائنات الدقيقة تستخدمو

 Albuquerqueand Casadevall , 2012 ; Shrama and السكانية للخلايا

Prasad , 2011)  ) 

 في الانفصال عنفحسب وإنما في معدل النمو  لاتنظيم تعبير جينات عديدة  وتدخل في       

 C.albicans  في خميرة (QS)التي تنظيم  ن من الجزئيات اوجد نوعيالغشاء الحيوي و

جزيئة   Tyrosol   .( Romage ,etal.,2005 ) ،Farnesolو Farnesolوهما 

تق من الحامض يشف Tyrosolأما ،في النباتات ايضا توجد وهايدروكربونية عضوية صغيرة 

  C.albicansفي التحول الشكلي لخميرة تؤثر الجزئيات  ذهايروسين وهتالاميني الاروماتي 

 ( Alem,et al.2006) بين شكل الخلايا والخيوط الفطرية استجابة للظروف البيئية المحيطة

.   C.albicansلنمو الهايفات في خميرة  امثبطبوصفها  Farnesolتعمل جزئية ،

(Shchepin , 2003 )، أما جزئياتTyrosol تساهم في تسريع تكوين خيوط خميرة ف

C.albicans  Chen , 2004 ).) 
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  Detachment of cellsمرحلة انفصال الخلايا-4 

في هذه المرحلة تبدأ الخلايا بالانفصال عن الاغشية الحيوية وتنتقل الى مكان اخر لتبدأ بتكوين 

اغشية حيوية جديدة ،ويحدث الانفصال نتيجة تأثير عوامل عدة منها نقص المغذيات ومن ثم 

السكريات وكذلك انسياب السوائل المختلفة فوق الغشاء الحيوي تؤدي الى نقص المواد متعددة 

 انفصال الخلايا الى اماكن بعيدة لتحدث الاصابة.

 

 

 

 ( stoodley ,et .al .2002 )  غشاء الحيويعملية تكوين ال(  2رقم )  صورة 

Biofilm formation ( i ) adsorption,  (ii) active attachment , (iii) microcolony I                   ( 

germling and/or  monolayer ), ( iv ) microcolony II ( mycelial development , hyphal layering , 

hyphal bundling  ), (v) development of the mature biofilm , and ( vi) dispersal or planktonic 

phase .  
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                                            :مقاومة الغشاء الحيوي للمضادات الفطرية 1-6

ث يعد حي  C.albicansمن عوامل الضراوة المهمة في امراضية خميرة الغشاء الحيوي       

 ,Odds)التخلص منه بسبب مقاومته العالية للمضادات الفطرية . خازناً للإصابة ومن الصعب 

 et al.1998;Jain,et al . 2007) ، : وقد عرفت عدة آليات لهذه المقاومة منها- 

 قلة كميات المضادات الفطرية التي تخترق الغشاء الحيوي لتصل إلى خلايا الخميرة . 1-  

 Extracellular Polymericتقليل فعالية المضادات الفطرية من خلال ارتباط   2-

Matrix ( EPM )  . ًمع المضادات الفطرية ايونيا 

تنشيط فعالية الخلايا الموجودة في منطقة الإصابة من خلال قلة الاوكسجين والمواد  3-

 مما يجعلها أقل تأثرًا للمضادات الحيوية . ( EPM )الغذائية المارة خلال طبقات 

قة بمقاومة المضادات مثل الجينات التي لها علا غشاء الحيويالتنظيم الجيني لخلايا ال 4-

 ATP- binding Casetle ( ABC )لمشفرة لحاملات البروتين الجينات اك الفطرية 

 Azoles .   ( Mah, et al .2001 )التي لها علاقة بمقاومة المضادات الفطرية 

 

 ما هي الفائدة من الغشاء الحيوي ؟ 7-1

من الميكانيكية  C.albicansخميرة لا تقتصر فائدة الغشاء الحيوي على حماية خلايا  

مكونات الجهاز المناعي  ا دفاعياً لا يمكن اختراقه من التدفقية للعاب , بل يكون حاجزً 

يزيد من قدرة الكائنات المجهرية على  بل  ، ( Hawser , et .al .1995 )للمضيف . 

 درجة الحرارة و  PHتحمل المضادات الحيوية وضغوط البيئة ) التغير في الاس الهيدروجيني 

في التقليل  ( EPM )كما تظهر فعالية  ،(  الاشعة فوق البنفسجية و  التجمدو   O2و   CO2و

بالإضافة إلى  ،ناته من خلال ارتباطها مع الماء من عملية التحلل المائي للغشاء الحيوي ومكو

إلى أسطح  التغير في كمية المواد الغذائية والعمليات الأيضية عند التصاق المايكروبات

 Annous ,et al. 2009 ; Donlan ,2002 ; Costerton ,et )  المضيف .

al.1999 ) 
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إن الجهاز المناعي للمضيف غير قادر على تدمير الغشاء الحيوي الناضج وذلك  ذاكو 

خلايا الجهاز المناعي مما يسبب في ب في الجدار الخلوي للخميرة  ( B-glucans )لارتباط 

 .( Xie,et al .2011 )ايقاف فعاليتها وايقاف الاستجابة المناعية . 

 

  C.albicansالجدار الخلوي لخميرة  :   8-1

 من الغشاء البلازمي ويتكون من طبقتين : يقع الجدار الخلوي إلى الخارج 

والتي  Mannoproteinsبروتينات بة نيغ: التي تكون  Outer layerالطبقة الخارجية 

سطح الخلية      ) زوائد خيطية طويلة من Fimbriaeتبدو بشكل شبكة كثيفة من اللييفات تسمى 

 inner layerأما الطبقة الداخلية  ،عملية الالتصاق بخلايا المضيف ( التي يمكن أن تتوسط 

.  glycan polymersكلايكان وبوليمرات ال Chitinتكون حاوية على الكايتين ف

Tokunaga ,et al. 1986 ; Yu ,et al. 1994 ) )،  وتظهر هذه البوليمرات بشكل

 (( β -1,6 glucan والتفرع ( β -1,3 glucan )تفرعات متمثلة بالتفرع 

Kandasamy , etal.,2000 ; Kapteyn , etal .,2000 ) )  وتتضمن بروتينات

بواسطة اواصر تساهمية : الصنف  glucanالجدار الخلوي ثلاثة اصناف ترتبط مع تفرعات 

                Inositol ( GPI - CWPs) Glycophosphatidyالاول يمثل بروتينات 

   β -1,6 ) وترتبط هذه البروتينات بالتفرع،( AIS1p  , AIS3p ) مثل بروتينات الالتصاق

glucan)     ,يتضمن البروتينات فالصنف الثاني  ،اما ي الطبقة الخارجية في الجدار الخلويف

, وتتوزع بشكل  Protein with Internal Repeats ( PTR )يشفرها جين التي 

 β -1,3 رتبط مع التفرع تالطبقة الداخلية للجدار الخلوي ومتجانس في جميع انحاء 

glucan،  يتضمن بروتينات يتم افرازها إلى المسافة خارج الخلوية فأما الصنف الثالث

Extra cellular space( ECS) ، ويتم تشفير جزيئات البروتينات الكبيرة(GPI - 

CWPs )   بواسطة بروتينات عائلة الجين( ALS )  أن لها  إذالمتواجدة في الجدار الخلوي

 Chaffin, et )إلى أسطح المضيف  C.albicansعملية التصاق الخميرة  امهم ادور

al.,2008) 
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 C.albicansجينوم خميرة  9-1

, ويمتلك ثمانية مجاميع  ( Diploid )ثنائي الكروموسوم  C.albicansجينوم خميرة  

هو أكبر من جينوم خميرة  MP 16من ازواج الكروموسومات وإن الجينوم المفرد 

Saccharomyces Cervisiae   وإن قاعدة البيانات لهذا الجينوم  ، 30%بحوالي

د العديد من وتوج ،  //:WWW.Candidagenome.org/( http (.محفوظة في الموقع 

       بالأسطح الغشائية   C.albicansخميرة في عملية التصاق الجينات التي تسهم 

 (ALS1          ALS7 and ALS9)  جينات يمن ثمان ( ALS )للمضيف ومنها الجين 

(Chaffin ,etal., 2008 ) ،  حيث تقوم هذه الجينات بتشفير بروتينات الجدار الخلوي  

GPI).) 2001 )  ( Hoyer ,etal.  

  C.albicans  في خميرةولًا أ وصفALSأن  جين  Hoyer,(  1995بين )         

التي له دور في تشفير بروتينات جدار الخلية  ALS1إلى إن الجين  Fu,etal.(2002)وأشار

أن جين  ، Hoyer,et,.al.(2003a,2001b) حيث بين  لها علاقة بعملية الالتصاق ،

ALS1  : المنطقة الاولى هي منطقة   يتكون من ثلاث مناطقN      الطرفية   ( N-  

terminal )   ة الثانية فهي المنطقة المركزية أما المنطق ،المفترض الببتيد الحاوية على أشارة

حامض أميني  36) طولها  ( Tandem repeats )على سلسلة من التعاقبات  التي تحتوي

 اما  O- glycosylationوبعض من   N-glycosylation من ( حاوية على موقع واحد

 Serine – therioineالمنطقة الثالثة فهي غنية بالحامض الاميني السيرين والثيريونين 

وتحتوي هذه المنطقة على تتابعات بروتينات  ( C.terminal )الطرفية  Cوتعرف بمنطقة 

 . (GPI )الجدار الخلوي   

 ,Hoyer )يعير عنها خلال الإصابة  ALS البروتينات التي تشفر بواسطة عائلة الجين 

et al. 1999 ) ، وبينet al.(1995) Lipke  بأن منطقة N-  terminal حاوية على

المحتمل  يحفز تكوين البروتين الذي يفُرز إلى سطح اشارة التعاقب الببتيدي الذي هو من 

 ( Tandem repeats )أن أعداد التعاقبات فقد بين  Hoyer ,( 2001 )الخلية , أما 

وفي  C.albicansتتنوع فيما بين السلالات المختلفة لخميرة  ALS1ة للجين لوسطيللمنطقة ا

 بعض الاحيان بين الاليلات المختلفة لنفس السلالة .

http://www.candidagenome.org/
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وهو  ALS1pينتج   ALS1إلى إن الجين  Fu ,et .al ( 1998 ; 2002 ) اشار  

 , Endothelial )بروتين السطح الخلوي الذي يتوسط عملية الالتصاق للأغشية 

Epithelial ) ،  واظهرت نتائجLoza  أن مناطق ارتباط بروتين  ( 2004 )وجماعته

ALS1  في منطقة  عتتموض( N-  terminus )  وأن منطقة التعاقبات المتكررة( 

Tandem repeats )  أن تتابعات  . ومن المحتمل أن تلعب دورًا في استقرارية  الارتباط

( C-terminus )  ضرورية لتموضع بروتينALSp . إلى سطح الخلية 

أن بروتينات الجدار الخلوي لخميرة (  2008 وجماعته ) Tronchinبين  

C.albicans  المتمثلة في( GPI – CWP3)  مثل بروتينات الالتصاقALS1p،,ALS3p 

الخلوي الاخرى ترتبط مع مكونات الجدار الطبقة الخارجية للجدار الخلوي  الواقعة في

(Chitin  , Mannoproteins )  وبصورة رئيسية بتفرعاتglucans- β ،  وكذلك

التي ترتبط مع التفرع  PIRبروتينات الطبقة الداخلية للجدار الخلوي التي تشفر بواسطة الجين 

glucans 1,3- β  هذه البروتينات تكون موجودة في .N-  terminal على  الحاوية

وتحفظ بصورة عالية  Tandem repeatsالمتعاقبة  المكررات ومنطقة الاشارة الببتيدية ،

في بقايا  ) حيث ترتبط مجاميع الهيدروكسيل (C- terminus )الطرفية  Cفي منطقة 

 ( . Mannoporteins السيرين والثيريونين مع بروتينات 

 

 Antifungales agents and theirاليتها عالمضادات الفطرية وف 2-

activities 

 إلى :  C.albicansيمكن تصنيف المضادات الفطرية حسب تأثيرها على خميرة  

-A   البوليناتPolynes  

وتتداخل البولينات  Nystatine، Amphotericiوتشمل البولينات المضاد الفطري      

 الجدار الخلوي مما تؤدي إلى تكوين ثقوب في الجدار الخلوي تودي Ergosterolمع 

 الايونات وبالنتيجة موت الخلية  بذلك تسرب في ة الغشاء الخلوي مسببةًيإلى تغير في نفاذ

(Ghannoum and Rice , 1999 ) . 
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B -   الازولAzoles 

   

وكيتاكونازول   Itraconazoleواتراكونازول  Fluconazoleمثل فلوكونازول  

Ketaconazole ، هم مركبات الازول في تنشيط تكوين وتسErgosterol  للجدار

المسؤول عن تكوين  Ianosterol demethylaseالخلوي من خلال تفاعلها مع انزيم 

Ergosterol . 

                  

Pyrimidine analouges  -  C 

 

وتظهر فاعليته في ارتباطه   5-Flurocytosine ( F C-5 )أو  Flucytosinمثل    

عند دخوله الخلايا الفطرية بواسطة  ( F C-5 )وأن  RNAو  DNAبالاحماض النووية 

 fluuorouacile ( 5- F U )-5يتحول إلى  Cytosine Permeaseالانزيم 

 Fluorouridylicبعدها إلى يتحول  Cytosine – Deaminaseبواسطة انزيم 

acid ( FUMP)   بواسطة انزيمPyrophosphorylase  وبعدها يتفسفر الناتج

 مؤدياً إلى تحطيم بناء البروتين . RNAويرتبط مع 

     ( 5 –F U )  5ايضًا يتحول إلى – Flouroridine monophosphate  الذي

ويعد مثبطًا       ، DNA  .( Ghannoum and Rice , 1999 )يتداخل مع بناء 

 وانقسام الخلية DNAالضروري لتصنيع  thymidylate Synthaseمهمًا لأنزيم 

Carrillo , 2006 ) . ) 

 

D -Echinaocandins 

ات شبه صناعية تشتق من وهي منتج (  Micafuginو ( Caspofungin  ويشمل    

 Cyclicوتكون ببتيدات دهنية حلقية  ( Bellmann , 2007 ) نواتج التخمر للفطريات

liropeptides    لها دور في يثبط بناءβ-glucan  (Denning , 2003  من خلال )
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الضروريين لتصنيع   β- 1,3و  glucan -β 1,6عملها كمثبطات لا تنافسية لأنزيمي 

 الكلوكان .

   

 

 Punica granatum Linnaousمان   نبات الر 3-

 Punicaceaeالذي ينتمي إلى عائلة  .Punica granatum Lاستخدم الرمان  

ية بوصفه على مدى قرون لمعالجة مختلف الامراض في الهند واسيا حيث عُرف بفعاليته الحيو

تهابات لللا اومضاد ، Anticarcinogenicومضاد للسرطان  ، Antioxidantمضاد اكسدة 

Antinflamation ،  ومضاد للبكترياAntibacterial  ،  ومضاد للفطرياتAntifungal .

( Seeram, etal.,2005 ; Das ,et al . ,1999 )  ،  وذلك لأحتواء الرمان على العديد

 Alkalaidsالفلويدات  ، Phenolsالفينولات  ، Tanninsمن المركبات الفعالة ) التاتينات 

واظهرت هذه  ،(  Flavonoids ، gallic acids ، Ellagic acidsالفلافونات  ،

 Fetrow and )مضادات للبكتريا ومضادات اكسدة .المركبات فاعليتها بوصفها 

Avira,2000 ; Gile ,et al . 2000; Abdel Mutal ,et al. 2011 ; Mansour 

,et al. 2013)  مثل  لشجرة الرمان  المختلفة للأجزاء اظهرت المستخلصات المختلفة  وكذا

كفاءة عالية في الى قشور فاكهة الرمان  بالإضافةالقلف والاوراق وحبوب فاكهة الرمان 

العلاجية المختلفة ومنها دورها في تثبيط النمو للبكتريا الموجبة لصبغة كَرام والسالبة  الاغراض

بالإضافة         ، (Al-Zoreky , 2009 ; Rathinamaothy ,et al .,2011 )لصبغة كَرام. 

   .  Saccharomy ولخميرة.Candida sppإلى كفاءة تأثيرها المضاد لأنواع الكانديدا 

(Duman , et al. 2009 ) .                                                            .                                                                                     

لفاكهة الرمان فقد استخدم هذا الكلي من الوزن  %50 ( PGP )تمثل قشور الرمان و        

 Folkالجزء غير الصالح للأكل من فاكهة الرمان على نطاق واسع في الطب الشعبي 

Medicine   Reddy , et al ., 2007 ) )ه على الكثير من المواد الفعالة التي , لاحتوائ

 . ( Ahmed ,et al ., 2012 )لها دور مضاد للبكتريا وللفطريات . 

 



 استعراض المراجع                          الفصل الثاني                                 
 

 

18 

 للمايكروبات امضادفعالية الرمان بوصفه   3-1

 Burapadja, etللمايكروبات , فقد بين  امضادعرف الرمان بفعاليته العالية بوصفه  

(1995)   al. امتلاك مركب قشور الرمانPunicalagin  فعالية مضادة ضد

 بين وقد، Psedoumonas aeruginosو Staphylococcus aureusبكتريا

etal.,(1994)  Perez,  أن مستخلص قشور الرمان يمتلك فعالية عالية ضد العديد من

 .  Salmonella typhiبكتريا التيفوئيد المقاومة 

ضد المستخلص الايثانولي  Voravuthikunchai et al.(2004)استخدم  

إلى نتائج جيدة عند اختبار فعالية  etal.(2006).  Vasconcelos, وتوصل.coli Eبكتريا

مستخلص الرمان للسيطرة على قابلية مختلف الجراثيم الموجودة في التجويف الفمي على 

,  Streptococcus mutansالتصاقية بكتريا الالتصاق , حيث بينوا فعاليته العالية ضد 

Streptococcus mitis  ,Streptococci strains  وخميرةC.albicans . 

واظهرت دراسات اخرى فعالية قشور الرمان ضد الفايروسات من خلال تثبيط عملية  

 الاستنساخ وعزت ذلك التأثير إلى احتواء قشور الرمان على مركبات التانينات .

في مستخلص الرمان يثبط  Polyhenolsأن مركبات  Hadari etal.(2009)بين  

 فايروس الانفلونزا .

بينوا الفعالية المضادة للبكتريا التي   Dahhan et al.(2010)في دراسة اخرى لـ  

يمتلكها مستخلص قشور الرمان والبذور والثمرة بأكملها , حيث بينوا فعالية الرمان ضد بكتريا 

S.aureus   وضد الفطرAspergillus niger . 

إلى   ; et al.(2012)   Karteek Bhowmik et al.(2013)واشار كل من 

, S.aureus   ,P.aeruginasa   ,E.coliفعالية الرمان التثبيطية ضد كل من بكتريا 

Proteus Vulagris  ,Bacillus Subtilis كما بين كل منet al.(2013)  Singla 

Ahmed et al.(2013);   التأثير التثبيطي للمستخلص المائي والكحولي لقشور الرمان ضد

 .  C.albicansخلايا خميرة 

أن المستخلص الكحولي للرمان  et al.(2013)  Oliveiraمن ناحية اخرى فقد بين 

من  C.albicansله تأثير واضح على الغشاء الحيوي الذي يعد مهمًا في امراضية خميرة 
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  P.granatumالنباتية ومنها نبات الرمان خلال دراسته التي تضمنت تأثير المستخلصات 

كما  المتكون على طقم الاسنان ،  C.albicansمضاد فطري للغشاء الحيوي لخميرة بوصفه 

للغشاء  امضادإلى فعالية مستخلص الرمان بوصفه   Bakkiyaraj etal. ( 2013 )اشار 

 , S.aureus , E.coli)الحيوي المتكون من قبل الجراثيم التي تصيب الانسان . 

C.albicans ). 
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 Materials and Methodsالعمل  ائقالمواد وطر

 ق العمل ائوطر المواد 3-

 :المواد والاجهزة المستخدمة  1-3

 :: الاجهزة والادوات المستخدمة والشركات  المصنعة لها  1-1-3

 المختبرية. (الاجهزة والادوات3- 1 ل) جدو

 المنشأ الشركة المصنعة اسم الجهاز  ت

 Incubator                                    Binder Germanyحاضنة  1

 Sensitive Balance       Binder Germanyميزان حساس          2

 Distiller GFL Germany جهاز تقطير                                3

 Centrifuge             Hitch Germany   جهاز طرد مركزي      4

 Micropipettes Human Germanyماصات دقيقة بأحجام مختلفة      5

 Laminar flow cabinet        Jeio –Tech Koreaابينة بايولوجية ك 6

 Shaker incubator                Lambeth  Koreaحاضنة هزازة  7

 Refrigerator                                LG Koreaثلاجة   8

  Vortex                                        Rome Italy   مازج 9

 Autoclave                                YX – 280 B Chinaمؤصدة  10

  Hot Plate                          Witeg Germany صفيحة ساخنة  11

 Millipore Filters             Difco Englandمرشحات غشائية  12

  Electvic Oven                   Eriotti Italy فرن كهربائي  13

 Microscope with Camera  Olympus Japanمجهر تصوير  14

15 Miniopticon Real – Time PCR            Bio Rad USA 

  Water bath                          Memmert Germany حمام مائي  16

 Eppendorf tubes                Bio basic  Canadaانبوبة اختبار  17

 Conical flasks               BBL USAدورق مخروطي  18
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 Thermo cyclerجهاز الدورات الحرارية  19

appartues ( PCR ) 

Bioneer Korea 

20 Nano drop Spectro Photometer Thermo 

scientific 

UK 

21 Exispin Vortex Centrifuge  Bioneer Korea 

22 High Speed Cold Centrifuge Eppendorf Germany 

 Soxhlet   Bilab Koriaوليت سجهاز ساك 23

 Rotary Evaporator Yamato Japanجهاز المبخر الدوار  24

 

 : المواد الكيميائية المستخدمة  2-1-3

 (المواد الكيميائية 3- 2جدول) 

 المنشأ الشركة المصنعة اسم المادة  ت

 Nystatin          Himedia Indiaالمضاد الفطري  1

 Glucose                     Himedia India كلوكوز  2

 Peptone                     Himedia Indiaون بتب 3

 ) Absolut Ethhanolايثانول مطلق  4

C2H5OH ) 

BDH UK 

 Bacl2 BDH UK      كلوريد الباريوم 5

 H2SO4 BDH UKحامض الكبريتيك  6

 Normal Saline BDH UKمحلول فسيولوجي  7

 Urea                           BDH UKيوريا  8

 Sucrose      BDH UK سكروز                 9

 Agar – Agar           Difco USAآكار  – آكار 10

 Yeast extract    Himedia Indiaخلاصة الخميرة  11

 Glycerol                 BDH UKكليسرول  12

 Human Serum    Blood bank Iraqمصل الإنسان  13
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 Gram Stain         BDH UKصبغة كَرام  14

 Lactophenolصبغة ازرق القطن  15

blue Cotlon 

Fluka Germany 

 Integral systemعدة التشخيص  16

yeasts Plus  

Liofilchem Italy 

 Methyleneصبغة المثيلين الازرق  17

Blue  

UK BDH 

 Congo redصبغة احمر الكونغو  18

stain 

sigma USA 

 

 : الاوساط الغذائية المستخدمة والغرض من استخدامها  3-1-3

 الاوساط الغذائية ( 3- 3 )جدول 

 الغرض من استخدامها المنشأ الشركة المصنعة الوسط  ت

سابرويد دكستروز آكار  1

Sabrouid Dextose 

Agar ( SDA ) 

Himedia India  لخميرةية نقوالتالعزل  

Candida 

albicans 

كروم آكار كانديدا  2

Chromagenic Agar  

Candida ( CAC ) 

Conda England  التفريق والتشخيص بين

انواع الكانديدا           

( Candida SPP.) 

 Heartآكار القلب والدماغ  3

Brain infusion Agar 

(HBIA) 

 

Himedia India  حفظ وتنشيط الخلايا 

 Heartنقيع القلب والدماغ  4

Brain infusion Broth 

(HBIB) 

Himedia India  الحفظ وتنشيط الخلايا

ها في لغرض استخدام

 الاختبارات 
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 Mullerمولر هينتون آكار  5

– Hinton Agar (MH) 

 

Himedia India  اختبار حساسية الخلايا

 للمضادات

 Cornآكار طحين الذرة  6

meal Agar 

Himedia India  تنمية الابواغ الكلاميدية

  C.albicansلخميرة 

الكشف عن قدرة  Ureae Agar Himedia Indiaآكار اليوريا  7

الخميرة على تكوين 

 انزيم اليوريز

8 RPMI – 1640 Media 

With L-glutamin , 

MOPS Without 

Sodium bicarboniat  

Sigma USA  لتنمية الغشاء الحيوي

ولاستخدامه في تقدير 

فعالية المستخلص 

النباتي على الغشاء 

الحيوي لخميرة 

C.albicans 

 Congo redاحمر الكنغو  9

Agar  

للكشف عن قدرة  حضر في المختبر

الخميرة على تكوين 

 الغشاء الحيوي

10 Yeast Extract 

Peptone Dextrose 

Agar  

تنمية خلايا خميرة  حضر في المختبر

C.albicans 

 

  Kitsالعدّد  4-1-3

  وبلد المنشأ في هذه الدراسة مع اسم الشركة المصنعة ةستخدملماالعدّد   ( 3- 4 )الجدول 

 الشركة وبلد المنشأ مكوناته اسم العدة ت

1 AccuZolTM  Total 

RNA Kit Extraction  

Trizol Reagent 

100ml 

Bioneer 

(Korea) 
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2 Accu Power® 

Rocktcript RT 

PreMix  

- Rocket Script 

Reverse (200 u ) 

Bioneer 

(Korea) 

-  5x Reaction Buffer 

( 1 x) 

- DTT ( 0.25 mM) 

- dNTP ( 250  µM 

each ) 

- RNase Inhibitor    

(1 u) 

3 Accu Power® 

Master Greenstar 

qPCR Mix 

2x Greenster Master 

Mix  

Bioneer 

(Korea) 

8 Well strips x 12 

each  

DEPC – D.W, 1.8 ml 

     x 4 tubes 

4 DNase I enzyme set 

kit 

DNase I enzyme  Bio Basic         

      ( Candida) 10 x buffer  

Free nuclease water 

 

  Primersالبادئات :   5-1-3

وذلك باستخدام   C.albicans تم تصميم هذه البادئات في هذه الدراسة الخاصة بخميرة      

وقد تم .   Primer 3 Plusوباستخدام برنامج تصميم البادئات  NCBI GenBank Dataموقع 

 ( . 3 – 5الكورية كما في الجدول ) Bioneerشركة  لدنتجهيز هذه البادئات من 
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شركة  لدننيتروجينية وعددها المجهزة من بادئات الدنا وتسلسل قواعدها ال ( 3 -5 )جدول 

Bioneer  كوريا الجنوبية والمستخدمة في فحصqRT – PCR . 

اسم الباديء 

Primer 

        DNA Sequenceتسلسل القواعد النيتروجينية 

(5 – 3 ) 

حجم نواتج 

تضخيم         

qRT – PCR 

( Bb ) 

ALS1 AGCGGTTCTCATGAATCAGC F 133bp 

CAGAAGAAACAGCAGGTGATGG R 

ACT1 TGTGTAAAGCCGGTTTTGCC F 136bp 

TTGGATTGGGCTTCATCACC R 

 

F  الباديء الأمامي :( Forward ) 

R  الباديء الخلفي :( Reverse ) 

 

 RT –PCR: المواد الكيميائية الخاصة بعمل  6-1-3

 المواد الكيميائية المستخدمة مع الشركات المصنعة لها ومناشئها  ( 3- 6 )جدول 

 المنشأ الشركة المواد الكيميائية  ت

 BDH England ايثانول 1

 BDH England ايزوبروبانول 2

3 DEPC – Water Bioneer Korea 

4 Free nuclease water Bioneer Korea 
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  study designتصميم الدراسة  :   7-1-3

 المحور الاول                                                    1-

 

  

                                       

 المحور الثاني                                                      -2

 (EPGP)تحضير المستخلص النباتي                                           

 أختبار حساسية الخميرة للمستخلص                                                 

  Microdilution method  طريقة الانتشار بالحفر   

 

 المحور الثالث                                              -3

 على تكوين الغشاء الحيويC.albicansاختبار قابلية         

 الحيوي  فعالية المستخلص على الغشاءاختبار                                                                                        

 بالمستخلص تهمعاملمن خلال   عينات من 5أخذت           

  أنتجت غشاء6اصل            

 للغشاءالحيويALS1قياس التعبير الجيني للجين                                             حيوي قوي 

 RNAاستخلاص              

 DNAseالمعاملة ب                                                                                        

 cDNAتصنيع                     

 qRTPCR تحليل بيانات التحليل الاحصائي         

 عد النسبيال      

 

 

 ( 62جمع العينات ) مسحات فموية 

 C.albicansعزل وتشخيص خميرة  ( (ISYP  الطرق المظهرية , المجهرية , الزرعية , الكيموحيوية

   مخطط تصميم تجربة الدراسة(   3 – 1شكل )
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 Methods:طرائق العمل3-2

 

  لجاهزةاالاوساط الزراعية  :  3-2-1

يمات الشركات المصنعة لها وتم تعقيمها بالمؤصدة لحضرت الاوساط الزرعية طبقاً لتع

 .  RPMI – 1640دقيقة ما عدا وسط  15لمدة  2باوند / انج  15مْ وبضغط  121بدرجة 

 

                                            :ساط الزرعية المحضرة في المختبر: الاو 2-2-3

 ( MH )وسط مولر هنتون  : 1-2-2-3

للمستخلص الكحولي لقشور  C.albicansاستخدم لغرض اختبار حساسية خميرة  

 2 %ويتم إضافة  Well diffusion  methodبطريقة الانتشار بالحفر  ( PGP )الرمان 

 , methylene blue  .( CLSI , M44- Aغم / لتر من صبغة ازرق المثيلين  0.5كلوكوز و 

, إضافة الكلوكوز وصبغة ازرق المثيلين لتحسين نمو الاحياء قيد الاختبار كما أن  ( 2004

 . ( Barry , et al . 2003 )المنطقة المحيطة بالحفر تكون حادة وواضحة . 

 

 ( CRA )ر الكونغو موسط اح:  2-2-2-3

على تكوين الغشاء الحيوي   C.albicansاستخدم لغرض الكشف عن قدرة خميرة  

Biofilm   وحضر وسط .( CRA ) : من اذابة 

 غم  BHIB                    37                      نقيع القلب والدماغ  -      

 غم   Sucrose                50سكروز                         -      

 غم  Agar – Agar             10آكار                   -آكار  -      

 مل  Distilled Water                 900ماء مقطر              -     

ماء مقطر  مل 100غم من مسحوق الصبغة في   8 بإذابةوتم تحضير صبغة احمر الكونغو 

 وعقمت بصورة منفصلة عن الوسط .
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  Yeast Extract Pepton Dextrose Brothوسط :  3-2-2-3

لاحقاً في لاستخدامها  C.albicansية خميرة استخدم هذا الوسط لغرض تنم 

 : ير هذا الوسط من المكونات الاتيةوتم تحض  RNAاستخلاص

 غم  Yeast Extract           10خلاصة الخميرة        -

 غم Pepton                     20بيبتون                  -

 غم  Dextrose                         20         دكستروز -

 مل Distille Water                1000ماء مقطر        -
 

 المحاليل المستخدمة  3-2-3

   Macfarland's Standard(  .No  0.5 القياسي ) د: محلول مكفرلان 1-3-2-3

المنظمة البريطانية للعلاج الكيميائي  ره وفقاً للطريقة الموصوفة من لدنتم تحضي 

 Antinimicrobialو  British Society for, 2013المضاد للمايكروبات لعام 

Chemotherapy ( BSAC )2013   مل من كلوريد الباريوم  0.5. حيث تم إضافةBaCl2 

(0.048M)  الكبريتيك  مل من حامض 9.5إلىH2SO4 ( 0.18 M )  وتم مزجها جيدًا

,  ( CFU / ml )وحدة مكونة للمستعمرة / مل  ( X 106 1.5 )للحصول على عكورة تعادل 

 استخدم هذا المحلول لمعايرة عدد الخلايا الخميرية  .

 Ureae Solution: محلول اليوريا   2-3-2-3

مل ماء مقطر ثم عقم بمرشحات دقيقة  100غم من مسحوق اليوريا في  20تم اذابة  

(0.22 um ) Millipores .(Macfaddine,2000) 

  Normal Saline: المحلول الملحي الفسيولوجي  3-3-2-3

مل ماء مقطر واكمل  90غم من كلوريد الصوديوم في  0.85حضر عن طريق اذابة  

مْ لحين الاستعمال . استخدم  4مل ثم عقم بالمؤصدة وحفظ في الثلاجة بدرجة   100الحجم إلى 
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 , Harly and Prescott )المحلول الفسيولوجي لغرض اعداد التخافيف المطلوبة للدراسة . 

1996 ) . 

 

  Sterilization: التعقيم  4-2-3

المحاليل والصبغات والاوساط الغذائية عقم قسم منها باستعمال المؤصدة ) إذا كانت  

في دقيقة ,  15لمدة  2باوند / انج 15مْ وضغط  121تتحمل درجات الحرارة العالية ( بدرجة 

حين عقمت باقي المواد مثل السكريات والمضادات الحيوية ) التي لا تتحمل درجات الحرارة 

ما الزجاجيات مايكروميتر. أ 0.22بقطر  ( Milipores )العالية ( بالترشيح بمرشحات دقيقة 

 دقيقة30 لمدةم °180لفرن الكهربائي بدرجة حرارة عقمت بامواد فقدهذه الالمستعملةفي تحضير

 

  Collection of Specimensجمع العينات :   3-3

مستشفى المسيب في  عينة من منطقة الفم وما حول الاسنان من المرضى 62تم جمع  

. لاتحتوي على وسط ناقل Sterile Swabsمحافظة بابل بواسطة مسحات قطنية معقمة  –العام 

وحضنت  ( SDA )يتها في اطباق بتري الحاوية على وسط نقلت العينات للمختبر حيث تم تنم ثم

 .في نفس اليوم الذي اخذت فيه العينةساعة  48مْ ولمدة  37هوائياً بدرجة حرارة 

 

  Isolation and Purification: عزل العينات وتنقيتها  4-3

عزلت ونقيت المستعمرات الفردية من كل العينات التي زرعت سابقاً على وسط  

(SDA)  . لغرض اجراء الاختبارات التشخيصية لها( Marsh , et al . 2000 ) . 

   Identification: التشخيص  5-3

 : وسط كروم آكار كانديدا  1-5-3

معقم وخططت على وسط   Loopتم اخذ عدد من مستعمرات المزروع النقي بواسطة  

 Beighton,etal)ساعة .  48مْ ولمدة 37هوائياً بدرجة الاطباق كروم آكار كانديدا وحضنت 

.1995) . 
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  Microscopic examination: الفحص المجهري  2-5-3

تم اخذ جزء من المستعمرات ونشرت على شريحة زجاجية معقمة وصبغت بصبغة  

الخميرة من حيث الشكل لملاحظة خلايا  ( X 40 )كَرام ثم فحصت تحت المجهر الضوئي بقوة 

 (Atlas et al.,1995) والترتيب.

  Germ tube test: اختبار الانبوب الجرثومي  3-5-3

حيث نقل جزء  ( 2007 )وجماعته  Forbes استخدام الطريقة الموصوفة من لدن تم 

مل من مصل الإنسان ثم  0.5صغير من مستعمرة المبيضات إلى انبوبة معقمة حاوية على 

ساعات . ثم اخذت قطرة من  3ة ساعة ونصف إلى لمدمْ  37حضن المزيج بدرجة حرارة 

العالق ووضعت على شريحة زجاجية معقمة وغطيت بغطاء الشريحة وفحصت تحت المجهر 

 لملاحظة الانبوب الجرثومي . ( X 40 )بقوة 

  

 Chlamydospores Test: اختبار الابواغ الكلاميدية  4-5-3

اكار طحين ولقح بها وسط  C.albicansاخذت مستعمرة نقية مفردة من  خميرة  

 خطوط متوازية على سطح الاكار وغطيت  ةوتم عمل ثلاث ( ، Cornmeal agarالذرة)

ساعة  48مْ ولمدة  37الخطوط بوساطة غطاء شريحة معقم ثم حضنت الاطباق بدرجة حرارة 

ط معقم ووضعت على شريحة زجاجية حاوية على عدها رفع غطاء الشريحة بواسطة ملقوب

ملاحظة ل ( X 10 )فينول ازرق القطن وفحصت تحت المجهر بقوة توكلاقطرة من صبغة ال

 ( Marsh and Martin et .al . 2009 )الهايفات الكاذبة .  الابواغ الكلاميدية في طرف

   Growth at 45 Coمْ  45: النمو في درجة الحرارة  5-5-3

وذلك بتخطيط العينات  ( 1998 )وجماعته   Pinjonطريقة  اجري هنا الاختبار حسب  

مْ وهذا الاختبار مهم للتمييز بين نوعي خميرة  45ثم حضنت بدرجة حرارة  SDAعلى وسط 

C.albicans  وخميرةC.dubliniensis  . 
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 Integral system Yeast Plus ( ISYP ): العدة التشخيصية  6-5-3

على .Candida sppالكانديداص الدقيق لانواع خميرة استخدمت هذه العدة لغرض التشخي

عند  الوسط نوع من الكاربوهيدرات ( بالإضافة إلى لون 12اساس تمثيل الكاربوهيدرات ) 

 إلى الحفرة الحاوية على كروم آكار واجري هذا الاختبار على النحو الآتي : اضافة العالق 

 اولاا : تحضير العالق الفطري 

  المحلول على انبوبة حاوية مزجت معاخذت مستعمرة واحدة أو اكثر و : Aمحلول  1- 

 ( 0.5 )رقم  مكفرلاندالفسيولوجي للحصول على عكورة تطابق عكورة المحلول القياسي 

 . ( CFU / ml )خلية / مل  X 106 1.5والتي تعادل 

واضيفت إلى انبوبة محلول  Aمن محلول  ( µL 20 )مل  0.02: اخذ  Bمحلول  2-

 فسيولوجي اخرى.

 ثانياا : التلقيح 

على (واحتوت هذه الحفر13-1)إلى الحفر  Aقطرات ( من العالق  4)  مل .20اضيفت 1- 

)كلوكوز،مالتوز،سكروز،لاكتوز،كالكتوز،مليبايوز،سيلوبايوز،اينوسيتول،كزايلوزالاتية:المواد

 .وسط كروم اكار الكانديدا(على التوالي،رافينوز،تريهالوز،ديولسيتول،

واحتوت هذه الحفر على (24-14)إلى الحفر  Bمن العالق  قطرات ( 4مل )  0.2اضيفت  2-

 كيتكونازول، ايكونازول، فلوسايتوسين، امفوتريسين، نيستاتين،ة : الاتيالمضاداتالفطرية 

سيطرة وسط  فلوكونازول، فوريكونازول، اتراكونازول، مايكونازول، كلوتريمازول،

 للمقارنة(

كروم آكار وحضن بدرجة  13-اضيفت قطرة من الزيت إلى كل حفرة ما عدا حفرة  3-

 .ساعة  48مْ لمدة  37حرارة 

قورنت النتائج مع حفرة السيطرة اعتمادا على التغير اللوني لكل حفرة فعند تغير اللون  -4

وهيدرات تعد النتيجة موجبة وعدم تغير اللون البنفسجي الى اللون الاصفر في تمثيل الكارب

 البنفسجي تعد النتيجة سالبة .
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الذي كان ذو لون اصفر فعند  نت نتائج تاثير المضادات الفطرية مع وسط السيطرةقور -5

تغير اللون الاحمر الى الاصفر يدل على وجود نمو قليل للخميرة وانها ذات حساسية 

ما ان تغير اللاون الاحمر الى البرتقالي يدل على وجود ومقاومة متوسطتين لذلك المضاد ك

نمو كثيف للخميرة وانها مقاومة للمضاد في حين ان عدم تغير اللون يدل على حساسية 

 الخميرة للمضاد الفطري.

 Urease: اختبار اليوريز  7-5-3

اليوريا  آكار إلى انابيب اختبار حاوية على وسط        C.albicans  نقل لقاح من خميرة      

(Urea Agar) ساعة . واجري هذا الاختبار للتحري  48مْ لمدة  37, ثم حضنت بدرجة حرارة

             دل عليه من خلال التغيير اللوني للوسط .   ويستعن قدرة الخمائر لأنتاج انزيم اليوريز 

( Macfaddin , 2000 ) . 

 

  Congo Red Agar ( CRA ): اختبار احمر الكونغو  6-3

على تكوين الغشاء الحيوي,   C.albicansاجري هذا الاختبار للكشف عن قدرة خميرة  

مْ  37ثم حضنت الاطباق بدرجة حرارة  CRAحيث تم تخطيط مستعمرات الخميرة على وسط 

 . ( Freeman , et .al . 1989 )ساعة .  48لمدة 

 

 : تحضير المستخلص الكحولي لقشور الرمان  7-3

فصلها من فاكهة الرمان وغسلت بعد   Pomagranate Peelsجمعت قشور الرمان  -اولاا 

 مْ ( ثم طحنت بالطاحونة الكهربائية . 25ت بدرجة حرارة الغرفة ) وجفف

للحصول على المستخلص  ( Soxhlet Apparatues )استخدم جهاز الساكسوليت  - ثانياا

  thimbleور الرمان في غرفة غم من باودر قش 50الكحولي لقشور الرمان حيث وضع 

في  من الكحول مل500،واستخدم كحول الاثيل كمذيب حيث وضع الساكسوليت الخاصة بجهاز 

مْ , وانتهت عملية  40وشغل الجهاز بدرجة حرارة لا تتجاوز    ( randome )الدورق    
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 Thimbleعند خروجه من   Colorlessالاستخلاص عندما اصبح لون المذيب لا لون له 

 واستغرقت عملية الاستخلاص لما يقرب اربع ساعات .

 Rotaryتم تركيز المستخلص بشكل باودر وذلك بتجفيفه باستخدام جهاز المبخر الدوار  -ثالثاُ 

evaporator  في مْ , وحفظ المستخلص المركز ) الباودر (  40بدرجة حرارة لا تتجاوز

 . Radubvie ,et .al )ر تراكيز مختلفة منه . مْ لحين تحضي 4اكياس بولي اثيلين بدرجة 

2007 ) . 

  تحضير تراكيز مستخلص قشور الرمان  -رابعاا 

للمستخلص الكحولي لقشور الرمان وذلك  ( Stock Solution )حضر المحلول الخزين  1-

 غم من مسحوق المستخلص المحضر مسبقاً ) باودر قشور الرمان ( . 1.5بوزن 

 Stock )للحصول على  ( 70 % )الكحول الاثيلي بتركيز من مل  10 اضيف له  2-

Solution )   ملغم / مل . 150بتركيز 

واضيف له        Stock Solution مل من  2ملغم / مل وذلك بأخذ  100تركيز الحضر  3-

 .  70 % مل من كحول الاثيل  1

مل  2واضيف له  Stock Solutionمل من  1 بأخذملغم/ مل وذلك  50تركيز حضر ال 4-

 .   70 % من كحول الاثيل 

 2.5واضيف له  Stock Solutionمل من  0.5ملغم/ مل وذلك بأخذ  25تركيز حضر ال 5-

 .  70 % مل من كحول الاثيل 

واضيف له  Stock Solutionمل من  0.25ملغم/ مل وذلك بأخذ 12.5تركيز حضر ال 6-

 .  70 % مل من كحول الاثيل  2.75

 ;Wang ,etal. 2006 ).  ( um 0.22 )عقمت التراكيز بمرشحات غشائية دقيقة بقطر  7-

 . 2014الدعمي ,  (
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 (PGP)للمستخلص الكحولي لقشور الرمان  C.albicans: اختبار حساسية خميرة  8-3

 Well diffusion method: طريقة الانتشار بالحفر  1-8-3

 Fungal inoculaاللقاح الفطري  1-

مل من المحلول الفسيولوجي  5مع  C.albicansخميرة من مستعمرات  مزجت عدة       

 ×1.5الذي يعادل ( 0.5 )د القياسي مكفرلانالق مع عكورة محلول تم مطابقة عكورة العو

CFU/ml 106. 

ولر هنتون ي ثم خطط سطح الآكار ) مغطست ماسحات قطنية معقمة في العالق الفطر 2-

MH  +% 2  + غم / لتر صبغة ازرق اليمثلين ( بالعالق وتركت الاطباق لمدة  0.5كلوكوز

 المزيج من قبل الآكار . لامتصاصدقيقة  15

 بواسطة ثاقب فليني معقم . ( mm 6 )حفر في كل طبق بقطر  تم عمل عدة 3-

 12.5, 50,25 ,100 , 150)من كل التراكيز المختلفة مايكروليتر 50وضع في كل حفرة  4-

 Negative( ليمثل سيطرة سالبة  70 %( ملغم / مل واستخدم المذيب ) الكحول الاثيلي  

Control  في حين استخدم المضاد الفطري النيستاتين ,Nystatin ( Nys ) 100,000 

 . Positive Controlكسيطرة موجبة  ( IU )وحدة دولية 

مْ قرأت اقطار المناطق التثبيطية   37رارة ساعة وبدرجة ح 48حضانة  بعد مدة 5-

Diameter of Inhibition Zones ( DIZ )  .( AL- Mohana , et . al., 2008 ) 

 

 Minimum inhibitory Concentration: اختبار التركيز المثبط  الادنى   2-8-3

( MIC ) 

المعتمدة من قبل  Microdilution methodبطريقة  ( MIC )اجري اختبار الـ  

CLSI( 2002 ) كما في الخطوات الاتية , : 
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 RPMI – 1640 mediaباستخدام وسط   C.albicansحضر العالق الفطري لخميرة  1-

التي تعادل        ( 0.5 )مكفرلاند القياسي وتم مطابقة عكورة العالق مع عكورة محلول 

(1.5 X 106 ) . خلية / مل 

 .  RPMI - 1640مل من وسط  1واضيف اليها  1- 8انابيب رقمت من  8استعملت  2-

من المستخلص الكحولي لقشور الرمان  Stock Solutionلتحضير المحلول الخزين  3-

(PGP)  للحصول على  ( 70 % )مل من كحول الاثيل بتركيز 10غم منه في  1.5أذُيب

سلسلة من التخافيف  حضرت ملغم/مل ومنه100حضرالتركيز ثمملغم/مل 150نهائي تركيز

 باستخدام ملغم / مل للمستخلص الكحولي ((3.12,6.25,12.5,25,50,100,150النصفية

مل من  1نقل مل إلى الانبوب الاول ورج جيدًا ثم  1 ذلك بإضافةو RPMI- 1640 الوسط

مل من الانبوب الثاني إلى الانبوب  1الانبوب الاول إلى الانبوب الثاني ورج جيدًا ثم نقل 

مل للحصول على  1إذ رُج وأزُيل منه  8رقم الثالث وكررت العملية وصولًا إلى الانبوب 

 منع حدوث التلوث خر ليرت الماصة بين انبوب وآمل في كل انبوب وغ 1حجم نهائي مقداره 

 .  ( Wells 96 )حفرة 96الحاوية على  Microtiter Plateة فيحتم استخدام ص 4-

 من كل من التراكيز التي حضرت مسبقاً .  مايكروليتر ( 150 )وضع في كل حفرة  5-

واستخدم المضاد الفطري  من العالق الفطري لكل حفرة ، مايكروليتر 50اضيف  6-

كسيطرة  ( 70 % )وحدة دولية واستخدم كحول الاثيل  100,000بتركيز  (.Nys )النيستاتين 

 سالبة .

ساعة وبعد انتهاء مدة الحضن  48مْ لمدة  37طيت الصفيحة وحضنت بدرجة حرارة غ 7-

 .  Turbidityفحصت جميع حفر الصفيحة بوجود أو عدم وجود العكورة 

الذي يمثل أقل تركيز من المستخلص بعد الحضن  ( MIC )حدد التركيز المثبط الادنى  8-

                                                                                                              . مرئيً  C.albicans لخميرة لم يلاحظ فيه نمو   ( PGP )الكحولي لقشور الرمان 

  C.albicans: اختبار تكوين الغشاء الحيوي لخميرة  3-9
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وهذه الطريقة  (2001)وجماعته  Chanderaية الغشاء الحيوي وفقاً لطريقة تم تنم      

لتكوين الغشاء الحيوي لخميرة  Microtiter Plate(MTP)مطابقة تمامًا لطريقة 

C.albicans  التي اتبعهاPierce   مع بعض التحوير ( 2010 )وجماعته  

جميعها عزلات من اصل ست تم اختبار خمس إذ استخدمت اطباق بتري لتنمية الغشاء الحيوي. 

واتبعت الخطوات  ( CRA )بطريقة احمر الكونغو  Strong Biofilm اقوي احيوي اكونت غشاء

 -في الاختبار الحالي : الاتية

  C.albicansاولاا : تحضير المزروع لخميرة 

 Yeast Peptonمل من وسط  25تم تلقيح دورق مخروطي حاوي على  1-

Dextrose Broth  ( YPDB ) عدد من مستعمرات خميرة بC.albicans. 

ورة في الدقيقة ولمدة د  180مْ و 30حضن المزيج في حاضنة هزازة بدرجة حرارة  2-

 .ساعة18

 3000  بسرعة ة كاملة وعرض للطرد المركزي اخذ المزروع الذي سبق حضنه ليل 3-

 . دقائق  10دورة في الدقيقة ولمدة 

 20- 25( مرتين بالمحلول الفسيولوجي ثم اضيف  Pelletغسلت الخلايا ) الراسب  4-

إلى ) الراسب ( المغسول وتم المزج بواسطة جهاز   RPMI- 1640مل من وسط 

Vortex . 

من العالق الاخير تم تحضير عالق فطري مخفف يطابق في عكورته عكورة محلول  5-

 . ( X 106 CFU / ml 1.5 )الذي يعادل  0.5مكفرلاند القياسي 

 ثانياا : تكوين الغشاء الحيوي في اطباق بتري البلاستيكية 

سنتمتر ( وبمعدل خمسة اطباق لكل  6بلاستيكية ذات قطر ) التم استخدام اطباق بتري  1-

 عزلة مع طبق سيطرة لكل عزلة  .

مل من العالق  1ثم اضيف  RPMI- 1640مل من وسط  9وضع في كل طبق  2-

 الفطري المحضر مسبقاً .

 ساعة . 24مْ ولمدة  37وحضنت بدرجة حرارة   parafilmحيطت الاطباق بشريط ا 3-
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حضانتها ا اطباق السيطرة حيث استمرت مدة تم التخلص من محتويات الاطباق ) ما عد 4-

 ساعة ( . 48

 غسلت الاطباق بالمحلول الفسيولوجي ثلاث مرات بحركة دائرية  خفيفة للتخلص من 5-

ما يدل على تكون بعد هذه المرحلة يبدو قعر الطبق مضبباً مالخلايا الطافية غير الملتصقة .

 الغشاء الحيوي .

مل من صبغة البنفسج 10تم تصبيغ الاطباق الحاوية على الغشاء الحيوي باضافة-6

دقيقة ثم تم التخلص من الصبغة وغسلت الاطباق بالماء 45وتركت لمدة ٪1البلوري بتركيز

دقيقة  % لمدة95قطر للتخلص من بقايا الصبغة وجففت الاطباق ثم اضيف اليها ايثانولالم

واحدة ثم تم التخلص من الكحول وغسلت الاطباق بالماء المقطر وتركت لتنشف ثم فحصت 

 لرؤية الغشاء الحيوي المتكون. 40Xتحت المجهر بقوة

 

على الغشاء  ( PGP ): اختبار فعالية المستخلص الكحولي لقشور الرمان  3 -10

 .ALS1من خلال تاثيره على الجينالحيوي 

مل من وسط  5اضيف اليها ، )غير المصبغة(في الخطوة الخامسةغسل الاطباق  بعد 1-

RPMI- 1640  +5  لكل طبق ) مل من المستخلص الكحولي لقشور الرمان وبمعدل تركيز

 ( ملغم / مل . 150,  100,  50,  25,  12.5

 ساعة . 48مْ ولمدة  37حضنت الاطباق بدرجة حرارة  2-

 تم التخلص من محتويات الاطباق وغسلت بالمحلول الفسيولوجي ثلاث مرات . 3-

 بالإضافة إلى اطباق السيطرة . RPMI- 1640من وسط مل  ( 1 )أضُيف لكل طبق  4-

 قشط الغشاء الحيوي المتكون في الاطباق بلطف بواسطة اداة قشط معقمة . 5-

باندروف  إلى انابيب الوسط ( كل طبق ) الغشاء الحيوي المقشوط +نقلت محتويات  6-

Pandroff tubes 10ة ولمدة قيدورة في الدق 3000عة رووضعت للطرد المركزي بس 

  دقائق .
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 .   micropipetteتم التخلص من الراشح بواسطة  7-

 .RNAدرجة سيليزية لحين استخدامه في استخلاص  -20بدرجة  Pelletأحُتفظ بالراسب  8-

 

 : فحص تفاعل سلسلة البلمرة في الوقت الحقيقي الكمي ) الاستنساخ العكسي ( 11-3

Quantitative Reverse Transcription Real – Time PCR (qRT –PCR ) 

الحقيقي الكمي ) الاستنساخ العكسي ( تم اجراء فحص تفاعل سلسلة البلمرة في الوقت  

للدلالة على مقدار التعبير  ( mRNA )وذلك لقياس المستويات الكمية للحمض النووي المرسل 

وكذلك تم استخدام جين الـ        Candida albicans biofilms ( ALS1 gene )الجيني لجين 

( Act1 ) لحساب التعبير الجيني . اقياسي امنظم اجينه بوصف 

كما في الخطوات  ( Nailis , et . al., 2010 )تم اجراء هذا الفحص حسب طريقة  

 -: الاتية

 Total RNA extraction: استخلاص الاحماض النووية الكلي  1-11-3

 Trizol kitـ ال عدة   باستخدام  وذلك  Total RNA  تم استخلاص الحمض النووي 

 الكورية ولقد تم العمل بهذه العدة حسب تعليمات الشركةBioneerشركة  المجهزة من لدن

 -:المصنعة كما في الخطوات الاتية

مل  1 ( ثم إضيف10-3المحضرة في الفقرة)Pelletالانبوبة الحاوية على الراسب تم اخذ  1-

 ومزجت جيدًا لمدة دقيقتين .  Trizolمن محلول الـ 

لكل عينة من العينات ورجت لمدة  Chloroformمن كحول الـ  مايكروليتر 200ضيف ا 2-

 .  Vortexدقيقة بواسطة المازج  15

 دقيقة . 10حضن الخليط في الثلج لمدة  3-

 دورة / دقيقة . 12000دقيقة بسرعة  10وضعت العينات في جهاز الطرد المركزي لمدة  4-
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 Micropipetteبوبة ابندروف جديدة بواسطة نقلت الطبقة العليا ) الشفافة ( إلى ان 5-

 .مرات باليد 4 -5وقلبت الانبوبة  Isoprobanol al Coholوأضيف إليها كمية متساوية من 

 دقيقة . 10مْ لمدة  20 -حضنت العينات بدرجة حرارة  6-

تم دقيقة ثم  10دورة / دقيقة لمدة  12000وضعت العينات في جهاز الطرد المركزي  7-

 .  Pelletالتخلص من الطافي وأخُذ المترسب 

ومع الرج المستمر  80 %بتركيز   Ethanol Alcoholمل من   1أضُيف للمترسب  8-

    دورة / دقيقة  12000ثم وضع الخليط بجهاز الطرد المركزي بسرعة  Vortexبجهاز 

 . Pelletوأخُذ المترسب  دقيقة وتم التخلص من الطافي 5لمدة 

 الانابيب بدرجة حرارة الغرفة. جففت -9

 بدرجة حرارة  ووضع في حمام مائيl 50µبمقدار DEPC waterاضافة حفظ المترسب -10 

المستخلص في درجة  RNAدقيقة بعد ذلك حُفظ الحمض النووي  10مْ ولمدة  (( 55 – 60

 مْ .  70-حرارة 

 Assessing RNA: قياس تركيز ونقاوة الحامض النووي الرايبوسومي الكلي  2-11-3

Yield and Quality  

المستخلص من خلال استخدام جهاز خاص  RNAتم الكشف عن الحمض النووي   

Nanodrop Spectrophotometer  وذلك لتحديد تركيز الحمض النووي الريبوسوميRNA 

ng\ µl  نقاوة الحمض النووي وقياسRNA  280 /260)من خلال قراءة الامتصاصية بدرجة 

nm ) النحو التالي : على- 

 . RNAتم اختيار برنامج قياس الحمض النووي نوع  Nanodropبعد تشغيل جهاز  1-

 ( Free nuclease water )مايكروليتر من  2تصفير الجهاز وذلك بوضع ب قمُنا 2-

باستخدام ماصة دقيقة معقمة على سطح ركيزة المقياس واجراء التصفير وبعدها نظُفت 

 الركيزة باستخدام اوراق تنشيف لقياس العينات .
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ميكروليتر من  1وذلك باستخدام  RNAلبدء عملية قياس تركيز الـ  okعلى زر  ضغطنا 3-

المستخلص ومن ثم نظُفت ركيزة مقياس الجهاز مرة اخرى لقياس  RNAكل عينة من الـ 

 العينة الاخرى .

 Nanodropالمستخلص بقراءة الامتصاصية بجهاز  RNAحددت نقاوة عينات الـ  4-

Spectrophotometer  على طولين موجبين( 280 / 260 nm )  حيث أن الحمض

 . ( 1.2-2 )متصاصية هي المستخلص يعد نقياً عندما تكون نسبة الا RNAالنووي 

 

   DNase 1 Treatment:المعاملة بأنزيم  3-11-3

 DNase 1باستخدام  RNAتم معاملة مستخلص الحمض النووي الريبوسومي   

Treatment  وذلك للتخلص من بقايا الحمض النوويDNA  في عملية الاستخلاص بالاعتماد

 ( . 3- 7) على طريقة عمل عدة الأنزيم كما في الجدول 

دقيقة , وبعدها  30مْ لمدة  37المزيج في الحاضنة بدرجة حرارة  بعد ذلك حضن  

مْ  65وحضنت ايضًا بالحمام المائي بدرجة حرارة  EDTAمايكروليتر من مادة الـ  1أضُيف 

 دقائق وذلك لتثبيط فعل الأنزيم . 10لمدة 

 

 

في عملية  DNAحامض النووي عُدة الأنزيم المستخدمة للتخلص من بقايا ال ( 3- 7 )جدول 

 الاستخلاص .

 Volumeالاحجام بالمايكروليتر  Mixالمزيج 

Total RNA 100 ng\ ul 10  µL 

DNase I enzyme 1 µL 

10 X buffer 4 µL 

DEPC water 5 µL 
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 Total 20 µLالمجموع 

 

 cDNA synthesis: طريقة تصنيع الـ  4-11-3

من عينات الحمض  DNAالمكمل للـ  cDNAتم استخدام طريقة تصنيع الحمض النووي   

المستخلص لاستخدامه في تضخيم مورث التعبير الجيني والمورث المحافظ  RNAالنووي الـ 

المجهزة  Accupower Rockscript RT Premix kitباستخدام عدة   RT – PCRبفحص الـ 

كما حسب طريقة عمل العدة كَاما  العملية  هذهتم اجراء و الكورية ، Bioneerشركة  من لدن

 . (3 - 8 )في الجدول 

 cDNA synthesisعملية تصنيع الـ المستخدمة في عُدة كَاما  ( 3- 8 )جدول 

RT Master Mix Volume  

Total RNA 100 ng\ ul 10 µL 

Random Hexamer 

Primer 10 pmol 

1 µL 

DEPC water 9 µL 

Total 20 

 

تي ذكرت في الجدول اعلاه إلى ال RT master mixبعد ذلك تم إضافة مكونات مزيج   

 Reverseوالحاوية على انزيم الاستنساخ العكسي  cDNA synthesisيب عدة اناب

transcription  يب في جهاز الطرد المركزي المازج ومن ثم وضعت جميع الانابVortex 

centrifuge ( Eixspin )  3000بسرعة rpm  بعد ذلك  دقائق الواحدة لمدة ثلاثفي الدقيقة ,

وتم تطبيق  Thermo cycler ( Mygene , Korea )نقلت الانابيب إلى جهاز الدوار الحراري 

 .( 3 – 9 )حسب طريقة عمل العدة كما في الجدول  cDNAالظروف الحرارية لعملية تصنيع الـ 

 . RT – PCRلحين استخدامها في فحص مْ   20-ونقلت بعد ذلك العينات للحفظ بدرجة 
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 حسب طريقة عمل العدة cDNAلمراحل تصنيع الـ المثلى الظروف الحرارية  ( 3 – 9 )جدول 

   Step الخطوة Temperature الحرارة  Time  الوقت 

cDNA synthesis ( RT 

step ) 

50 Co 1 hour 

Heat inactivation 95 Co 5 minutes 

 

  Quantitative Real – Time PCR ( qRT - PCR ) : فحص  5-11-3

لمجاميع التجربة وكذلك باستخدام  cDNAلعينات الـ  qRT - PCRتم اجراء فحص الـ   

 بايونير الكورية ، شركة المجهزة من لدن  Accupower 2x Green Star qPCR Kitعدة 

التي تتفاعل مع الجينات المتضخمة لحاوي على صبغة السابير الخضراء لأجراء هذا الفحص وا

 -كما يأتي  :  Real - Time  PCRفي جهاز الـ 

 .( 3 – 10جدول (. ( ALS1 gene )للجين الهدف  qRT - PCR تحضير مزيج تفاعل - أ

 ALS1 للجين qRT - PCR  عل(:مكونات مزيج تفا 3 – 10جدول)

qPCR master mix Volume  

cDNA template  5 µL 

ALS1 gene Forward primer 

(10pmol ) 

1 µL 

ALS1 gene Reverse primer  

(10pmol ) 

1 µL 

2x green star qPCR master mix  12.5 µL 

DEPC water 5.5 µL 

Total 25 µL 
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 (                 3 -11)جدول  ACT1 genesللجين للمحافظ القياسي  qRT – PCRتحضير مزيج تفاعل  - ب

 

 ACT1للجين  qRT –PCRمكونات مزيج تفاعل  ( 3- 11 )جدول 

qPCR master mix Volume 

cDNA template  5 µL 

ACT1 gene Forward primer 

(10pmol ) 

1 µL 

ACT1  gene Reverse primer  

(10pmol ) 

1 µL 

2x green star qPCR master mix  12.5 µL 

DEPC water 5.5 µL 

Total 25 µL 
 

الخاصة ,  qRT –PCRأضُيفت المكونات التي ذكرت في الجداول اعلاه إلى انابيب  

 Vortex centrifugeومن ثم وضعت جميع الانابيب في جهاز الطرد المركزي المازج 

(Eixspin )  3000بسرعةrpm  الصفيحة وبعدها نقلت دقائق ،  لمدة ثلاثفي الدقيقة الواحدة         

( وتم تطبيق   ( Miniopticon Real – Time PCR, BioRad USAإلى جهاز 

لكل الجينات حسب طريقة عمل   condition qPCR Thermo Cycler   الظروف الحرارية

 . ( 3 – 12 )العدة كما في الجدول 

  ACT1و   ALS1للجينات  qRT – PCR لمراحل  المثلىالظروف الحرارية  ( 3 -12 )جدول 

qRT- PCR Step  Temperature Time  Repeat Cycle 

Initial Denaturation 95 Co 3 min 1 

Denaturation 95 Co 20 sec  

45 

 

Annealing Extension 

Detection ( scan ) 

60 Co 30 sec 
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Melting  60 - 95 Co 0.5 sec 1 
 

  Real – Time PCR data analysis:طريقة تحليل بيانات  6-11-3

في الوقت الحقيقي الكمي من  ةالبيانات الناتجة من تفاعل السلسلة المتبلمرحللت نقوم  

 , Livak and Schmittgen التي وضعت من لدن  Livak Methodخلال استخدام طريقة 

من خلال  ( Relative Quantitve ), والتي تعتمد على استخراج الكمية النسبية   (2001)

مع جينات السيطرة حتى تكون النتائج  ذات معنى  عملية تصحيح ومعادلة الجينات الهدف

تم الحصول على النتائج في الجدول اعلاه لنسبي بايولوجي لينتج مستوى محدد من التعبير ا

, وتحتاج هذه الطريقة إلى وجود جين هدف  (  ΔΔ ct  Livak method -2)باستخدام طريقة 

وايضًا إلى جين  C.albicansالخاص بخميرة  (ALS1 ) ذي تمثل بهذه الدراسة الجينال

  β –Actin1وتمثل في الجين  Housekeeping Gene ( HKG )محافظ أو معياري 

ACT1) )وكما في المعادلات الاتية : 

عينات للجين الهدف بالنسبة إلى الجين المعياري لكل من العينات المعاملة و CTمعادلة  1-

 باستخدام القوانين الآتيين :  السيطرة ) غير المعاملة ( ،

CT ( test ) = CT ( target , test ) – CT ( ref ,test ) . 

CT ( control ) = CT ( target , control ) – CT ( ref , control ) . 

CT ( target , test ) ، العينة المعاملة ( . : يشير إلى عتبة الدورة ) الجين الهدف 

CT ( ref ,test ) ، العينة المعاملة ( . : يشير إلى عتبة الدورة ) للجين المحافظ 

CT ( target , control ) ، عينة السيطرة ( . : يشير إلى عتبة الدورة ) الجين الهدف 

CT ( ref , control ) ، عينة السيطرة ( . : يشير إلى عتبة الدورة ) الجين المحافظ 

لعينة السيطرة باستخدام القانون        CT  ملة بالنسبة إلى للعينة المعا     CTمعادلة  2-

 -: تيالا

CT  =     CT (test) –       CT ( control ) .        
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 باستخدام القانون : ( ، Fold change ايجاد نسبة التعبير الجيني ) 3-

               Gene expression Ratio =2
-
     CT 

  statistical Analysis: التحليل الاحصائي  3 -12

، وقورنت  ( SPSS )حُللت البيانات احصائياً باستخدام برنامج التحليل الاحصائي  

 ) P>  عند مستوى احتمالعنوي والتباين الم ( Std. error )المتوسطات والخطأ القياسي 

0.05 ) . 



Results and 
Discussion
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  Results and Discussion النتائج والمناقشة  -4

  Isolation and Identificationالعزل والشخصية  1-4

لعزل الفطريات حيث  ااولي اوسط ( SDA )ز آكار رويد دكسترواستخدم وسط الساب 

ويثبط نمو الكثير من انواع البكتريا  .Candida spp يسمح بنمو انواع خميرة الكانديدا 

وأن إضافة المضادات الحيوية لهذا  PHالموجودة في الفم بسبب انخفاض الاس الهيدروجيني 

 ; Marsh and Martin , 2009 )الوسط يجعله اختيارياً اكثر لنمو الفطريات 

Odds.1991) ظهرت مستعمرات خميرة قد , وC.albicans  على وسط( SDA )  بشكل

ذات حواف  لماعة كار مستعمرات دائرية , بيضاء إلى كريمية اللون مرتفعة عن سطح الآ

. واستخدم الوسط كروم  Baveja , (2010 )إليه  وهذه الصفات تتوافق مع ما توصل ملساء

كما شخصت خميرة الكانديدا ، اع التابعة لخميرةللتفريق بين انو ( CAC )آكار كانديدا 

C.albicans  البايوكيميائية والفسيولوجية مثل اشكال بالاعتماد على مجموعة من الاختبارات

المستعمرات ولونها ورائحتها واصطباغها بصغة كَرام وقابليتها على تكوين الانبوب الجرثومي 

بالإضافة إلى  ،(4-1)جدول  °م45والنمو بدرجة والابواغ الكلاميدية وانتاج انزيم اليوريز

 Integral System Yeastاستهلاكها للكاربوهيدرات من خلال استخدام العدُة التشخيصية 

Plus ( ISYP ) ، ( 4-2جدول ). 

 

 ( الاختبارات التشخيصية لأنواع الكانديدا المعزولة4-1جدول )

CAC Gram العزلات ت

stain 

GTT CF UT Growth 

at 45o 
Colour Shape 

1 C. albicans المستعمرات مرتفعة  اخضر فاتح

عن سطح الآكار , 

 ملساء لماعة 

+ + + - + 

2 C. dubinienisi المستعمرات مرتفعة  اخضر غامق

عن سطح الآكار , 

 ملساء لماعة

+ + + - - 

3 C. tropicalis  مستعمرات مسطحة مستعمرات+ - - -  
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بنفسجية اللون 

ذات حواف 

 زرقاء

, ذات حواف 

 متعرجة

4 C. kruesi  وردي فاتح

ذات حواف 

وردي مائل 

 للأبيض

مسطحة تقريباً 

وذات حواف 

 متعرجة

+ - - -  

 

GTT اختبار الانبوب الجرثومي =Germ Tube Test  . 

 UT  اختبار اليوريز =Urease Test . 

CF اختبار تكوين الابواغ الكلاميدية =Chlamydospores Formation . 

 

لأنواع خميرة الكانديدا بواسطة العدة  Chromالكاربوهيدات ووسط اختبار (  4-2جدول ) 

 ( ISYP )التشخيصية 

استهلاك 

 الكاربوهيدرات

 الأنواع

C. albicans C. dubinienisi C. tropicalis C. kruesi 

Glucose + + + + 

Maltose + + + - 

Sucrose + + + - 

Lactose V - - - 

Galactose + + + - 

Melibiose - - - - 

Cellobiose - - V - 

Inositol - - - - 

Xylose V - + - 
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Raffinose - - - - 

Trehalose V - + - 

Dulcitol - - - - 

(chr)  الخاص

بالعدة 

 التشخيصية

Green Colourless Blue Pink 

 

V ير : متغ Variable  . 

 : حصول تغير لوني . +

 : عدم حصول تغير لوني  -

(Chr )  وسط الكرومChromagar. 

المعزولة من منطقة  .Candida sppفي الاختبارات التشخيصية لأنواع الكانديدا  

للتمييز بين  ( CAC )ان تم استخدام الوسط التفريقي كروم آكار كانديدا نالفم وما حول الاس

 C. albicansبالاعتماد على مظهر المستعمرات ولونها حيث ظهرت خميرة  أنواع الكانديدا

بلون اخضر غامق أما  C. dubliniensisبلون اخضر فاتح في حين ظهرت مستعمرات 

فكانت بلون بنفسجي ذات حواف متعرجة زرقاء اللون  C. tropicalisمستعمرات خميرة 

حواف متعرجة بلون وردي فاتح بلون وردي ذات  C. Kruseiوظهرت مستعمرات خميرة 

.  ( 1997 )وجماعته  Schoofsمائل إلى الابيض , واتفقت هذه النتائج مع ما توصل إليه 

هو نتيجة ادخال  Chromagarولعل ظهور مستعمرات الخمائر بالوان مختلفة على وسط 

يز هذه هذه الاحياء , حيث تتم من عندمواد لاصباغ ثانوية تتفاعل مع الانزيمات المفرزة 

إذ  ( Species – Specific )الاوساط المطورة المذكورة بكونها متخصصة لأنواع معينة 

 , Martens )يمكن من خلالها تشخيص النوع عن طريق لون وخصائص المستعمرات . 

2004 ; Fenn , et .al .,1994 ) من  , ويعد الانبوب الجرثومي والابواغ الكلاميدية

ن الانواع الاخرى من خميرة م C. albicansالصفات التشخيصية المهمة التي تميز خميرة 

خميرة , حيث يتكون الانبوب الجرثومي في  ( C. tropicalis , C. Krusei )الكانديدا 

C.albicans جدران متوازية ولا يوجد تخصر أو حاجز في      بشكل تركيب خيطي ذي
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من الحواجز ويتكون بعد مدة حضانة  الام ويكون الانبوب الجرثومي خاليمنطقة اتصاله بالخلية ا

مْ , في حين أن الانواع الاخرى من خميرة الكانديدا غير 37ساعات بدرجة حرارة  1.5- 3

 ) Kumar and Shuklaمكونة للانبوب الجرثومي واتفقت هذه النتائج مع ما توصل إليه 

بقدرتها على تكوين الابواغ الكلاميدية  C.albicans, كما تتميز خميرة  (2010

Chlamydospores  وهي خلايا جنسية كروية الشكل ذات جدران سميكة وتتكون في النهاية

مع الخلية الام بعد تكون الحواجز متصلة  تبقى  متطاولة  بنويةالقمية للهايفات الكاذبة ) براعم 

مع ما توصل إليه ،و ( 2011 )جماعته و Bose. وتوافقت هذه النتائج مع نتائج  (فيما بينها 

Sudbery , et .al ., ( 2004 ) .  قابليةC. albicans  جرثومي  على تكوين الانبوب ال 

علاقة وثيقة لها المهمة التي والابواغ الكلاميدية والهايفات الكاذبة تعد من عوامل الضراوة 

, حيث تكمن أهمية الانبوب الجرثومي في تمكين الخميرة من  C.albicansبامراضية خميرة 

ويلاحظ تكون الانبوب الجرثومي  الطلائية للمضيف لأحداث الإصابة ،الالتصاق بالاسطح 

الخيط إلى شكل  Yeast formبالتحول من شكل الخميرة  C.albicansعندما تأخذ خميرة 

 . Hyphae form  .( Yang , 2003 )الفطري 

عكسي ويحدث نتيجة بعض الخيط الفطري تحول من شكل الخلية إلى شكل ال يكون 

 PH) عندما يكون   PHو  مْ لتكوين الهايفا والخلايا (  37العوامل مثل درجة الحرارة ) 

فر المواد الغذائية اأما عند تو تتكون الهايفا ( ، متعادلا PHتتكون الخلايا وعندما يكون  احامضي

ا في حين أن النقص في المواد الغذائية يؤدي إلى تحول الخميرة إلى الضرورية تتكون الخلاي

الهايفا وعندما يكون هنالك انعدام في المواد الغذائية تقوم خلايا الخميرة بالدخول إلى مجرى الدم 

 , Sudbery , etal.2004 ; Gow ) .من الجسموتحدث إصابة جديدة في أماكن بعيدة 

2002 ; Sundstorm , 2006 , Webstrand weber , 2007 ) ،   وتختلف خلايا

بأن في ابحاثه  Odds ( 1994 )الخميرة والهايفات في قابليتها على احداث المرض حيث بين 

هذه البروتينات تلتصق بقوة مع البروتينات   Mannoproteinsالهايفا مغطاة بالمانو بروتين 

 Aspartylالهايفا بإفراز انزيم  تقوم سطح الاغشية الخلوية للمضيف ، وكذاالمتواجدة في أ

proteins   وانزيم  Lipases المضيف  ن على هضم وتحطيم انسجة القادري( Hube 

and Naglik , 2001 )  ،  سالبة مما يدل على عدم قدرة  اليوريز ر تائج اختبانوكانت

تحليل اليوريا في الوسط ومن  الذي يعمل على اليوريزعلى انتاج انزيم  C.albicansالخميرة 

لا يتحول الوسط إلى اللون الاحمر الارجواني بل يبقى اصفر اللون واتفقت هذه النتيجة مع ما  ثم
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وان قابلية خميرة  ، (  Macfaddine ,2000; Collee ,etal., 1996 )توصل إليه 

C.albicans  بين هذه الخميرة مْ يجعلنا قادرين على التمييز  45على النمو في درجة حرارة

مْ (  45)      التي لا تستطيع النمو في نفس الدرجة الحرارية  C.dublineinsisوبين خميرة 

الذي بين بأنها طريقة  ( 1998 )وجماعته  Pinjonوجاءت هذه النتائج متوافقة مع نتائج  ،

ويعزى السبب في  غير مكلفة وسريعة للتفريق بين هذين النوعين من خميرة الكانديدا ،بسيطة 

مْ ( إلى قابليتها على تحمل درجة  45على النمو في درجة )  C.albicansقابلية خميرة 

وكانت نتائج العدة  لمحبة للدرجات الحرارية العالية ،كونها من الفطريات الالحرارة العالية 

شخيص الت مطابقة لنتائج الاختبارات التشخيصية أن هذا النوع من  ( ISYP )التشخيصية 

  C.albicans ، 12 ( عزلة تعود للنوع50 %)  31تم تشخيص  سريعً ودقيقً ،

 تعود للنوع  (17.74 % )  11, و C.dublinensis تعود للنوع ( %19.35)

C.tropicalis   تعود للنوع  (12.90%)  8وC.Krusei  ،  ( 4 -3 جدول.) 

 ونسبهاCandida خميرة  تأعداد عزلا: ( 4 – 3 )جدول 

 النسبة المئوية العدد  العزلات

C.albicans 31 % 50 

C.dublinensis 12 % 19.35 

C.tropicalis 11 % 17.74 

C.Krusei 8 % 12.90 

 100 % 62 المجموع

 

سوي           ق مع الموعلى باقي الانواع الاخرى تتف C.albcians إن سيادة خميرة  

ولعل  ، ( 2004 )وجماعته   Saxenaكما تتفق هذه النسب مع ما توصل إليه و ( 2006 )

اكثر من غيرها من انواع الكانديدا هو قابليتها الكبيرة  C.albicansالسبب في سيادة خميرة 

بالإضافة إلى نجاحها  Candidiasisعلى الالتصاق بأسطح المضيف مسببة داء المبيضات 

وتثبيطها للميكانيكيات الدفاعية في مواضع   Colonizatonفي تكوين مستعمرات عديدة 

 .( Dhanase Karan , etal .,2013 )مختلفة من جسم المضيف . 
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 لتواجدها بشكل كبير في جسم الإنسان فهي C.albciansويعزى السبب في انتشار خميرة  

عند حدوث ضعف تمتاز بقابليتها على التحول إلى ممرضة  مكيفة لدرجة حرارة الجسم , وكذا

 ; Petri , et .al ., 1997 )مناعي في الجسم وبسبب التعاطي الكبير للمضادات الفطرية 

Vincent , et . al ., 1998 ) تعد خميرة  , وكذاC.albcians  واحدة من اكثر انواع

Candida ضراوة المتمثلة بأنبوب  الانبات خطورة وذلك لامتلاكها العديد من عوامل ال 

 Med )لأنزيمات  المحللة. ية على التحول الشكلي وامتلاكها لعلى الالتصاق , والقابلالقابلية 

Calderone  and Fonzi , 2001 ) أنزيمات  , حيث تنتجProteinase  و

Uronidase  وCollaginase  وNeuroaminsdae  التي تساعدها في اختراق انسجة

    ( Rouabhia and Chmielewski , 2012 )وخلايا المضيف واحداث الامراضية .  
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AA 

A -  مستعمرات خميرةC.albicans  . 

B –  مستعمرات خميرةC. krusei  . 

C -  مستعمرات خميرةC.tropicalas  . 

 

 

 

 
 

 

 ( SDAعلى وسط )  .Candida  spp( مستعمرات خميرة  4 - 1صورة رقم )

A 
B 

C 
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 ( مستعمرات انواع خميرة الكانديدا على وسط كروم آكار كانديدا 4-2صورة رقم ) 

A -  مستعمرات خميرةC.albicans  . 

B –  مستعمرات خميرةC. krusei  . 

C -  مستعمرات خميرةC.tropicalas  . 

 

 

  

A B 

C 
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 . x 40 تكبير وبقوة C.albicansخميرة ( الانبوب الجرثومي ل4-3صورة رقم )

 

 

 

 

 

 

 

مصبغة بصبغة كَرام  C.albicansدية وخلايا  خميرة ي( الابواغ الكلام4-4صورة رقم )

 . x 10تكبيروبقوة 
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لاكتوفينول المصبغة بصبغة  C.albicansخميرة لدية   ي( الابواغ الكلام4-5صورة رقم )

 . x 40 تكبير ازرق القطن  وبقوة

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 cornعلى وسط أكار طحين الذرة  C.albicansخميرة مستعمرات (    4-6صورة رقم )

meal agar. 
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 . C.albicans( العدة التشخيصية لآستهلاك الكاربوهيدرات  لخميرة 4-7صورة رقم )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ش

 



 النتائج والمناقشات                                                      الفصل الرابع   

 

55 

 . CRAلإنتاج الغشاء الحيوي بطريقة  C.albciansالكشف عن قدرة خميرة   2-4

 6وتضمنت منتجة للغشاء الحيوي   ( 51.6 % ) 16أن  ( 4 – 4 ) يوضح الجدول رقم   

 ( 62.5 % ) 10وأن  ( Strong Biofilm )انتجت  C.albciansمن خميرة  ( 37.5 % )

 .Cعزلات خميرة من بين  ( 48.4 % ) 15،وأن  ( intermidate Biofilm )انتجت 

albicans غير منتجة للغشاء الحيوي.( Freeman,etal. ,1989). ( 4- 4جدول). 

 (CRA )قةبطري  C.albciansلخميرة  اعداد ونسب تكوين الغشاء الحيوي : ( 4- 4)جدول 

 :NO العزلات

( %) 

Biofilm negative 

no ( % ) 

Biofilm Positive no ( % ) 

Strong Intermediate Total 

C.albcians (50) 31 15 (( 48.4  ) 6 ( 37.5 10 ( 62.5) (51.6) 16 

 

على  C.albciansوقد تم التوصل إلى هذه النتائج من خلال شكل مستعمرات خميرة  

أن الخمائر المكونة للغشاء الحيوي تكون مستعمراتها سوداء اللون ذات  إذ، ( CRA )وسط 

, وقد  ( Intermediate ), أو ذات لون أحمر نبيذي  ( Strong )مظهر كريستالي خشن 

تكون المستعمرات ذات لون وردي فاتح مما يدل على أنها غير منتجة للغشاء الحيوي وتتوافق 

عند استخدامهم طريقة أحمر  ( 2014 )وجماعته   Saxnaإليه هذه النتائج مع ما توصل 

 % )الغشاء الحيوي لخميرة الكانديدا حيث اشاروا إلى أن  في تكوين )  CRAالكونغو )

 % )هي غير منتجة للغشاء الحيوي في حين أن  C.albciansمن مجموع خميرة   (52.2

, وقد  ( Intermediate % 90.5 , Strong % 9.5 ) هي منتجة للغشاء الحيوي  ( 41.8

 يحدث في المراحل الاخيرة من مدة يعزى التغير في لون المستعمرات بهذه الطريقة والذي

بانه  5 %استخدام السكروز أو الكلوكوز يوصف  وجود نواتج ايضية ثانوية ، وكذاالحضن إلى  

باستخدام اوساط  Exopolysaaridesعامل اساسي لتحديد انتاج السكريات الخارجية المتعددة 

, وقد  ( Freeman , et .al ., 1989 ; Oliveira and Cunha , 2010 )غذائية غنية . 

تعدد سكريات معين مب بشكل مباشرصبغة الكونغو الاحمر  يكون التغير اللوني سببه ارتباط

 .( Hassan , et .al ., 2011 )مكونة معقدات ملونة 
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على وسط آكار احمر الكونغو   C.albicans( الغشاء الحيوي لخميرة   4 – 8صورة )

Congo red agar(CRA)   

 

 PGPللمستخلص الكحولي لقشور الرمان  C.albicansية خميرة حساس:   3-4

 Well Diffusion Methodطريقة الانتشار بالحفز  1-3-4-

 Inhibition Zoneمعدلات الاقطار التثبيطية  ( 4-5 )يوضح الجدول  

Diameters (IZD)  مقاسة بوحدات( mm )  المليمتر للمستخلص الكحولي لقشور الرمان 

(PGP )  ضد خميرةC.albicans  , أن معدلات المناطق التثبيطية بينت النتائج  وكذا

في اعداد خلايا  P> 0.05 مليمتر مما يدل على انخفاض معنوي  22 )– ( 9ترواحت ما بين 

وهذا يدل على أن جميع مقارنة بالسيطرة ) النيستاتين وكحول الاثيل (  C.albicansخميرة 

 . ( PGP )حساسة للمستخلص الكحولي لقشور الرمان  C.albicansعزلات خميرة 
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للمستخلص الكحولي لقشور الرمان           ( IZD )معدلات الافطار التثبيطية  ( 4-5 )جدول 

( PGP )  ضد خميرة C.albicans بطريقة الانتشار بالحفر . 

 (mm )معدلات الاقطار التثبيطية  التراكيز بوحدات ملغم / مل

150 22 

100 19.33 

50 15.5 

25 13.97 

12.5 9 

Control 
+ 

( Nys .) 8.67 

Control 
- 
( Chol ) 5.33 

 

 L.S.D.(0.5=)1.9271قيمة

Nys. تاتين سي: المضاد الفطري النNystatin 100.000 . وحدة دولية 

Cohol  70 %: كحول الاثيل بتركيز . 

L.S.D  اقل فرق معنوي :Leas Significant Difference  

 . P > 0.05: مستوى معنوية  0.05

 

ملغم / مل معدلات الاقطار  ( 12.5, , 25 , 50 , 100 , 150 )اعطت التراكيز  

 على الترتيب . ( 9 , 13.97 , 15.5 , 19.33 , 22 )التثبيطية 

 ( PGP )أنه كلما زاد تركيز المستخلص الكحولي لقشور الرمان نستنتج من ذلك و 

الفعال للمستخلص الكحولي  الطردي كلما كبر قطر المنطقة التثبيطية , مما يدل على التأثير

 وجماعته  Pai, وهذه النتائج تتفق مع نتائج  C.albicansلقشور الرمان كمثبط لخميرة 

مليمتر  ( 16 , 19 , 21 , 25 , 28 )في الحصول على اقطارٍ تبثيطية بمعدل  ( 2011)

 معدل  أي كلما زاد التركيز زادعلى التوالي  ( 1% , 3% , 5 % , 7 % , 9% )للتراكيز  
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فقت نتائج الدراسة الحالية مع النتائج التي توصل إليها ات , وكذاالاقطار التثبيطية 

Vasconcelos ,et .al .,( 2003 )   المستخلص الكحولي لقشور الرمان هو في أن

, في حين أن النتائج التي تم التوصل إليها  C.albicansالامثل ضد خميرة  المضاد الفطري

حيث بينوا بأنه لا يوجد  ( 2010 )وجماعته   Abdallahzadehمخالفة لما توصل إليه 

فقد كانت معدلات  C.albicansتأثير مثبط للمستخلص الكحولي لقشور الرمان ضد خميرة 

ملغم / مل على التوالي   ( 4 , 8 , 12 )مليمتر للتراكيز  ( 6 , 6.5 , 6.5 )الاقطار التثبيطية 

مان غير واضحة وأن فعاليتها ي الرات الموجودة فإلى أن التأثير الميكانيكي للتانينذلك  وقد عزا

 . أو التركيب الجزيئي لها لقابضةا ة الدواءيمكن أن يكون لها علاقة بسميتها أو قابلي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

150 mg/ml 

50 mg/ml 

100 mg/ml 

Alcohol 

25 mg/ml 

12.5 mg/ml 

Nystatin 

 C.albicansلاقطار التثبيطية للمستخلص الكحولي لقشور الرمان ضد خلايا خميرة (  ا  4-9صورة ) 
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التثبيطية لخلايا خميرة  ( PGP )مان الكحولي لقشور الر فاءة المستخلصتعود كو 

C.albicans  إلى احتواء قشور الرمان على مركبات فعالة عديدة لها دور مضاد للمايكروبات

ويمكن أن يكون السبب في التأثير  ،  ( Ahmed ,etal .2012 )) البكتريا والفطريات ( . 

التي   Polyphenolsعلى مركبات متعدد الفينولات  طي لقشور الرمان إلى انها تحتويالتثبي

لأثبات فعاليتها الا أن التراكيز المطلوبة  C.albicansمن الممكن أن تتداخل مع خلايا خميرة 

 ; Cushnie and Lamb , 2005 )التثبيطية للفطريات داخل الخلايا غير معروفة . 

Havesteen , 2002 ) القدرة على اقتناص الايونات المعدنية اللازمة  أن للفينولات , وكذا

 ,Fe+2  .( Yardanoوخاصة ايون الحديد  Metalloproteasesلنمو الفطريات بواسطة 

et .al .,2008 )  بالإضافة إلى قدرتها على تغيير صلابة الغشاء الخلوي لتتمكن هذه ,

 .Saija ,et .al )وي للفطريات الجزئيات من الدخول إلى الطبقة الدهنية الثنائية للجدار الخل

, وحال دخولها ستسبب تغيرًا في نفاذية الجدار الخلوي للأيونات مؤدية إلى موت  (1995

, ومن المحتمل أن يكون التأثير التثبيطي  ( Cushnie and Lamb, 2005 )الخلية . 

الايونات للفينولات من خلال امتصاصها بواسطة الغشاء الخلوي , التفاعل مع الانزيمات و

, كما أن التأثير التثبيطي المستخلص الكحولي  ( Lamer , et .al ., ,2008)المعدنية . 

و  Punicalainsالقشور على مركبات  لقشور الرمان يمكن أن يعود إلى احتواء

Ellagitannin         حيث اظهرت قدرتها على قنص الحديد المحفز لتفاعلات الأكسدة داخل

نات ( وللتاني( Endo, et .al ., 2010 ; Kulkarni , et . al .,2007 المايكروبيةالخلية 

ا في ترسيب البروتينات الموجودة في الجدار الخلوي للأنواع التي تحتويها قشور الرمان اثرً 

الاستقرار بالإضافة إلى قدرتها على زعزعة  ، ..Candida sppالمختلفة لخميرة الكانديدا 

 رج خلوية الضرورية للأيض الخلوي م والغشاء البلازمي وتثبيط الانزيمات الخافي السايتوبلاز

ما هي الا بعض الميكانيكيات  والنقص الحاصل في المواد الغذائية اللازمة لنمو المايكروبات

للقضاء على مختلف انواع المسببات المرضية  اتينلتانين قدرة مركبات االتي تب

(Puupponen – Pimia ,et .al .,2004 ; Vasconcelos , et . al ., 2003 ; 

Ikigai ,etal .,1993) . 
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 ستخلص الكحولي لقشور الرمان ملل ( MIC )تحديد التركيز المثبط الادنى  2-3-4-

PGP ) (  ضد خميرةC.albicans   

 (150 , 100 , 50 , 25 , 12.5 , 6.25 , 3.123 )استخدمت مجموعة التراكيز  

 ( 12.5 ), وكان التركيز  Micordilution Methedبطريقة   MICملغم / مل لحساب 

  (  4 -7) جدول.   C.albicansملغم / مل هو اقل تركيز مثبط لخلايا خميرة 

للمستخلص الكحولي لقشور الرمان ضد خميرة  MIC: التركيز المثبط الادنى  ( 4 -6 )جدول 

C.albicans   

 نمو الخميرة التركيز ملغم / مل 

3.125 + 

6.25 + 

12.5 - 

25   - 

 50 - 

100 - 

150 - 

 

 + : تعني وجود نمو .

 : تعني عدم وجود نمو .  -

حيث سجلوا تركيز مثبط ادنى El- Kichaoi , et al., ( 2015 )توافقت هذه النتائج  

 Adwan andوكذلك توافقت مع  ،ملغم / مل ( 12.5 )لرمان لقشور اللمستخلص الكحولي 

Mhanna , ( 2008 )  نتائج المستخلص النباتي الخام يحتوي على العدد , اللذين اوضحا بأن

من خلال ميكانيكيات مختلفة ,  من المركبات الفعالة التي تعمل على تثبيط الفطريات والبكتريا

فيتامينات ,  وفلافونات , والمختلفة في النبات مثل كاروتينات ,أن النواتج الايضية  وكذا

لويدات , والصبغات لها تأثير حيوي وربما تمتلك آليات مقاومة مثل تثبيط الفعالية الانزيمية , وق
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 Abeysinghe and )تحوير المواقع الفعالة وتقليل تراكم المواد بين الخلوية . 

Weeraddana , 2011 ) . 

فعالية للمستخلص النباتي يشير إلى مدى ال ( MIC )إن انخفاض القيمة الخاصة بتركيز  

 ,. Fabry , et al )وهذاما أكده  C.albicansالعالية للمستخلص النباتي ضد خميرة 

  Punicalagin احتواء قشور الرمان على تراكيز عالية من مركبات ).ان ,  ( 1998

و  Tellimagrandinو  Pedunculaginينات مثل الإضافة إلى التانب

Gallagyldilacton  وPanicalin ضد انواع  فعالا افطري امضادرمان ( تجعل من ال

, فقد اظهر المستخلص الايثانولي لقشور الرمان تداخلًا مع  .Candida sppخميرة الكانديدا 

        مشوهتركيب خلية الخميرة مما ادى إلى تغير في الجدار الخلوي الذي اصبح اكثر سمكًا و

 , Scalbert, وافترض  ( Anibal , et al ., 2012 )مع تغير في الغشاء البلازمي . 

التي تضمنت تثبيط الانزيمات ينات ضد المايكروبات آليات مختلفة لتوضح فعالية التان ( 1991)

عملية الفسفرة   , تقليل من المواد الغذائية والايونات المعدنية اللازمة لنمو المايكروبات وتثبيط 

 Haslam ,( 1996)    الخلوي , في حين افترضتثبيط عمليات الايض ومن ثم التأكسدية 

التي تتضمن الجزئيات الكبيرة مثل تكوين معقدات مع جزئيات اخرى  ينات مننبإمكانية التا

 البروتينات والسكريات المتعددة .

في تغيير  تأثير المستخلص الايثانولي لقشور الرمان Anibal et al.(2012) بين  

بواسطة المجهر الإلكتروني .Candida sppة الكانديدا شكل وتركيب خلايا أنواع خمير

الماسح حيث اظهرت النتائج تغير في الخلايا بالإضافة إلى تثبيط تجميع الخلايا ونموها وقد 

ظهرت الخلايا المعاملة بالمستخلص النباتي بأنها ذات جدار خلوي غير منتظم مع مادة لزجة 

كما يبدو الجدار الخلوي بأنه مكون  ر الهايفات ،الخلايا بالإضافة إلى تمزق وتقش على اسطح

في الحواجز بين الخلية الام والبرعم كما أنه وسمك غير طبيعي في الحواجز  ،عدة طبقاتمن 

لا يوجد فصل واضح بين الخلايا . في حين بدت الخلايا غير المعاملة بالمستخلص بمظهر 

لايا وهايفات طبيعية مما يدل على أن منتظم ومتجانس بالإضافة إلى حالات تبرعم طبيعية وخ

ومن ناحية اخرى فقد بينت بعض  اضرارًا في تركيب خلايا الخميرة ،المستخلص النباتي سبب 

ومنها  C.albicansالدراسات تأثير مستخلص الرمان على عوامل الضراوة الخاصة بخميرة 

التثبيطية للمستخلص الكحولي الفعالية  Olivera,et al.(2013) الغشاء الحيوي فقد بيَن

بالإضافة إلى تأثيره الكابح للغشاء الحيوي لتلك الخميرة عند  C.albicansللرمان لخميرة 



 النتائج والمناقشات                                                      الفصل الرابع   

 

62 

 C.albicansاجراء دراسة في تأثير بعض المستخلصات النباتية على الغشاء الحيوي لخميرة 

ت التي ت الفينولاوقد عللوا سبب فعالية المستخلص إلى مركبا المتكون في اطقم الاسنان ،

نات وتفاعل هذه المواد مع البروتينات الخاصة بهذه الكائنات يحتويها المستخلص والتاني

اكد هذه الدراسة و ، ( Naz , et al .,2007 )لة وغير نشطة . جعلها خام ومن ثمالدقيقة

Endo,etal.(2012)  في فعالية مستخلص فاكهة الرمان كمثبط لخلايا خميرةC.albicans 

 Punicalanginه على مركبات الغشاء الحيوي وذلك نتيجة احتوائ إزالةودوره الفعال في 

 فعال في تثبيط الانزيمات والبروتينات الموجودة في غشاء الخلية  نات ايضًا اثر  ،للتاني

Greulach, (1973) ، مائر والبكتريا وقد ينات سمية للفطريات الخيطية والخوتمتلك التان

ينات المكثفة قد ترتبط بجدار الخلية وتمنع النمو من خلال تثبيط فعالية انزيم وجد أن التان

Protease ( Jons , et al ., 1994 ) ،  كما تقلل من قابلية الخلية المايكروبية على

الالتصاق وتثبيط عمل الانزيمات الناقلة المحيطة بالخلية المايكروبية وتعمل ايضًا تكوين 

 . ( Ya ,et al ., 1988 )لمتعددة . معقدات مع السكريات ا

 

 Total RNAنقاوة وتركيز الحامض النووي المستخلص  4-4

بواسطة جهاز الـ  وتركيزه الكلي المستخلص RNAقيمت نقاوة الحامض النووي  

rophotmeterNanodrope Spect  وكانت نتائج التراكيز ,SD )  +( Mean  

المستخلص من  RNAوقدرت نقاوة الحامض النووي  ng/ µlبوحدات نانوغرام / مايكرو   

 ( A260 / A280 ) 280إلى الطول الموجي  260خلال قياس النسبة بين الطول الموجي 

 ( . 4 – 7. ) جدول   RT- PCRلإكمال عملية  RNAللحصول على التراكيز المطلوبة من 
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باستخدام  C.albicansلعزلات خميرة وتركيزه  RNAالحامض النووي  نقاوة (: 7-4جدول)

- 280)وعلى طولين موجبين            Nanodrope Spectrophotmeterجهاز 

 نانومتر .  (260

RNA الكلي 

 لمجاميع التجربة

 (ng / µl )التركيز 

SD  +Mean  

 A260 / A280النقاوة 

SD  +Mean  

C 107.26 +502.87  0.15 +1.72   

T1 85.26 +400.45   0.16 +1.73   

T2 59.30  +332.35  0.19 +1.65    

T3 139.71 +518.33   0.24 +1.60   

T4 66.53  +336.27  0.30 +1.57   

T5 66.87 +351.94    0.08 +1.73   

 

 Relativeبطريقة العد النسبي  ALS1ير الجيني للمورثة عبالت  5-4

quantification. 

الذي له علاقة بتكوين   ALS1للجين  Gene expressionالجيني  التعبيرلحساب  

 (  ct       -2 )تم اجراء العد النسبي باستخدام طريقة  ، C.albicansالغشاء الحيوي لخميرة 

وحُللت  ، ACT1باستخدام الجين المحافظ  Normalizationالمعتمدة على عملية التصحيح 

للجين  CTباستخدام قيم الـ  ALS1للجين الهدف  Cycler Threshold ( CT )قيم الـ 

في كل معاملات التجربة ومجموعة السيطرة لأتمام عملية   ACT1المحافظ أو المعياري 

 الجيني . التعبيرالتصحيح في 

وجود فروقات واضحة في مستويات  ALS1الجيني للجين  التعبيرمستويات اظهرت  

الجيني للجين  التعبيرحيث بينت نتائج  عزلات المعاملة ومجموعة السيطرة ،الجيني في  التعبير

ALS1  تنظيم منخفض ( وجود انخفاض واضحdown regulation في كل من المعاملة )

في حين لم  ، T5والمعاملة الخامسة  ، T4والمعاملة  ، T3والمعاملة الثالثة  ، T2الثانية 

 T1في المعاملة الاولى  1ALSالجيني للجين  p )> ( 0.05  للتعبيريلاحظ فرق معنوي 

 fold 1 )بمقدار  اجيني اتعبير مقارنة مع نتيجة التغيير الجيني لمجموعة السيطرة التي تعادل

change )  حسب طريقةLivak  .(  4 - 8 جدول  ). 
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 لخميرة (ct  livak method           -2 )باستخدام طريقة  ALS1التعبير الجيني للجين  (4-8)جدول 

C.albicans. 

رقم 
 العزلة

تراكيز 
المعاملات 
 ملغم/مل

CT 
ALS1   

CT  
ACT1 

   CT  
Test 

CT  
control 

 
CT 

Fold 
change 
2-           ct 

st.Error +Mean  

1 (12.5) T1 36.03 33.35 2.68 1.30 1.38 0.38  
 

0.41455 +0.851  
 

2 (12.5) T1 35.66 33.35 1.84 1.30 0.54 0.69 

3 (12.5) T1 33.99 33.18 0.81 1.30 -0.49 1.40 

4 (12.5) T1 35.19 33.23 1.96 1.30 -0.66 0.63 

5 (12.5) T1 34.24 33.15 1.10 1.30 -0.20 1.15 

1 ( 25 ) T2 34.16 33.33 0.83 1.30 -0.47 1.38 0.51339 +0.640 

2 ( 25 ) T2 35.01 33.30 1.71 1.30 0.41 0.75 

3 ( 25 ) T2 37.23 33.21 4.02 1.30 2.72 0.15 

4 ( 25 ) T2 35.41 33.72 1.69 1.30 0.39 0.76 

5 ( 25 ) T2 37.23 33.17 4.06 1.30 2.76 0.15 

1 (50) T3 36.29 33.97 2.32 1.30 1.02 0.49  
 

0.06731 +0.394 
2 (50) T3 36.28 33.62 2.66 1.30 1.36 0.39 

3 (50) T3 36.58 33.52 2.05 1.30 1.76 0.30 

4 (50) T3 35.35 32.73 2.62 1.30 1.32 0.40 

5 (50) T3 36.09 33.43 2.66 1.30 1.36 0.39 

1 ( 100) T4 37.12 33.23 3.89 1.30 2.59 0.17  
 

0.1064  +0.220  
2 ( 100) T4 36.61 33.12 3.49 1.30 2.19 0.22 

3 ( 100) T4 37.75 33.25 4.50 1.30 3.20 0.11 

4 ( 100) T4 35.90 33.23 2.67 1.30 1.37 0.39 

5 ( 100) T4 36.15 32.95 3.20 1.30 1.91 0.27 

1 (150) T5 39.22 33.33 5.90 1.30 4.60 0.04  
 

0.01643 +0.021  
 

2 (150) T5 39.44 33.44 6.00 1.30 4.70 0.04 

3 (150) T5 42.16 33.34 8.82 1.30 7.52 0.01 

4 (150) T5 42.06 33.74 8.32 1.30 7.02 0.01 

5 (150) T5 41.32 33.51 7.81 1.30 6.52 0.01 

1 Control 34.50 33.04 1.46 1.30 0.16 0.89  

2 Control 33.48 32.37 1.11 1.30 -0.19 1.14  

3 Control 34.78 33.28 1.5 1.30 0.20 0.87  

4 Control 34.78 33.48 1.3 1.30 0.00 1.00 0.12779 +1.006  

5 Control 34.15 33.03 1.12 1.30 -0.18 1.13  

T1  ملغم / مل من المستخلص الكحولي لقشور الرمان . 12.5: المعاملة الاولى بتركيز 

T2  ملغم / مل من المستخلص الكحولي لقشور الرمان . 25: المعاملة الثانية بتركيز 

T3  ملغم / مل من المستخلص الكحولي لقشور الرمان . 50: المعاملة الثالثة  بتركيز 

T4  ملغم / مل من المستخلص الكحولي لقشور الرمان . 100: المعاملة الرابعة بتركيز 

T5  ملغم / مل من المستخلص الكحولي لقشور الرمان . 150: المعاملة الاولى بتركيز 

CT ALS1  عينة الدورةCycle Thershold  للجين الهدفALS1  في جهازRT- PCR   

CT ACT1  عينة الدورةCycle Thershold للجين المعياري ACT1  في جهاز  RT- PCR   . 
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ملغم / مل T2  (25  )في المعاملة الثانية  ALS1اظهرت نتائج التعبير الجيني للجين                 

  )efold chang 0.51339 +0.640 (بمقدار  downregulationانخفاضًا 

) fold 0.06731  +0.394ملغم / مل ( بمقدار  ( T3 50وانخفضت المعاملة الثالثة 

change )  المعاملة الرابعة ،وانخفضتT4  (100  ملغم / مل)           بمقدار

)  efold chang0.1064  +0.220 ( ،  وانخفضت المعاملة الخامسةT5  (150 

بالمقارنة مع عينة  ، )  efold chang 0.01643 +0.021  (بمقدارملغم / مل ( 

 1.006)+ بمقدار  upregulation امرتفع 1ALSالسيطرة التي كان مستوى التعبير الجيني 

0.12779 fold change  ) ،  من ناحية اخرى فأن التعبير الجيني للجينALS1   في

 )  fold  0.41455 +0.851ملغم / مل ( كان بمقدار  12.5)   T1المعاملة الاولى 

change  )في التعبير الجيني بالمقارنة مع  امعنوي اوهذا المستوى لا يدل على أن هنالك فرق

للتعبير الجيني النسبي  ( 4- 2 )واظهر الشكل البياني لعينة السيطرة ،ى التعبير الجيني مستو

ومجموعة  ( T5 , T4 , T3 , T2 )وجود فرق معنوي بين معاملات التجربة  ALS1للجين 

في حين اشار إلى عدم وجود فرق معنوي بين  ، P> 0.05السيطرة عند مستوى احتمال 

 . P>0.05ومجموعة السيطرة عند مستوى احتمال  ( T1 )المعاملة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  C.albicans ( الاقطار التثبيطية للمستخلص الكحولي لقشور الرمان ضد خميرة  4 – 9) صورة

 

 في معاملات التجربة ومجموع السيطرة   ALS1(  الشكل البياني للتعبير الجيني  النسبي للجين  4 – 1شكل )
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 )أن التركيز  C.albicansالخاص بخميرة   ALS1اظهرت نتائج التعبير الجيني للجين       

ملغم / مل من المستخلص الكحولي لقشور الرمان لم يؤثر على مستوى تعبير الجين  ( 12.5

ALS1 لن يؤثر على عملية تكوين الغشاء الحيوي لخميرة  ومن ثم  فهوC.albicans ،  في حين

ملغم / مل ( من المستخلص الكحولي لقشور الرمان اظهر تأثيرًا واضحًا على  25) أن التركيز 

التركيز المثبط الادنى  يشير إلى أن  مقارنة مع السيطرة مما  ALS1مستوى التعبير الجيني للجين 

( MIC) ( من المستخلص الكحولي لقشور الرمان 25للغشاء الحيوي هو التركيز) ملغم /مل

بان  نلاحظ  C.albicansخميرةلخلايا  ( MIC )التركيز المثبط الادنىقارنة مع ،وعند الم

(MICلخلايا الخميرة ) فقت هذه النتائج مع النتائج التي وات  ملغم / مل (12.5 )   كان بتركيز

للغشاء  ( MIC )أن التركيز المثبط الادنى  من حيث Jayant,etal.(2013)توصل اليها 

من الكافايين  (MICحيث اشاروا الى ان ) ،هو التركيز الثاني C.albicansالحيوي لخميرة 

Caffeine ضد خلايا خميرة  من نبات الشاي والقهوة المستخلصC.albicans    

, وتحتوي المستخلص من الكافايين (25mMللغشاء الحيوي هو) (MIC(،وان)12.5mMهو)

ملغم / مل من  ( 1.137 )بتركيز  قشور الرمان على مادة الكافايين التي تعد من الفلويدات

حيث يساهم الكافايين في  ( Elsherbiny , et al .2016)المستخلص الكحولي لقشور الرمان 

وأن فعالية الكافايين تشبه  ، C.albicans ( Mittag , 1994 )تغيير تركيب خلايا خميرة 

بروتين  Target of Rapamycin ( TOR )في تأثيره على مسار  rapamycinفعالية العقار 

 ، تكوين الخيوط ها النمو والايض ،المنظم لنشاط الخلايا بضمن Protein Kinaseالكاينيز 

فمن المحتمل أن  الخمائر استجابة لمحفزات بيئية ، تجمع والتصاق خلية مع خلية اخرى في

 TOR .( Bastidas ,etal.,2009 ; Homamيظهر تأثير الكافايين من خلال تحوير مسار 

,et al., 2009 ). 

أنه كلما زاد التركيز للمستخلص الى  ALS1نتائج التعبير الجيني للجين اشارت  وكذا 

                    ملغم / مل لكل من المعاملات ( 50 , 100 , 150 )الكحولي لقشور الرمان 

( T5 , T4 , T3 ) ، زاد انخفاض مستوى التعبير الجيني للجين  على التواليALS1 ،  مما

 – Antiيدل على كفاءة مستخلص قشور الرمان وفعاليته العالية كمضاد للغشاء الحيوي 

biofilm ، مع  وتوافقت هذه النتائجBakkiyaraj,etal.,(2013)  في فعالية المستخلص

كما اتفقت هذه النتائج  ، C.albicansالكحولي لقشور الرمان كمضاد للغشاء الحيوي لخميرة 
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ولعل التأثير المثبط للمستخلص  .Oliveira,etal.,(2013)مع النتائج التي توصل إليها 

يعود إلى تثبيط تكوين الانبوب الجرثومي الذي يعد من  ( PGP )الكحولي لقشور الرمان 

وعرقلة تكوين الغشاء  ، ( Buschart ,etal., 2012 )عوامل الضراوة المهمة لهذه الخميرة 

الحيوي الاولي سواء بوجود المغذيات ) الوسط + المستخلص ( أو بعدم وجود المغذيات ) 

أن الغشاء فقد بينت الدراسات  ، ( Cerda,et al.m 2003 )المستخلص فقط بدون وسط ( . 

ودة أو مقاومة عالية ضد المثبطات في الظروف التي تكون فيها المغذيات محدالحيوي يكون ذا 

 معدومة في حين أن الغشاء الحيوي يتأثر بنفس المثبطات تحت ظروف التشبع بالمغذيات 

Maeda , et . al., 2012)، )  إن ميكانيكية تثبيط الغشاء الحيوي بواسطة المستخلص 

PGP )) يب لا تزال غير معروفة فقد اشارت بعض الدراسات إلى قابلية المستخلص على ترس

وأن احتواء  ( Naz ,etal.,2007; Fan,etal.,2008 ). وتثبيط الانزيماتالبروتينات 

تغير من ينات يمكن أن ومركبات التان  ellagic acidقشور الرمان على تراكيز عالية من 

تتفاعل مع المكونات الخلوية الداخلية وتتفاعل مع عملية تكوين  الشحنة في السطح ومن ثم

ينات على تثبيط الانزيمات حيث تعمل التان ، ( Liu,et al., 2008 )الغشاء الحيوي 

ينات وتمتلك التان ، (Greulach , 1973 )والبروتينات الموجودة في غشاء الخلية . 

المكثفة قد ترتبط بجدار الخلية  يناتأن التانر والبكتريا , فقد وجد للفطريات الخيطية والخمائ

كما  ، Portease   .( Jones ,etal.,1994 )وتمنع النمو من خلال تثبيط فعالية انزيم الـ 

المحيطة بالخلية تقلل من قابلية الخلية الميكروبية على الالتصاق وتثبيط على الانزيمات الناقلة 

  ( Ya ,et al ., 1988).المتعددة  الميكروبية وتعمل ايضًا على تكوين معقدات مع السكريات

ا في تثبيط الانزيمات فرة في قشور الرمان اثرامن ناحية اخرى فأن للفينولات المتو 

                   نها تتفاعل مع مجموعة السلفاهايدرومن المحتمل ا وصفها مركبات مؤكسدة ،ب

                                  البروتيناتأو من خلال الكثير من التفاعلات غير المتخصصة مع  ( SH ) ـال

( Masson and Wasserman , 1987 ) ،  في تغيير طبيعة تؤثر بشكل كبيرإذ

بواسطة خلال ارتباطها بالمواقع الفعالة للأنزيمات الخلوية  من بالأغشيةالبروتينات والاضرار 

دروجينية مع تلك المواقع اكثر التي لها القدرة على تشكيل اواصر هيمجاميع الهيدروكسيل فيها 

قد تثبط واحدًا أو اكثر من  ومن ثم ،(Pelezar,  etal., 1986 ) من المادة الاساس

ما يؤثر على الخلية التفاعلات الايضية الضرورية التي تسيطر عليها تلك الانزيمات م

ا في جعل اثرً  Flavonoidsومن المحتمل أن تكون للمركبات الفلافونية  المايكروبية ،
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وذلك  ، C.albicansلخميرة المستخلص النباتي ذا كفاءة في فعاليته المضادة للغشاء الحيوية 

روتينات الناقلة وإلحاق بنتيجة لامتلاك هذه المركبات القدرة على تثبيط بروتينات الالتصاق وال

 . ( Alavarce , et al ., 2015 )الضرر في غشاء الخلية الميكروبية . 

احدى الفرضيات المحتملة لتفسير التأثير  Alavarce,etal.,(2015)اقترح وقد  

بواسطة المستخلص الكحولي لنبات   C.albicansالمضاد للغشاء الحيوي لخميرة 

Equisetum giganteum L. على الاس الهيدروجيني للغشاء الحيوي  في امكانية الاعتماد

التغير في  يمكن لكن  neutral PHهيدروجيني متعادل حيث يتكون الغشاء الحيوي في اس 

جدًا ) قاعدي  اجدًا أو منخفض اعالي PHفقد يكون  ،عند إضافة المستخلص النباتي  PHقيمة 

وخصائص السطح  أو حامضي ( يمكن أن يصاحبه تغيرات في الايض الخلوي للمايكروبات

, فعلى  ( Bott , 1995 )وبالتالي سوف يحصل تداخل في عملية الالتصاق لأسطح المضيف 

          قاعدي PHينتج  Hypochlorite Solutionسبيل المثال فأن محلول هايبوكلورايت 

( PH > 11) ة وسطح مادة طقم الاسنان وبذلك يزيد من التنافر الكهربائي بين خلايا الخمير

 . ( Fukuzaki , 2006 ). وحلها سوف يؤدي إلى إزالة خلايا الغشاء الخلوي من ثمو

اشارت الدراسات إلى وجود العديد من الجينات التي لها علاقة وثيقة بتكوين الغشاء  

و  Hyphal Wall Protein ( HWP  )من هذه الجينات  C.albicansالحيوي لخميرة 

Secreted Aspartyl Protease ( ASP ) و الجينB(PLB) Phospholipase 

 )Agglutinin – Like Sequenceبالإضافة إلى الجين  Lipease ( Lip )والجين 

ALS ) (ALS1                  ALS9)  .( Nailis , et . al ., 2010 ) . 

ات        للدراسة الحالية لعلاقته في تشفير بروتين ALS1إن سبب اختيارنا للجين و 

 إلى سطح المضيف . C.albicansهم في عملية التصاق خميرة الخلوي التي تسالجدار 

Hoyer,2001) ولأن التعبير الجيني للجين , )ALS1  عاليup regulation  في جميع

, حيث بين ( Nailis,et al ., 2010 ) انماط أو طرائق تنمية الغشاء الخلوي . 

O'Connor,etal.,(2004)  أن مستوى التعبير الجيني للجينALS1  عاليup 

regulation . خلال تكوين الغشاء الحيوي 

في عينة السيطرة  ALS1للجين إن نتائج الدراسة الحالية في التعبير الجيني العالي و 

0.12779 fold change) +(1.006   توافقت مع نتائج).,(2004etal,O'Connor 
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يظهر  ALS1في أن الجين  Nailis,etal.,(2010)كما أن هذه النتيجة توافقت مع نتائج 

, وكانت هذه  C.albicansتعبيرًا جينياً عالياً في جميع طرائق تنمية الغشاء الحيوي لخميرة 

أن التعبير الجيني للجين حيث بينوا Marchais,etal.,(2005)النتيجة مخالفة لما توصل إليه 

ALS1  الحضانة كانت قصيرة بينما يتطلب  بأن السبب في هذه النتيجة أن مدةليس عالياً وعللوا

 ساعة . ( 48 – 72 )حضانة اطول الحيوي للفطريات مدة تكوين الغشاء 

في معاملات التجربة        ALS1للجين من المحتمل أن يعزى انخفاض التعبير الجيني و 

( T5 , T4 ,T3 ,T2 ,)  إلى تثبيط فعالية الانزيمات التي لها دور مهم في امراضية خميرة

C.albicans  ( 80 %بحوالي ) المستخلص الكحولي  بفعل المركبات الفينولية الموجودة في

 Phosphalipase B ( PLB ) ، Lipaseوتتضمن هذه الانزيمات  لقشور الرمان ،

(Lip)  وانزيمSecreted Aspartyl Protease ( SAP ) ،  وتتحكم في هذه الانزيمات

حيث  ( Yardanov , et al ., 2008 )على التوالي  ( SAP , Lip , PLB )الجينات 

في هضم وتحطيم انسجة المضيف وتقوم  ( SAP )وانزيم  ( Lip )هم كل من انزيم يس

فله  PLBأما انزيم  ( Hube and Nag like , 2001 )هذين الانزيمين .  بإفرازالهايفات 

       ,  ( Yardanov, etal.,2008 )دور مهم في اختراق الانسجة الطلائية للمضيف . 

بأن انخفاض مستوى  ومن خلال نتائج الدراسة الحالية يمكن ان نفترضمن التفسير اعلاه       

يعود إلى تثبيط فعالية هذه الانزيمات مما يؤدي إلى عدم قدرة خميرة  (ALS1)الجين 

C.albicans يمنع حدوث عملية الالتصاق والتي  على اختراق انسجة المضيف ومن ثم

 ( HWP , ALS )تتوسطها عملية تشفير لبروتينات الجدار الخلوي بواسطة الجينات الخاصة 

تعبيرًا عالياً في الغشاء الحيوي .  ( ALS1 )وعدم تكون الغشاء الحيوي , حيث يظهر الجين 

Nailis , et .al ., 2006 ) (. 

  ، RNAوبناء  DNAمن ناحية اخرى فأن المركبات الفينولية يمكن أن تثبط عملية بناء       

 DNAتحطيم الاصرة الهيدروجينية بين مكونات يب الكيميائي للفينولات بإمكانه التركف

قود ذلك إلى انشقاق , ويمكن أن ي DNA  .(Webb and Ebeler , 2004 )تداخل مع وال

DNA ية الاستنساخ في خلايا الكانديدا . وبذلك تثبيط عمل( Cushnie , etal ., 2005 ). 

( الموجودة في قشور الرمان يمكن أن تلعب   gallic acidينات و إن المركبات ) التان 

 Quorum – Sensing ( QS)  .( O'May andدورًا مهمًا في تثبيط جزئيات 
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Tufenkji ,2011, Sarabhai,etal., 2013 )  حيث يؤدي تراكم جزيئات ,Farnesol 

إلى تثبيط تكوين الغشاء الحيوي , وحالما يصل تركيز  (QS)التي لها دور في تنظيم نظام 

Farnesol  إلى حد معين فأن خلايا الخميرة المتبرعمة في الغشاء الحيوي الناضج لا تكون

وثيقة بتكوين الغشاء لاقة الانبوب الجرثومي وبالتالي لا تتكون الخيوط الفطرية التي لها ع

نبوب الجرثومي أن الخلايا الجديدة تصبح ليس لديها القدرة على تكوين الاف وكذا الحيوي ،

لها دور في تنظيم التعبير  Farnesolومن ناحية اخرى فأن جزئيات  والخيوط الفطرية ،

بتراكيز عالية في  Farnesolالجيني للجينات المسؤولة عن تكوين الغشاء الحيوي وأن تراكم 

الذي يشفر بروتينات  ( HWP )الوسط الغذائي أدى إلى انخفاض مستوى التعبير الجيني للجين 

 ,. Ramag , et al )ساعة ( .  48الجدار الخلوي للهايفات في الغشاء الحيوي الناضج ) 

2002 ) . 

انخفاض مستوى التعبير الجيني  ض ان سببريمكن أن نفت من خلال هذه الدراسة  

بفعل المركبات الفعالة الموجودة في   Farnesolتراكم جزيئات هو  (ALS1)للجين 

يثبط من  Farnesolالمستخلص الكحولي لقشور الرمان  حيث أن التراكيز العالية لجزئيات 

مما يسبب عملية تكوين الخيوط الفطرية بسبب عدم تكوين الانبوب الجرثومي بواسطة الخلايا 

عدم حدوث عملية الالتصاق التي تتخللها عملية تشفير بروتينات الجدار الخلوي بواسطة 

على  C.albicansعدم قدرة خميرة  ومن ثم HWP , ALSالجينات المسؤولة عن ذلك 

 الالتصاق واحداث الامراضية . 

على الغشاء الخلوي  Purpurinالتأثير المثبط للمركب  Tsang,etal.,(2012)بين  

, فقد اشاروا إلى  qRt – PCRوتكون الهايفات من خلال تقنية  C.albicansلخميرة 

 ,ALS3, ECE1 )انخفاض التعبير الجيني للجينات التي تدخل في تكوين الغشاء الحيوي 

HWP1 , HYR1)  وانخفاض التعبير الجيني للجين المنظم للهايفا ,( RAS1)  حيث يقوم

 The cyclic AMP – Protein Kinase (CAMP – PKA )هنا الجين بتنشيط المسار 

ن ينظمان اللذي Cek 1 Mitogen – activated protein Kinase ( MAPK )ومسار 

 Purpurinبالمركب  C.albicansارتباط بروتينات الجدار الخلوي , وعند معاملة خميرة 

 تشكل في خميرة الكانديدا مسببة تشوه في تشكيل الغشاء الحيوي .فأنه يعمل على تثبيط عملية ال
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 Conclusion and Recommendationالاستنتاجات والتوصيات 

 

 Conclusion الاستنتاجات

المعزولة من منطقة الفم وما   C.albicans أن خميرةنستنتج من الدراسة الحالية  -1

 انتشارًا . حول الاسنان هي اكثر انواع الكانديدا

أن المستخلص الكحولي لقشور الرمان ذو فعالية عالية وتأثير مثبط عالي ضد خميرة  -2

C.albicans . 

أحد عوامل  Biofilmالمستخلص الكحولي لقشور الرمان له تأثير مثبط للغشاء الحيوي  -3

الذي يزيد من  C.albicansالضراوة المهمة التي لها  علاقة بإمراضية خميرة 

من خلال تاثيره المثبط للجين المشفر لبروتينات لمضادات الفطرية التقليدية .مقاومتها ل

 .الذي اظهر انخفاضا في مستوى التعبير الجيني لهذا الجين ALS1الجدار الخلوي 

 

   

  Recommendationالتوصيات      

 دراسة المكونات الكيميائية الداخلة في تركيب قشور الرمان وعزل المركب الفعال . -1

اختبار تأثير المادة  الفعالة في قشور الرمان على جينات لها علاقة بعوامل الضراوة  -2

 لخميرة الكانديدا .

البحث في إمكانية دمج مستخلص قشور الرمان مع مستخلص نبات آخر كي تكون  -3

 الفعالية مضاعفة .

 اختبار فعالية مستخلص قشور الرمان داخل الجسم الحي . -4

استخدام مستخلص الرمان كعلاج دوائي بعد دمجه مع غسول الفم ومعاجين الاسنان   -5

 تكنلوجي .بايوباستخدام تقنية الناتولمعالجة مختلف امراض الفم 
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a 

Summary                                  

 In the current study , it was highlighted to find out the 

inhibitory effect of the alcoholic extract of pomegranate peels 

against Candida albicans and assess the effectiveness of this 

extract in the viability of biofilm formation of the Yeast C.albicans  

by knowing the level of gene expression of Agglutinine – like 

sequence 1 ( ALS1) gene by qRT- PCR Technique . 62 Samples 

were collected and diagnosed by biochemical tests . 31 ( 50 %) 

belongs to C.albicans type , 12 ( 19.35 % ) belongs to 

C.dubliniensis , 11 ( 17.74 %) belongs to C.tropicalis type and 8 

( 12.90 % ) belongs to b C.krusei type . The ability of Yeast 

C.albicans to produce Biofilm was detected by Congo Red Agar 

method ( CRA ) and the Concentration ( 12.5 , 25 , 50 , 100 , 150 ) 

mg/ ml of the alcoholic extract of pomegranate Peels were tested 

on the Yeast C.albicans by well diffusion method and micro 

dilution method . Through using the qRT – PCR Technology, the 

level of gene expression of  ( ALS1)  gene was measured to know 

the inhibitory effect of extract on the biofilm. 

 Results showed that 16 ( 51.6% ) of Yeast C.albicans able 

to from Biofilm included { 6 ( 37.5 % ) formed strong biofilm and  

10    ( 62.5 % ) formed in termedinte biofilm , while  15 ( 62.5 % ) 

did not from biofilm . Also the results showed that concentration 

150 mg/ml gave the highest inhibitory Zone ( 22 mm ) , while the 

concentration12.5 mg /ml gave less inhibitory zone ( 9 mm ) and 

the minimum inhibitory concentration ( MIC ) was calculated it was 

( 12.5 ) mg/ml for Yeast cells , while the ( MIC ) against Candida 

biofilm was ( 25 mg / ml ) when the gene expression of the ( ALS1)  
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b 

gene was calculated.  } on the other hand , the levels of Chang fold 

of  ALS1 gene were ( 0.640 , 0.394 , 0.220 , 0.21 ) for the 

concentration ( 25 , 50 , 100 , 150 ) mg / ml respectively while the 

concentration 12.5 mg/ml did not show a clear influence when 

compared with control at the prospect p < 0.05 . 

 From the current study , We concluded the high efficiency of 

alcoholic extract of Pomegranate Peels on the Biofilm of Yeast 

C.albicans through its effect on ( ALS1 ) gene , suggesting the 

possibility of its use as a treatment for patients with Candidiasis 

because of its effect against the pathogenesis Virulence factors 

which play a critical role in pathogenicity and making it more 

resistant for antifungal . 
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