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 . المجاهٍع ، المىاد وطرائق العول3
Subjects, Materials and Methods 

  . مجاهٍع الذراصح:1.  3

ً نمط . 1.  1.  3  الحاد: (B)مجوىعح المرضى المظاتين تالرهاب الكثذ الفيروص
            Acute hepatitis B group  

 
 (B)وفمذاسممن بتمم  شممت ه همملم موتةتالممض موتذيممي مومملمن الممابان تممن مو  مما  مو  مم  م 

موحمما ت  ممت مر امماذهت تممن رممم  تممذمةل  ت واحمم   موفمذاسمماه لممن تر  ممذ مو ممحض مولاتممض لمممن 
بلقابممض بلمم  مذسمماو ت تممن ا مملا مصابمما  مصر  ا ممممن لممن مولامما   مصس شمماذ ض وتس شممفي لممات 
بلقابمض اذمملون تممن تر  ممي تس شممفااه موتحالهمض اتذم ،همما مو ممحاضا مل تمما م ل ممي مصلممذم  

 ض موهماهذ  ل مم تت و  د م  تممن م ما   ت بدحم  مبتما  مو  مما  مو  م  موفمذاسمنا حمم    ممه موسمذ ذ 
لمممن اذ ممم  اةممما  موتس يممم  موسممماحن موحممما   (B)م ممما   ت باو  ممما  مو  ممم  موفمذاسمممن بتممم  

-Antiامويمممم مه موبالاممممض و مممم  موفمذاسممممن ) (HBsAg) (B)صو  مممما  مو  مممم  موفمذاسممممن بتمممم  

HBcIgM  لن مت او تت ) 
تمم ه مسمم تاذ  را ممض  يممتبه تل اتمماه را ممض لممن موتممذ   تب مما مولتممذا اامم  تل    

 ( لذمماذ68ت حممم  ذمان لمم   موتذيمي )(  1ذتما همما اميمل بمماوت ح  ذامت )  موةمب  اموسممذن
تمن سمبض (  1766 ± 2762بتل   لتمذ )( مبا  37ا) سبض ( 1564 ± 2662بتل   لتذ ) 

 تباا  تر  فض تن موتحالهضت
 
 :  (B)لحاهلين لفيروس الرهاب الكثذ الفيروصً نمط مجوىعح المرضى ا. 2. 1. 3

Chronic hepatitis B carriers group 

ت اام  (B)وفممذا  مو  ما  مو  م  بتم   Carriersشت ه موتةتالمض مصشمراا موحمات من  
  ت مر ااذ هلم موتةتالض تن : 

ن   مه اةما  ت ت  ذلن مو ت لن ت ذف مو ت موذئا  وتر  ذ مو حض مولاتمض لمن بلقابمضت موملم1
 لن مت او تت   HBSAg (B)موتس ي  موساحن وفمذا  مو  ا  مو    بت  

ت تمتسم ت تن مصهلا امصااذ  ما ،تمئ مت لمن مولتملا موملمن   مه اةما  موتس يم  موسماحن 2
 لن مت او تت  (B)وفمذا  مو  ا  مو    بت  
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م  تمممذمةل  ت تمممن رممم (B)ت مصمةممما ممن و تس يممم  موسممماحن وفممممذا  مو  ممما  مو  ممم  بتممم  3
مو اذ مض واحمم   موفمذاسمماه وت ابلممض حمماو  ت موت مم اضا الوممن بلمم  مذسمماو ت تممن ا مملا موا ممم  
ملأر ممائن ااممم  مل تممم ه مسممم تاذ  را مممض ملممم ه و ممملم مو مممذ   يمممتبه تل اتممماه لمممن 

اامم  ذممان لمم   مومملذاذ  (  1ذتمما همما اميممل لممن موت حمم  ذاممت )  مولتممذا موةممب  اموسممذن
 ± 3562بتلممم   لتمممممذ )  (36امصبمما  )سمبض (  1168 ± 3264ابتلمم   لتمممذ ) ( 69)

 تسبض (  1262
  Healthy control group                   مجوىعح الاشخاص الاطحاء:. 3. 1. 3

( شر اً تمن مص محا  هاهذ ماً موملمن   مه ر ما مت ماو ت 117شت ه هلم موتةتالض ) 
ت مر ممذام بشممذلا  HBSAg negative (B)تمن موتس يم  موسمماحن وفممذا  مو  ما  مو  مم  بتم  

ا صةممذم   لشممامئن لممن م بمما  تممذمةل  ت احمم   موفمذاسمماه لممن تر  ممذ مو ممحض مولاتممض  بلقابممض
لحا اه تا ا لا مو،امجت اذلون تن ت  ذلمن موم ت لمن ت مذف موم ت مومذئا ا حمم  ذمان لم   

 ± 2867بتل   لتمذ )  (66ال   مولذاذ)سبض (  569 ± 2362بتل   لتذ ) ( 57مصبا  )
 تسبض (  569
  عولٍح صحة الذم وحفظه:. 4. 1. 3

اموتذيممي موتشممتاومن  ولأشممراا ملأ ممحا ( ت   ممذ تممن مومم ت مواذ مم   16-5سممح ه ) 
%(ا 76باو ذمسممضت الوممن بلممم  ايممو مو فمماف ا لقمممات تباقممض سممح  موممم ت بمماو حا  مص م مممن )

ب ممل  سمح  موم ت %(ت اباسم لتا  تحماان ا امض 2بل ها لقته موتباقض بفس ا بتح ما  مومما  )
اايو لن مبا مم  تر  ذ مض ب ممل  تمو تذملما  ذتمن موتحماان موتسم لت ض تمن  ان ملما   مص اامض 

 ل م ا لن حااااه را ض امو ن مذس ه   اذها موي موتحذاض و  ر ا تب ات
(  ااقممممض لممممن  ذةممممض حممممذمذ  مو ذلممممض وحمممممن حمممم ا  مومممم ة   15-16 ممممذن مومممم ت وتمممم   ) 

Clottingممممم لتا م م ممممملا باسم م م ممممملا موت م م م ممممم،  ت ل م م م مممممذ  موتذذم م م مممما، موام م م م ممممم            Centrifuge  ة م م م بتلمم
( 256(  اممائ ت اا،ا موت مملا لممن مبا ممم  تر  ذ ممض ب مممل  بتلمم   )5 اذ   ااقممض وتمم   ) 3666

( تئاامض وحممن -26تااذذاوم ذ و لا مب ا  مر بماذت بلم ها حفهمه مصت ما  لمن  ذةمض حمذمذ  )
 مةذم  مصر باذمه موم،تض ل م ات

  Materials                      ىاد:المـــــــــــ. 2. 3
  الادواخ والاجهزج المضرخذهح:. 1. 2. 3
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 رم  ت   مو ذمسض مس ر ته مص امه امصة ،  موت ابض لن موقائتض م بام :  
 ( الاجهزة والمواد المستخدمة في الدراسة1. 3جدول )

 المنشأ اسم الاداة او الجهاز ت
 Micropipettes     تا اه  ااقض باحةات تر  فض    1

 

Oxford (U.S.A)          

 Centrifuge   Hettich, Universalة ا، مواذ  موتذذ،                    2
(Germany) 

 Oven Memmert (Germany)لذن ذ ذبائن                                  3

 Incubater Termaks (Germany)حايبض ذ ذبائاض                          4

 Spectrophotometer  Payer (Irland)ة ا، موتاااف مويائن        5

 ELISA Systemتبهاتض لحا مصوم،م               6
 ا   ان تن: 

 

A                  مو اسلاMicrowell system washer 

  

Organon/ teknika 
(Austria)  

B           موقاذئ مصونMicrowell system Reader Organon/ teknika 

(Austria) 
C                             اابلض ما تا اذاضPrinter  Olivatti (Italy) 

 Light Microscope Olympus (Japan)تة ذ يائن                    7

 Shaker Kar/Klob – U.Kه،م،                                        8

20-تةت   ) 9
0
c  )                    Deep Freezer  Electro Lux (Denmark) 

 Glass tubes  Monoject/sterlizeمبا م  ،ةاةاض                          16
(U.S.A) 

  Plastic plane tubesمبا م  بمس اذاض ب مل            11

               Different size Tipsتس ض بتر  ي مصحةات  12

  Stirrerتحذمن                                      13

 

 Reagents & diagnostic    العذد الرشخٍظٍح والمحالٍل المضرعولح :. 2. 2. 3

kits 
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 ( العدد التشخيصية والمحاليل المستعممة في الدراسة2. 3جدول )

 المنشأ اسم العدة التشخيصية ت
1 Total & Dirct Bilirubin-kit Bio maghreb (Marrocco) 
2 Alkaline phosphotase –kit Bio merieux (France) 

3 Alanine aminotransferase–(ALT-kit) Randox (U.K) 

4 Aspartate aminotransferase–(AST-kit) Randox (U.K) 

5 Total Protein-kit Randox (U.K) 

6 Rheumajet CRP-kit Biokit (Spain) 

7 Bioelisa HBSAg-kit Biokit (Spain) 

8 Bioelisa anti-HBcIgM Biokit (Spain) 

 
 Methodsطرائق العول:                                                       . 3. 3

  Liver function tests                   اخرثاراخ وظائف الكثذ:. 1. 3. 3
ً في هظل الذم: . 1. 1. 3. 3  Total serum Bilirubinقٍاس الثليروتين الكل

ممممم ر م  م م م ممممم ت باسمم م م م مممممن مومم م م م مممممن لمم م م م مممممذابمن مو  مم م م م ممممما  مو  ممم م م م مممممت اامم م م م ممممماض                   م م م م ممممم   مو شرا مم م م م ت مولمم
(Total & Direct Bilirubin-kit) (Doumas and Wu, 1991ت) 

 : هثذأ الفحض. 1. 1. 1. 3. 3

واذممان حممات   NaNo3تممو ب ممذمه مو مما مات  Sulfanilicم فالمملا حممات  موسمم فابم ن  
 Diamethyl     ت  اةما   بمائن ت مملا موس فاذسمم Diazotized Sulfanilic مم،ا مم،  سم فابم ن 

Sulfoxid  ا مو  ممذابمن مو  منTotal Bilirubin  سم فابم ن واذمان   مم، م فالملا تمو حمات   مم،ا
اموممل  الاممن وابمما اذ امماً اتذمممن اااسممط لممن ة مما، موتاامماف ل مممي  azobilirubinم،اب مممذابمن 

 اماً ( بماباتم ذت ذتامض مو  ممذابمن مو  من موتاةما   لمن موت ملا   باسم  اذ 555مواا  موتماةن )
 تو ش   مو ان موبا جت 

احمم م  Direct Bilirubinلمن  امما   بممائن ت ممملا موس فاذسممم ا لممدن مو  مممذابمن موتباشممذ  
مممم فابم ن  م م م م ممممم،  سم م م م مممممات   مم،ا مم م م م مممممو حم م م م ممممملا تم م م م مممممان   Diazotized Sulfanilicم فالم م م م واذمم

 (تazobilirubinآ،اب مذابمن)
 
 طرٌقح العول:. 2. 1. 1. 3. 3
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 (:standard solution. تحضير المحمول القياسي )1
( ت   ممذ تممن موتمما  موتقاممذ موممي ابمبممض موتح مما  3احيممذ موتح مما  موقااسممن  )يممالض ) 

(  ااقمضا بلم ها لابمه موتذابماه باو اتملا لمن اذ م  ا م  15(  ذن وت   )standardموقااسن )
 Calibrationموقبمبض ل   تذمه   اي  ان ذة ا  ت حسا  مولاتملا مو قمااتن )مولاماذ (      )

factor:بحس  موتلا وض ت بام )- 
 

 

F =  
 

 -حم  من :
F = Calibration factor 
Std. = Standard 

Abs. = Absorbance 

 
 (:Working solution. تحضير محمول العمل   )2

مممممم،ج ) م م م م م م م م م م ممممملا بتم م م م م م م م م م م م ممممما  مولتم م م م م م م م م م م م مممممذ تح م م م م م م م م م م م ممممممي                       26حيمم م م م م م م م م م م ممممممن ذاشم م م م م م م م م م م مممممت تم م م م م م م م م م م م ( حةم
(Sulfanilic acid, Hydrochloric acid, Dimethyl Sulfoxids تمو حةمت امحم  تمن ذاشمي )
(Sodium nitrite  ت هملم لبم  ااما  مو  ممذابمن مو  منت متما لبم   حيممذ تح ما  مولتملا وقاما)

ممممممي           ممممم   م  مو اشمم م مممممو مسمم م مممممممم تمم ممممم ا تلم م ممممممامه بفسمم ممممماا مورامم م ممممم ت م بم م مممممذ لممم م ممممممذابمن موتباشمم مو  مم
(Sufanilic acid, Hydrochloric acid, Dimethyl Sulfoxide          بذاشممممممي )

(Sufanilic acid, Hydrochloric acid)    ت 
 
3 .3 .1 .1 .2 .   .a( البميروبين الكميTotal Bilirubin:) 
 ( تااذذاوم ذ تن ت لا مولمبض موتذم  مر باذها لن مب ابض مصر باذت56ت ايو )1
 ( ت   ذ تن تح ا  مولتلا موي مب ابض مصر باذت1ت ميمي )2
 ( تئااضت37(  اائ   حه  ذةض حذمذ  )5ت ت،ةه موتذاباه ةم م احيبه وت   )3

Std. Total or Std. Direct Bilirubin concentration 

Abs. Standard – Abs. Std. Blank 
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( تقا مممملا Standard( اموقااسمممن )Testت ا مممذته مصت  ا مممماض و ممملا تممممن مب ممماب ن مصر بمممماذ )4
( 555( مو مممابو و تمممما  امسممماض ة ممما، موتاامممماف ل مممي مواممما  موتمممماةن )Blankموبمبمممن )
 باباتم ذت

3 .3 .1 .1 .2 .. b     البميروبين المباشرDirect Bilirubin: 
تمم ه راممامه مولتمملا بفسممم ا موت بلممض لممن اامما  مو  مممذابمن مو  ممن تمما لمم م مسممم ر مت مل   

 تح ا  مولتلا موراا بفحا مو  مذابمن موتباشذت
 (Direct( ما موتباشذ )Totalمل ت ه موتلا وض لن ت بام وحسا  مو  مذابمن مو  ن )

 
Total or Direct Bilirubin =                                               ×  std. Con. 

 
 -حم  من :

Abs. = Absorbance 
Std. Con. = Standard concentration 

 (  Brounwald et al., 2001)  الحدود الطبيعية لمفحص:
 ت   ذ  166ت  ذمت   1م 662مو  مذابمن مو  ن: 

 ت   ذ  166ت  ذمت   662م  666مو  مذابمن موتباشذ: 
 
( Alkaline phosphataseأنزٌن الفىصفرٍز القاعذي) قٍاس فاعلٍح. 2.  1.  3.  3

 في 
 المظل:                   

( لمممن ت مممملا موممم ت باسممم ر مت مولمممم   Alkaline phosphataseااسمممه لال امممض مبممم، ت )
 (تphosphatase alkaline-kit( )Tietz et al., 1983مو شرا اض )

 . مبدأ الفحص:1.  2.  1.  3.  3
( ل ممي المم  مو فالمملا Alkaline phosphataseاممض وفال اممض مبمم، ت ) ممت اامما  موشمم   مو اب 
 ملآ ن:

  
 

Phenyl phosphate                                               phenol + phosphate 

Abs. (A) Standard  

Abs. (A) sample 

PH 10 

Alkaline phosphatase 
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 Potassium( ا          )amino-4-antipyrineحم  اا  موفمبا  موت حمذذ  اةما  )

Ferricyanideت) 
( لمن مو اشممي مااممي مو فالمملا مصب، تممنت Sodium arsenate) اةما  ،ذبمممل مو مما مات

( بماباتم ذا 516امول  الان وابا  باا اتذن اااسط لن ة ا، موتاااف ل مي مواما  موتماةن )
 موش   مو اباض موبا ةض ت باسبض اذ اا تو ذتاض مصب، ت لن ت لا مو ت

 
 . طريقة العمل:2.  2.  1.  3.  3
مممممله )1 م م م م م م م م م م م م م م م2ت مرم م م م م م م م م م م م م م م م م م م مممممن مو اشمم م م م م م م م م م م م م م م مممممذ تم م م م م م م م م م م م م م م                                 Substrate bufferي ( ت   مم

(Disodium phenylphosphate, carbonate-bicarbonate buffer PH 10, sodium 

merthiolate ( اايمله لمن مبا ممم  مر بماذ مولمبممض )test( اموقااسمن )standard ابمبممن )
 امونت( ل ي مو serum Blank( ابمبن مولمبض )Reagent blankمو اشي )

 ( تئااضت37(  اائ    ذةض حذمذ  )5ت حيبه مصبا م  وت   )2
( تمممااذذاوم ذ تمممن ت ممملا مولمبمممض موتمممذم  56ت مرذةمممه مصبا مممم  تمممن موحايمممبضا اميممممي )3

 standard( تمااذذاوم ذ ذاشمي          56(ا ا )testلح  ا لن مب ابض مر باذ مولمبض )
(phenolلن مب ابض موقااسنت ) 

 ( تئااض37(  ااقض  حه  ذةض حذمذ  )15م  وت   )ت حيبه مصبا 4
inhibiter (4-aminoantipyrine, sodium arsenate )( ت   ممذ تممن ذاشممي 665ت ميمممي )5

(ا مب ابممممض موقااسممممن serum sampleمب ابممممض مر بمممماذ مولمبممممض ) -موممممي مبا ممممم  مصر بمممماذ:
(standard( ا مب ابمممض بمبممممن ت ممملا مولمبممممض)serum Blankم م ن مو اشممممي ( امب ابمممض بمبمم
(Reagent blank( ل ي مو امون ا ت،ةه موتام  ةم مت احذذه بشذلا  امتض )Vortex) 

( وةتامممو potassium ferricyanide) colorreagent( ت   مممذ تمممن مو اشمممي 665ت ميمممي )6
( تااذذاوم ذ تمن ت ملا مولمبمض مومي بمبمن 56مبا م  مصر باذ موتلذاذ  ملممت  ت ميمي )

( موممي بمبممن Distilled water( تممااذذاوم ذ تمما  تقامذ )56( ا )serum Blankمولمبمض )
 (  اائ  لن تذان ته تت16مو اشي ا ت،ةه موتذاباه ا ذذه وت   )

( مو مابو blank( تقا ملا موبمبمن )standard( اموقااسمن )sampleت اذته مصت  ا اض مولمبض )7
 ت( باباتم ذ516و تا  امساض ة ا، موتاااف ل ي مواا  موتاةن )



 المىاد وطرائق العوـــــل    الفظل الثالث                          
 

41 

 ت ااسه لال اض مصب، ت ل ي ال  موتلا وض لن ت بام:8
 
 

Calculation of activity =                                                        × n 
 حم  من:

OD = Optical density  
n = Standard concentration: 142U/L 

 (Thomas, 1998الحدود الطبيعية لمفحص: )
Children =  71-142 U/L 

Adult     =  21-92 U/L 
U/ L = Unite / Liter   

 
قٍـــاس فاعلٍـــح انـــزٌن الانـــين اهٍ ـــى ذرانضــــفيرٌز                                 .  3.  1.  3.  3

Alanine aminotransferase :في المظل 
 

( لمممن موت ممملا باسممم ر مت مولمممم   Alanine aminotransferaseااسمممه لال امممض مبممم، ت )
 (تALT-kit( )Witt and Trendelenburg, 1982را اض )مو ش
 . مبدأ الفحص:1.  3.  1.  3.  3

 Pyruvate(  امسمماض  بهمات  ذذمم، بامذالمممه هامم ذم،ان  )ALTت ) ااسمه لال امض مبم، 

hydrazone مممممو م م م مممممان تم م م ممممم ذم، ن            ) -2ا 4( موت  مم م م م ممممملا مو امم م م م مممممائن بام ذالبمم م م -2,4 بمم

dinitropheny-hydrazineلان وابا  باما اتذمن اااسمط  امسماض ة ما، موتااماف ل مي ( امول  ا
 ( باباتم ذ حم   باس  موش   مو اباض تو ذتاض مصب، ت لن موت لات546مواا  موتاةن )

α-Oxoglutarate + L-alanine                         L-glutamate + Pyruvate 
 
 
 
 . طريقة العمل:2.  3.  1.  3.  3
تممن ت مملا مولمبمض موتممذم  مر باذهمما اايممله لمن مب ابممض مر بمماذ مولمبممض  ( ت   ممذ661ت مرمله )1

(test ت) 

ODstandard 

ODserum sample-ODserum blank 

ALT 
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ممممممي )2 م م م م م م م م م م م ممممم  665ت تيمم م م م م م م م م م م م م ممممما  موتلم م م م م م م م م م م م مممممن موتح مم م م م م م م م م م م م م مممممذ تم م م م م م م م م م م م                               Buffer( ت   مم
(Phosphat buffer, L- alanine, α - Oxoglutrate( مومي مب ابمض مر بماذ مولمبمض )test ت)

 ( تئااضت37ض  حه  ذةض حذمذ  )(  ااق36ت،ةه موتام ا احيبه وت   )
( ومب ابمممض Dinitrophenyl hydrazine-2,4( ت   مممذ تمممن موتح مما  موت مممان )665ت ميمممي )3

 بفس ات
 ( تئااضت25-26(  ااقض لن  ذةض حذمذ  مو ذلض )26ت ت،ةه موتام  ا ذذه وت   )4
 (ت0.9% N)NaOH ( ت   ذ هم ذاذسم  مو ا مات 5ت مااي مو فاللا بايالض )5
(  امممائ  ل مممي مواممما  5ت،ةمممه موتمممام  اامممذته مصت  ا ممماض تقا ممملا بمبمممن مولمبمممض بلممم )ت 6

 ( باباتم ذت546موتاةن)
( لمن ت ملا موم ت تمن موةم ا  موت حم  باولم   مو شرا ماض ALTت ةذى مح سا  لال اض مب، ت)7

 مل تا م ل ي اذم   لمبض مصر باذت
 (Haslett et al., 2002الحدود الطبيعية لمفحص:  )

               Up to 12 U/L 
 
قٍــاس فاعلٍــح انــزٌن الاصــثارذٍد اهٍ ــى ذرانضــفيرٌز             . 4.  1.  3.  3

Aspartate aminotransferase  :في المظل 
ممممم، ت) م م مممممض مبم م م ممممممه لال امم م ممممم   Aspartate aminotransferaseااسم م م ممممم لتا  مولمم م م ( باسمم

 (تAST-kit( )Johnson et al., 1995مو شرا اض)
 
 . مبدأ الفحص:1. 4.  1.  3.  3

مممممض مبمممممم، ت ) ممممم ذم،ان ASTااسممممممه لال ام مممم مه هامم م ممممات  ذذممممممم، ماذ،موامسم م ممممماض  بهم (  امسم
(Oxaloacetate hydrazon موت  ان تو )2,4 بمائن بام ذالبمملا هامم ذم، ن           ) -4ا2-

Dinitrophenyl hydrazon مول  الان وابما  باما اتذمن اااسمط  امسماض ة ما، موتااماف ل مي )
 ( باباتم ذا  باس  موش   مو اباض تو ذتاض مصب، ت لن موت لات546مواا  موتاةن )

 
α-Oxoglutarate + L-aspartate                           L-glutamate + Oxaloacetate 

 

AST 
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 . طريقة العمل:2.  4.  1.  3.  3
 ما  ( ملممم باسم  با  مسم لتا  موتحALTت م بله راامه مولتلا بفس ا وقاا  لال اض مبم، ت )1

( موراا باولم   مو شرا ماض  Phosphate buffer, L- aspartate, α -oxglutarateموتل   )
 (تASTوفحا مب، ت )

 ( باباتم ذ546ت اذمه مصت  ا اض ي  بمبن مولمبض ل ي مواا  موتاةن )2
 ت مح س ه لال اض مصب، ت تن موة ا  موت ح  باول   مو شرا اض مل تا م ل ي اذم   مولمبضت3
 (Moss and Henderson, 1999حدود الطبيعية لمفحص:   )ال

                       Up to 12 U/L 
 
 قٍاس ذركٍز البروذين الكلً:. 5.  1.  3.  3

Determination of Total serm protein  
( لممن مومم ت باسمم لتا  مولمم   Total serum protein ممت اامما   ذذممم، مو ممذا من مو  ممن)

 (تTotal protein-kit( )Doumas et al., 1981مو شرا اض )
 
 مبدأ الفحص: 1.  5.  1.  3.  3

( لممن مواسمم  موقالمم     فالمملا تممو مصام ممذ مو   م اممض Cupric ionsممابمماه موبحمما  )
و  مذا من ت سمم بض لمن   مما ن تلقمم  ومابن  بفسممةن اتذمن اااسممط  اسممااض ة ما، موتاامماف ل ممي 

مو اباممض   باسممم  تممو  ذذمممم، مو ممذا من مو  مممن لمممن  ( بمماباتم ذت من موشممم  556موامما  موتممماةن )
 ت لا مو تت

 
 
 . طريقة العمل:1.  5.  1.  3.  3

 أ. تحضير المحاليل:
ممممممي ) م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م ممممما  ذاشمم م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م مممممذ تح مم م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م م (                                                      Biuretحيم

(sodium hydroxide Na-K-tartrate, Potassium iodide, Cupric sulphate اتح ما )  
( 466( الون   رفممي ذملا ابمبمض تمو )Sodium hydroxide, Na-K- tartrate) Blankذاشي 
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( Biuret( و اشمممي )1ت   ممذ تممن تمما  تقاممذ تممذ من ااممم  ل تممه تحاوممملا مو امشممي بتح مما  )
 ( ل ي مو امونتBlank( و اشي )2اتح ا  )

 طريقة عمل الفحص: -ب
 ب ابض مر باذت( ت   ذ تن ت لا مولمبضت اايله لن م0.02ت ترله )1
 (ت1( ت   ذ تن تح ا  )1ت تيمي )2
 ( تئااضت25-26(  ااقض   ذةض حذمذ  مو ذلض )36ت ت،ةه موتام ت احيبه وت   )3
( تقا ممملا بمبمممن standard( اموقااسمممن )testت اممذته مصت  ا ممماض صب ممماب ن مر بممماذ مولمبممض )4

 ( ل ي مو امونت2مو اشي )تح ا 
  ن ل ي ال  موتلا وض لن ت بام:ت مح س   ذذم، مو ذا من مو 5
 

Total protein concentration =                          ×  standard concentration 
 

 (Painter et al., 1999الحدود الطبيعية لمفحص:      )
1. Adults = 6.6-8.7 g/dl 
2. Children up to 6 years = 5.6-8.5 g/dl 

3. Neonates = 5.3-8.9 g/dl 

الم شط في هظل الذم تىاصطح عٍار التراص (C). قٍاس عٍارٌح تروذين  2.3.3
 (:Latexلجضٍواخ لاذكش )

Determination of C. reactive protein (C-RP) titer in serm by agglulination 
test: 

( لممن موت مملا باسمم ر مت C. reactive proteinموتبشمم   )(C)ااسممه لااذ ممض  ممذا من 
( Semiquantitative agglutination test)(باذ قمضCRP-kit) Rheumajetاض )مولم   مو شرا م

(Smith et al., 1977ت) 
 . مبدأ الفحص:1.2.3.3

( Polystyrene Latex( همما تل مم  تممن ةسمماتاه )Latex reagentذاشممي ص  مم  )
( وتس يم   ممذا من IgG( تمن مو  ابمماومن موتبمالن )Fractionلمه حةمت تبم هت ت اما   ةم،  )

(C) موتبشمم  مورمماا باوت مملا موبشممذ ت ةسمماتاه ص  مم   سممتل باوتمحهممض موتذئاممض و  فالمملا
 (تCRP-IgG-anti- CRPموي  ) – من موتس ي  

A Standard 

A Sample 
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موتبشمم  لممن موت مملاا لممان تل مم  (C)لممن حاوممض حمم ا  مو فالمملا بسمم   اةمما   ممذا من 
(Latex م  ،ن بشمذلا اميمل هملم مو  ممذ احم   بسم   اةما   مذا من )(C) موتبشم  لمن موت ملا

 ( تذاباً شبذض  مب تتLatex(  موت ان وةساتاه )IgGامول  م فاللا تو مو  ابمن موتبالن )
-Cموتبشم  ) (C)( تمن  مذا من 6mg/lلن حاوض مح ام  موت لا ل مي  ذذمم، م  مذ تمن )

RPاً اميح اً ( لان   ،ب ( ساح   لب  ت،ةط بذاشيLatexت ) 
 . طريقة العمل:2.2.3.3

( لممن سممم ض Normal salineوتح ممما  موت حممن موفسمم ةن )( تممااذذاوم ذ تممن م56ت ايممله )1
( ا ممت  ل ات ما حسم  مو رممالمي موتا ابمض تمن مب ابممض Khan tubesمبا مم  مر بماذ ،ةاةامض )

 مولت…  1،2،3مصر باذ 
 (ت1)ح  ا موي مب ابض مصر باذ مصاويتااذذاوم ذ تن ت لا مولمبض موتذم  ل 56ت ميمي 2
( serum + normalsalineا حذ ممذ موتمم، ج موت  ممان )ت ت،ةممه موتممام  ةممم مً الوممن بسممح  3

 (ت1باس ر مت موتا ض مص اتا اذاض لن مب ابض مصر باذ )
تممااذذاوم ذ تممن موتممم، ج موتلمم  لممن مب ابمممض  56ت مةذ ممه لت اممض  رفممممي مولمبممض الوممن بارمممل 4

 (ت2( ابق ط موي مب ابض مصر باذ ذات )1مصر باذ )
 56مرذ مب ابض مر باذ تا ما   رفاف ما ا بلم ها  مت ب مل ت ذذذه لت اض مو رفمي ملمم ح ي 5

ا  4:1ا2:1 ابمه وم مبا مو رمالمي مو اوامض تااذذاوم ذ تن مب ابض مصر بماذ مصرممذ  ا ابملون  
 تت مول ت…ا  64:1ا  32:1ا  16:1ا  8:1

( و ملا مب مما  مر بمماذ CRP-Latex reagentتممااذذاوم ذ تممن ذاشمي ص  مم  ) 56ت تيممي 6
 ( موي آرذ مب ا   ت  رفافطت1ر باذ )تن مب ا  مص

 (تStirrerت ت،ةه موتام  لن ذلا مب ا  مر باذ  امساض تحذمن )7
 ت ت  اذه تبا م  موا   وت    ااق من م اااً 8
ت م ت تمحهض مو  ،ن موحا   من اة  ا الون بارل ااذ  تمن موتم، ج موتاةما  لمن ذملا مب ابمض 9

س سم ه موقامذمه تمن ما  مب ما  مر بماذ مومي  مر بماذ اايمل ا ل مي شمذ حض ،ةاةامض بحمم 
مرممذ  رفمممي تلتمما  ا اباسمم لتا  موتة ممذ مويممائن  ممت تمحهممض مو  مم،ن موحمما   من اةمم  

حم   مت حسما  مولااذ مض تمن رمم  مو ذم مم، (  X46( ا )  X16باس ر مت اا ن مو   مذ ) 
 موتذلقض بذلا  رفمي لن موة ا  موت ح  باول   مو شرا اضت
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 (Kindmark, 1972عية لمفحص:      )الحدود الطبي

 ت ا ذمت   و ذ  1365 - 6662 
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في  (B)الكشف عن المضرضذ الضطحً للالرهاب الكثذ الفيروصً نمط . 3.3.3
 هظل الذم تاصرخذام ذق ٍح الالٍزا:

Detection of hepatitis B surface antigen (HBsAg) in human serum by 
Enzyme-Linked immunosorbant assay (ELISA) 

لمممن موت ممملا  (B) مممت مو شمممي لمممن موتس يممم  موسممماحن وفممممذا  مو  ممما  مو  ممم  بتممم  
 Bioelisa اسااض مصر باذ مو ابن وموم،م الون باس لتا  مولم   مو شرا ماض                 )

HBs Ag-kit( )Voller et al., 1978ت) 
 



 المىاد وطرائق العوـــــل    الفظل الثالث                          
 

48 

 . مبدأ الفحص:1.3.3.3
 microplateمصر باذ مو ابن ومومم،م ا هما مر بماذ مب، تمن تبمالن تباشمذ   امي حفمذ )

titer موتس يم  موسمماحن وفمممذا  مو  ما  مو  مم  بتمم   بديمم م ( تمن مومم مرلا(B) (anti-HBs 

antibodyت) 
 م  لن حاوض مح ام  موت ملا موتمذم  لح مط ل مي موتس يم  موسماحن لسممذ ب  تمو مصيم

موت   ممض ل ممي موسمممال مو مم   و حفممذ ا هممملم مصيمم م  تذ باممض  ممم اذها تممو مبمم، ت مو مذاذسممم مذ 
(Peroxidase( مول  التلا ذمبااً ومي م ت رم  اذ قض مولتملا  حيمن مولمبمض )sample لمن )

( تئاامضت لمالم مح ماه مولمبمض 37(  ااقمض  حمه  ذةمض حمذمذ  )60 ± 5محم ى حفمذ موا م  وتم   )
( ا لممان موتس يم  سمممذ ب  تمو مويم  لممن موا م ت بلمم  مو سملاا  مم،م  HBsAgل مي موتس يم  )

( مومي موحفمذ ا  مذن ل مذ  حيمابض  ابامض وتم   Conjugateموتام   مذ موتذ باض اياف موتق مذن )
مويم  موت  مان تمن  –( تئاامض وممذ ب  تمو تلقم  موتس يم  37(  ااقمض   ذةمض حمذمذ  )30 ± 2)

   ممت ايماف مصبم، ت موتمذ ب  تممو موتما   موت ابمضت موتمما   موحيمابض مصاومي بلم  لوممن ا سملا موا م
(ت مو مممان مص،ذا HBsAgسممماف   اممماذ مومممي ومممان م،ذا ملم مح ممماه مولمبمممض ل مممي موتس يممم  )

(ت H2SO4( تممن حممات  مو  ذ  امممن )1Nم حمما  موممي مص ممفذ بلمم  مب  ممما  مو فالمملا بايممالض )
 (B)ذاسمن ومو  ما  مو  م  بتم  موش   مو اباض   باسم  اذ اماً تمو ذتامض موتس يم  موسماحن موفم

(HBsAgلن مولمبضت ) 
 
 

 . طريقة العمل :2.3.3.3
( موتاةم  اموسماو  مومي موحفمذ موتلمبمض Controlتااذذاوم ذ تن ذلا تن موتمبهت ) 166ت بقلا 1

حفمذ و تممبهت موسمماو ا احفمذ  امحمم   و تممبهت موتاةم  احفممذ  امحمم    3ا حمم   ممت مسمم لتا  
   ان ميالضت(  بقي راواض Blankو بمبن )

تمااذذاوم ذ تمن موت ملا تمن ذملا لمبمض مذ م  لح م ا مومي موحفمذ موتر  مض  166ت م ت بقلا 2
 و ات

 ( تئااضت37(  اائ   حه  ذةض حذمذ  )60±5ت  انّ موا   ب اا  ص   احين وت   )3
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ت م، مملا مو امما  موم مم  و ا مم ت شممفاه تح ااممماه موحفممذ اتمملأه ب مماذ  ذات ممض بتح ممما  4
( ملممم ه لت اممض مو سمملا م موشممف   ممم  diluent washing solutionمو سمملا موترفممي )

 م  سائلا ت بقن لن موحفذت لإ،موضرذ  سلاا بشي موا   ل ي بسمج تاا تذمهت بل  م
 تااذذاوم ذ تن موتق ذن و لا حفذ  تا ل م موبمبنت 166ت ميي 5
 ت( تئااض37(  اائ    ذةض حذمذ  )30±2ت  انّ موا   ب اا  ص   احين وت   )6
(  اممممائ  مصرمممممذ  تممممن ل مممذ  موحيممممابض مو اباممممض رفممممي موتح مممما  موت ممممان 16-5ت رمممم  موممممم)7

(Tetramethyl benzidine (TMB ( تو موتا   موتل وضSubstrate bufferت) 
( 4ت م، لا  اا  موا   موم م ت شمفاه تح ااماه موحفمذ ا سملا موا م  ذتما لمن موراما  )8

 ،موض ت  سائلا ت بقن لن موحفذت م  تذمه  ت بشي موا   ل ي بسمج تاا ص
 ( و لا حفذ ت TMB – Substrateتااذذاوم ذ تن تا   ) 166ت ميمي 9

 تئااضت (25-26اائ    ذحض حذمذ  مو ذلض )(  2 ±36ت حين موا    مذ ت اي وت  ) 16
امي  مو فالمملا بايممالض 11 ( حممات  مو  ذ  امن لممن مو  ممابو بفسممط 1Nتمااذذاوم ذ تممن ) 166ت ا 

 (ت9ا  ض ذ  ن موتس ر تض لن موراا  )اموف ذمه موف
فذ موقاذئ ل ي )12 ( باباتم ذ تقا لا حفذ  موبمبن اااسمه مصت  ا ماض و ملا حفمذ  456ت   

  ااقضت 36رم  
 -ت  ت مح سا  موب ائج ل ي ال  مص ن:13
 (: Substrate blank. خالي المادة الاساس )1

  66166ااتض مصت  ا اض مة  من   ان مالا تا  ساا  
Substrate blank ≤  0.100 

 
 Negative control mean (NCX :). معدل المنظم السالب )2

( تمممن رمممم  اسمممتض تةتممماا موقمممات موفذ امممض NCX مممت مح سممما  تلممم   موتمممبهت موسممماو  ) 
(Individual values( ل ي )ت3) 

 
NCx = 

 

     Individual Values 

3 
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يمذابض ت 665ل مي من   مان ذملا ااتمض تمن موقمات موفذ امض موبا ةمض تسماااض ما مل مي تمن 
( امن ت  ااتممض رماذج هملم موتمم ى NCXتيمذابض لمن ) 165( اتسماااض ما ماملا تممن NCXلمن )

  تلات بحم  ملم رذةه م ب من تمن موقمات رماذج موتم ىا لمةم  ملما   موفحما احسما  موتلم   
  اباض ت

بلم  اذحمط تمن  66126تل   مصت  ا اض و تبهتاه موساوبض مة  من اذان ماملا تمن 
(blank) 

NCX < 0.120 
 
 
 (: Positive control. المنظم الموجب )3

( بلممم  66766ااتمممض مصت  ا ممماض و تمممبهت موتاةممم  مةممم  من  سممماا  ما مل مممي تمممن )
 اذح ا تن موبمبن 

PC > 0.700 
 (:Cut-off valueحسا  )

 ( ل ي ال  موتلا وض مو اواض: Cut-off ت مح سا  ااتض )
Cut-off  = NCX + 0.040 

 ن السالبة وفق الاتي:لمعرفة النتائج الموجبة ع
 ( ل ن تاةبض166)ما  ساا تن ( م  ذ Cut-offت ملم ذابه بسبض مصت  ا اض موي ااتض )1

 Positive: ratio absorbance / Cut-off > 1.0 
 ( ل ن ساوبض 669( م  ذ تن )Cut-offت ملم ذابه بسبض مصت  ا اض موي ااتض )2

Negative : ratio absorbance / Cut-off < 0.9 
 

( للوضرضذ اللثً لالرهاب الكثذ IgMالكشف عن الضذاخ ال ىعٍح ). 4.3.3
ً نمط   :( في المظل تاصرخذام فحض الالٍزاanti HBc IgM) (B)الفيروص

Detection of anti hepatitis B core antigen is (anti HBc IgM) in serum by 

Elisa test 
  مو  ممن وفمممذا  مو  مما  مو  مم  بتمم  ( و تس يممIgM ممت مو شممي لممن مويمم مه موبالاممض )

(B) ( باس لتا  مول   مو شرا اضBioelisa anti HBc IgM-kit( )Chau et al., 1983ت) 
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 . مبدأ الفحص:1.4.3.3
( Bioelisa anti HBc IgM  هما مر بماذ مب، تمن تبمالن تم، اجت   امي حفمذ موا م )

(microtiter Plate(  تممممن موممم مرلا بيممم مه احمممم   موبسممممم ض )monoclonal antibodies )
(ت  حيمن مولمبممض موتمذم  لح مم ا لمن حفممذ موا م  وتمم   anti-human IgM  )شمذ و تس يم  موب

 ( تئااضت37سالض   ذةض )
( ا سمم ذ ب  تممو موتس يمم  IgM antibodiesلفمن حاوممض مح ممام  مولمبممض ل مي مويمم مه )

(anti- IgMموت   مممض ل مممي موسممال مو ممم   و حفمممذا ا سممملا موا ممم  ا ممم،م  تبمممط مو ) تمممام   ممممذ
( 3( مومي حفمذ موا م  ااحيمن  ابامض وتم   )HBcAgموتذ باضا بل ها اياف موتس ي  مو  من )

( تئااممض بلمم  موحيممابض مو اباممض امو سمملا ا ايمماف موتس يمم  مو  ممن 37سممالاه   ذةممض حممذمذ  )
(HBcAg( ،موتق ممذن تممو مبمم، ت مو مذاذسممم م )Peroxidase ااحيممن و تممذ  مو او ممض وتمم   سممالض )

( تئاامممضت ا سممملا موا ممم  تمممذ  مرمممذى بلممم ها ايممماف تح ممما  موتممما   37حمممذمذ  ) امحممم     ذةمممض
( موحماا  ل مي موتما   موت ابمضت ملم مح مماه Enzyme Substrate Solutionمصسما  مصب، تمن )
( لممان موتمما   سمم  ااذ موممي مو ممان مص،ذات مو ممان مص،ذا anti HBc IgMمولمبممض ل ممي مويمم )

( تممممن حممممات  مو  ذ  اممممن 1Nمو فالمممملا بايممممالض ) م  مممممذ موممممي مو ممممان مص ممممفذت بلمممم  ماقمممماف
(H2SO4(ا موشمم   مو اباممض موبا ةممض   باسمم  اذ امماً تممو ذتاممض مويمم مه)anti HBc IgM لممن )

 مولمبض ت
 

 . طريقة العمل:2.4.3.3
تممااذذاوم ذ تمممن موت ممملا مومممي مب ابمممض  16( الومممن  بقممملا 166 1ت رففممه مولمبممماه بتقممم مذ )1

  ا  موتل   موترفيت ات،ج ةم مًت( ت   ذ تن موتح1مصر باذ اميالض )
تمااذذاوم ذ تمن موتممبهت  266حفمذ ا  3( تمااذذاوم ذ تمن موتمبهت موتاةمم  مومي 266ت بقملا )2

 (تblank( موي حفذ منا  ذذه حفذ ان راواض ولتلا موبمبن )Negative controlموساو  )
لممم ها ( تمممااذذاوم ذ تممن ذممملا مولمبمماه موترففمممض لممن موحفمممذ موتر  ممض و مممات ب16ت ا،لممه )3

( و ملا Diluent buffer solutionتمااذذاوم ذ تمن موتح ما  موتلم   موترفمي) 266ميممي 
 حفذ  حاااض ل ي مولمبض موترففضت
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( 37ت  ان موا م  ب اما  ص م ت ابقمذ   امي وت،ةمط احيمن وتم   سمالض   ذةمض حمذمذ  )4
 تئااضت

مو سممملا  ت م، مملا مو امما  موم مم ت شممفاه تح اامماه موحفممذ اتمملأه ب مماذ  ذات ممض بتح مما 5
مو سمملا مذبممو تممذمهت  –(ت املممم ه لت اممض موشممف  Diluent washing solutionموترفممي )

 بل  مو سلا مصرمذا بشي موا   ل ي بسمج تاا ص،موض موسائلا موت بقن لن موحفذت
 ( و لا حفذ  باس  با  موبمبن تHBc Agتااذذاوم ذ تن تح ا  ) 166ت ميمي 6
 ( تئااضت37( سالاه   ذةض حذمذ  )3ت   )ت  ان موا   باو اا  موم   احين و7
 (ت5ت م، لا مو اا  موم   ا سلا موا   ذتا لن موراا  )8
 تااذذاوم ذ تن موتق ذن و لا حفذ  باس  با  موبمبن ت 166ت ميمي 9

( 37ت  اممن موا مم  باو امما  موم مم  ا همم، موا مم  احيممن وتمم   سممالض   ذةممض حممذمذ  )16
 تئااضت

رممذ  تمن موحيمابضا حيمذ تح ما  موتما   مصسما  م موتح ما  (  امائ  مص16-5ت رمم  )11
 موت ان ت

 (ت 5ت م، لا مو اا  ا سلا موا   ذتا لن موراا  )12
( TMB) موتما   موت ابمض  تح ما  م  تمااذذاوم ذ تمن تح ما  موتما   مصسما  166ت ميممي 13

 موي ذلا حفذ  باصيالض موي حفذ موبمبنت
 (  ااقضت36( تئااض وت   )25-26ذ  مو ذلض )ت حين موا     ان  اا    ذةض حذم14
 ( حات  مو  ذ  ان صب ا  مو فاللات1Nتااذذاوم ذ تن ) 166ت مااي مو فاللا بايالض 15
( بممماباتم ذ تقا ممملا حفمممذ  456ت  مممفذ ة ممما، موتااممماف مويمممائن ل مممي مواممما  موتممماةن )16

 (  ااقضت36موبمبن اااسه مصت  ا اض رم  )
 حساب النتائج:

 (:Negative control mean (NCx)منظم السالب ). معدل ال1
 2الون  ةتو اات مصت  ا اض ا قسات ا ل ي

 
NCx=  

 

     Absorbance 

2 

Absorbance 
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 (:Positive control mean. معدل المنظم الموجب )2
 ت حسا  تل   موتمبهت موتاةم  تمن رمم  ةتمو موقمات مصت  ا ماض موفذ امض موحا م ض  

 (ت3تن موتبهت موتاة  ااست  ا ل ي )
 

PCx= 
 

( تيمذابض 665من   ان ذلا ااتض تن موقات موفذ اض موبا ةض تسماااض ما مل مي تمن )ل ي 
( امن ت  ااتممض رمماذج همملم موتمم ى PCxتيممذابض لممن ) 165( اتسمماااض ما مامملا تممن NCxلمن )
   تلات

 . حساب الفرق بين المنظم الموجب والمنظم السالب: 3
 666اذان مل ي تن موفذا  من موتبهت موتاة  اموتبهت موساو  مة  من اساا  ما 

PCx – NCx > 0.6 

 (:Cut-off value. حساب )4
( تممن رممم  يممذ  تلمم   مصت  ا مماض و تممبهت موتاةمم  Cut-off ممت حسمما  ااتممض )

(PCx( لن )( اميالض تل   موتبهت موساو  )6625NCx:موي موبا ج ) 
Cut-off = (0.25  ×  PCx) + NCx 

(  لمممم  Cut-offصل ممممي تممممن ااتممممض )مولمبممماه لمه موقاتممممض مصت  ا مممماض موتسمممماااض تا م
 ( تanti-HBc IgM( واةا  موي  )Positiveتاةبض )

 (  ل  ساوبض و فحاتCut-offمولمباه مو ن   ان مت  ا م  ا مالا تن )
 الاخرثاراخ الإحظائٍح: . 4.  3

حاوممه موب ممائج موتس ح مم ض تممن همملم مو ذمسممض سوممي  اابمماه حسمما اض اتممن  ممت  ممت  ح م  مما  
مممممماض  م م م م م م م م م ممممائاا  امسم م م م م م م م م م م ممممممذ                                                                                       سح مم م م م م م م م م م مممممض مولاشم م م م م م م م م م م ممممممذمتج  موتذح م م م م م م م م م م ممممم ر مت  م م م م م م م م م م م مممممما  باسم م م م م م م م م م                                                                            موحاسم

(SPSS version 10 / Statistical Package for Social Science)ت   
مو ا، ممو مو  مممذمذ  و ت  مممذمه اممم  مةممذ  ماصت ابتممما من مو  مما  مو  ممم  موفمذاسممن بال بممماذم  

تذيمماً تذ باممماً بقممات ت بالممم   تتممما مةلمملا مل مممذم  مو ا، ممو موا المممن  ممممذ  مماول ال امممط لمممان 
ت موفمذاا ملإح مائاض Mean  م ص تمن مواسم  موحسما ن  ام  مسم ر ت Medianمواسما  موحسما ن 

باذ مواسا  موحسا ن و ت  مذمه  من م  مذ تمن تةتمال من  مت  ح م  ما باسم ر مت مر مموتلبااض لن م
Kruskall- Wallis باذ ممن مسممم ر ت مصر ممممائن ا لمممن حممممملإح مممMann-Whitney  و تقاذبمممض
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 ممممن  Linear correlationائاض و  مممذمب  مورامممن  مممممذاا ملإح مت تتممما موفممم  ممممن تةتمممال من
 تSpearman’s correlation coefficientا باذ قض   ت  مذمه تةتال من لق   ت  ح م  

  ( ذ تمما ذابمه اممات  تلبااممض ائن )متل  مذه مصر بمماذمه ملإح ممائاض لمه ت م،ى سح مم 

P(  0.05مالا تن ( )Glantz, 1987 ت) 

 


