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 شكر وتقدير

 

على افضل خلق الله سيدنا محمد صلى الله عليه واله  والصلاة والسلام الحمد لله رب العالمين

 وصحبه وسلم  اجمعين 

 اما بعد 

الى استاذتي وقدوتي في  بعد ان انهيت بحثي هذا ر والثناء والاحترام والتقديراتقدم بجزيل الشك

شرافها على لا  لمى عبد الهادي زوين ةالدكتور  الاستاذ المساعد الىالعلم والخلق النبيل 

  الرسالة ومابذلتهُ من جهود علمية طيبة فيها .

 

بالشكر والتقدير والثناء والاحترام الى عمادة كلية التربية ابن الهيثم للعلوم الصرفة /  أتقدمكما 

 والى الشهيد محسنرئيس قسم علوم الحياة الدكتور ثامر عبد والى ابن الهيثم / جامعة بغداد  

من معلومات علمية ونصائح وارشاداتجميع اساتذتي الافاضل لما قدموه   

 

عبد الرحمن مطلك الجبوري ذاريات   المدرس المساعد كما اتقدم بجزيل الشكر والامتنان الى

على عزلات البكتريا مجهزة من قبلها  تها لي في الحصولدلمساع   

 

من طلبة الدراسات العليا لمساندتهم الي طول مدة الدراسة والشكر الجزيل الى جميع زملائي   
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 الخلاصة

   Cronobacter  sakazakiiثبيط نسه بكتريا حري عن مدى تمأجريت هذه الدراسة ل

، (Citral)  ،Curcumin،Inulin ،Resveratrol  ،Trans-cinnamaldhydeستعسال مركبات اب

 6وBlood (B)  عزلات من عيشات الدم 6وتزسشت ، سابقة عزلة من مرادر 77تم الحرهل عمى و 
عزلات من عيشات حميب  3و  Cerebrospinal fluid (CSF) من سائل الشخاع الذهكي عزلات

Dialac (A1)  من حميب  وعزلة واحدةNovolac Allernova (C1)  وعزلة واحدة من عيشة

صهيا  تربتهن  سطو و ماكهنكي الاكار  ياذ زرعت العزلات عمى وسظ Novolac AD (C2)الحميب

تعهد  جسيعها وكانت   16S rRNAجين التذخيص استعسالبثم شخرت جسيع العزلات  الرمب

 .C. sakazakiiلبكتريا

مغهرياً، ان جسيع   C. sakazakiiبيشت نتائج التحري عن بعض عهامل الزراوة لبكتريا

بقظر يتراوح   Swimmingاحداث حركة الدباحة و ،   Motilityالعزلات لها القدرة عمى الحركة 

قدرتها  لهحظكسا  ،( ممم46-4بقظر يتراوح )  Swarmingالانثيال، وتكهين عاهرة ( ممم77-79)

قدرتها عمى تكهين الغذاء الحيهي  و، ( ممم33-8بقظر يتراوح ) Protease البروتيزعمى انتاج انزيم 

 . Microtiter Plateبظريقة 

،  Citral،Curcumin ،Inulinس تأثير كل من السركبات ذات السرادر الظبيعية )ر  د  

Resveratrol ،Trans-cinnamaldhyde ) نسه بكتريا فيC. sakazakii    لمعزلات السشتخبة 

(A1b، B4، CSF4 )تعهر أفقد   مايكروغرام / مممتر(733 ،73، 7التركيز ) كل من  باستعسال 

فقد اعهر   Trans-cinnamaldhyde، اما مركبتثبيظياً عشد التراكيز العالية جسيع السركبات فعلً 

  .والعالية الهاطئة تثبيظياً عشد التراكيز فعلً 
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 Citral،Curcumin  ،Inulinتم دراسة تأثير كل من السركبات ذات السرادر الظبيعية )

،Resveratrol  ،Trans-cinnamaldhydeفي عاهرتي الدباحة )Swimming   والانثيال 

Swarming  عمى كل من العزلةA1b)  ،B4  ،CSF4 ) كل السركبات تأثيراً تثبيظياً    أعهرتفقد

 .اعتساداً عمى نهع السركب وتركيزه ةمتفاوتوبشدب 

 .Cعهامل ضراوة أخرى لبكتريا فيكسا درس تأثير السركبات ذات السرادر الظبيعية 

sakazakii   كان  قيد الدراسة  اتتأثير السركب اعهرو ،  في العزلات السشتخبةمثل انتاج انزيم البروتيز

 فيتأثير السركبات ذات السرادر الظبيعية  اما اعتساداً عمى نهع العزلة والتركيز السدتخدم . مختمف

فقد أعهرت فعالية السركبات في تثبيط   C. sakazakiiلعزلات بكتريا  Biofilmتكهين الغذاء الحيهي 

 .ة والعاليةزغذاء الحيهي عشد التراكيز السشخفتكهين ال

اذ أعهرت  C. sakazakiiبكتريا ل جسيع العزلات لسختمفة في نسهدرس تأثير درجات الحرارة ا

 ºم 37و 55مقارنةً بدرجة  في نسه البكتريا اً انخفاض م55ºدرجة الحرارة 

 هحظفقد ل  C. sakazakiiبكتريا  جسيع العزلات نسه في  pHالهيدروجيشي  الرقمدرس تأثير 

 9مقارنةً بالرقم الهيدروجيشي القاعدي  4 الحامزي الهيدروجيشي الرقمانخفاض نسه البكتريا عشد 

 . 7والستعادل 

 وتزسشت هذه الجيشات كلً من  C. sakazakiiتم التحري عن بعض جيشات الزراوة لبكتريا 

zpx  وجينflgJ   في العزلة 733وأعهرت الشتائج وجهد هذه الجيشات بشدبة %CSF4 . 

، اذ تذير flgJدرس تأثير السركبات ذات السرادر الظبيعية في مقدار التعبير الجيشي لجين 

في  sakazakii  .Cبعد معاممة بكتريا flgJالشتائج الى وجهد تباين في مدتهيات التعبير عن جين 

 Sub minimum تحت الأدنى السثبط بتركيز  Curcumin، اذ ادى مركب CSF4العزلة 
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inhibation concentration (SMIC)   )الى خفض التعبير )انتخب عمى اساس تجارب مشفردة

تأثير  ، ودرسوالسركبات الأخرى مقارنةً مع معاممة الديظرة   3.5Folding Changeالجيشي الى 

بعد  zpxفي مدتهيات التعبير عن جين  زيادةالى وجهد الشتائج  وقد أشارت، zpxجين في السركبات 

 . مقارنةً مع معاممة الديظرة CSF4)) لمعزلة  C. sakazakiiمعاممة بكتريا 

باستعسال  flgJ في مقدار التعبير الجيشي لجين Trans-cinnamaldhydeدرس تأثير مركب 

 فقد،   CSF4لمعزلة  C. Sakazakiiبكتريا بعد معاممة Swarmingوسط و   Swimmingوسط 

مع مقارنةً   Folding change 3.74الى  السشثالةلمعزلة   flgJانخفاض التعبير عن جين  لهحظ 

الى  العزلة الدابحةفي  flgJالتعبير عن جين  ممة الديظرة  في حين أدى الى زيادةمعا

73.65Folding Change  مقارنة بسعاممة الديظرة.  

 باستعسال zpxفي مقدار التعبير الجيشي لجين  Trans-cinnamaldhydeمركب اما تأثير 

اذ أدى   CSF4لمعزلة   C. sakazakiiبعد معاممة بكتريا   Swimmingوسط و   Swarmingوسط 

 . مقارنةً بسجسهعة الديظرة  Swimmingو Swarmingفي عاهرة  zpxعن جين  الى زيادة التعبير
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المقدمة -1  

تيارية ػػػػػغة كراـ، اخػػػػلرب تريا سالبةػػػػبأنيا بك  Cronobacter sakazakiiعرفت بكتريا

 ،، الدمظاتالخزروات مثل متشهعة مهاد زليا منػػػػػػعيسكن  ،  (Singh et al., 2015) لاىهائية

، الأ  وهجػػػػػم والػػػػػالف ،مدػػػػم عزليا من الجػػػػػت كسا.  (Beuchat et al., 2009)ميب ػػف والحابػػػػجالمحهـ

(Holy and Forsythe, 2014) .  

الذين  ضع الذين تقل أعسارىم عن الذيرينالأطفاؿ الر  تريب  C. sakazakiiاف بكتريا 

كسا يسكن اف تريب (. (Parra-Flores et al., 2015حميب  السجففاليعتسدوف في تغذيتيم عمى 

 Necrotizingتياب السعهي القهلهني الشاخرلوالا Meningitisبالتياب الدحايا الأطفاؿ الرضع 

enterocolitis (NEC) ، خراجات التياب نقي العظم و  ،تدسم الدـ ،تريب البالغين بالتياب رئهي و

 . (Mashoufi  et al., 2017) الظحاؿ

حرارة الروؼ البيئية من درجة القدرة عمى مقاومة العديد من الظ ليا  C.sakazakiiاف بكتريا 

 ,.Amalardjou and Venkitanarayanan)جفاؼ  الزمهزي و لازغط االييدروجيشي، ال الرقم، 

2011b).   تستمك بكترياC. sakazakii   الغزو والالتراؽ  تسكشيا منعدداً من عهامل الزراوة

 Outerبروتيشات الغذاء الخارجي ومشيا  .(Singh et al., 2015)واصابة خلايا السزيف 

membrane protiens (OMPs) a)0202(Kim et al., ، لذيفاف الداخمياEndotoxin   

(Pagotto et al., 2003)  ، طبقة الدكريات الستعددة الدىشية تكهينLipopoly saccharide 

(LPS) (Townsend et al., 2007)، وتكهين السحفظة  Capsule (Iversen and Forsythe., 

سظح اللاتكس وانابيب التغذية عمى Biofilm  ن الغذاء الحيهي يكسا ليا القدرة عمى تكه  (  2003

 .(Beuchat et al.,2009) لمسؤثرات البيئية   السعهية الذي يزيد من مقاومة البكتريا
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التي تدسح  Proteases القدرة عمى انتاج انزيسات البروتيز .sakazakii   Cبكتريا تستمك

 في الأطفاؿ الرضع معالأمعاء لمدماغ وتدمير عدد من الخلايا لمكائن من عبهر الحهاجز الزيقة 

 . Chenu and Cox , 2009)عهي القهلهني الشاخر )سالالتياب ال   احداث

 ت والزيهتتاتخمرة من بعض الشبادالسايكروبية الساستعساؿ عدد من السزادات لهحظ اف 

فزلًا عن ،  العديد من أنهاع البكتريا الدالبة والسهجبة لربغة كراـ  فعاؿ في  تأثيرلو  اسية سالا

مشظسة وىذا ماتم رصده من قبل  .C. sakazakii  (Frankova et al., 2014)بكتريا  فيتأثيرىا 

 فسثلاً   United States Food and Drug Administration (FDA)لدواء الامريكيةا الغذاء و

دوره الفعاؿ في تثبيط البكتريا   الذي بالرغم من  Trans- cinnamaldhyde ات مدتخمص القرفةمركب

باف  Shi et al. (2017) أشارو  (Adams et al., 2004). من السركبات الامشةيعد الا انو 

 .Cلو تأثير كبير وميم في تثبيط العديد من عهامل الزراوة لبكتريا  Citral مدتخمص الميسهف 

sakazakii   ادراؾ الشرابشارات واحركة البكتريا مشيا(QS)  Quorum sensing  الغذاء تكهين و

 . Endotoxine نتاج الذيفاف الداخميواالحيهي 

 Subramaniana  et al. (2014)و  Qin et al. (2014)و  Paulo et al. (2001)اما 

عدد  ستعساؿشجع عمى  العدد من السزادات الحيهية   تاف زيادة مقاومة السايكروبا الى وااشار فقد 

الذي  والخزروات والعشب  من السدتخمص Resveratrol مركب  ومشيا ىامن السركبات الشذظة ضد

  .والدالبة لربغة كراـالسهجبة مزاد لعدد من البكتريا  وىه الامراض العديد من نذهءلو دور في مشع 

وتعزيز م زتديل وتحدن عسمية الييعسل كالياؼ  اذكبيرة غذائية أىسية  فمو Inulinمركب اما 

ل من خظر الإصابة بامراض يقمو في ايض الدىهف  كسا يذارؾامتراص الكالديهـ والسغشيديهـ 

 اذللاـ الحامل وطفميا  كسا لو تأثير في نظاـ التكهين السايكروبي. (RoberFroid , 2007) الدرطاف
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الظبقة  فينيهلين ظ تأثير الالهحكسا . (Zhou et al., 2017)يهفر الانيهلين الظاقة لمظفل والاـ 

مشع الحهاجز من مشع السايكروبات من عبهر الحاجز السعهي من خلاؿ تعزيز و يارية للامعاء الظ

  .(Wu et al., 2017)دخهؿ السايكروب 

البكتريا  فيالى تأثيره  Tyagi et al .( 2015)  فقد اشارت دراسة   Curcuminاما مركب 

 . البكتيري  غذاءالالسهجبة والدالبة لربغة كراـ فزلًا عن احداثو اضرار في 

احداث الامراض العديد من عهامل الزراوة ودورىا في C. sakazakii  نظراً لامتلاؾ بكتريا 

تم استعساؿ عدد من  فقد  روؼ البيئيةتحسميا لمظ لًا عنفزالأطفاؿ الرضع وحديثي الهلادة  في

اليدؼ تم اتباع  ىذاولتحقيق ، السركبات ذات السرادر الظبيعية التي تعسل عمى تثبيط ىذه البكتريا 

 :الخظهات الاتية

  .دراسات سابقةمن   C. sakazakii الحرهؿ عمى بكتريا .0

عمى الرفات السزرعية والفحهصات  عتسادبالا  C. sakazakiiتذخيص بكتريا التأكد من  .0

 .16S rRNAتعساؿ جين التذخيص اسو الكيسهحيهية 

 Swarmingوالانثياؿ  Swimmingالكذف عن بعض عهامل الزراوة مشيا حركة الدباحة  .3

 .Proteaseوإنتاج انزيم  Biofilmوتكهين الغذاء الحيهي 

 ،Citral  ،Curcumin ،Inulinدراسة تأثير بعض السركبات ذات السرادر الظبيعية مثل  .4

Resveratrol ،Trans-cinnamaldhyde  عمى نسه بكترياC.sakazakii    عمى بعض و

وإنتاج انزيم البروتيز  Swarming، والانثياؿ Swimmingالدباحة كعهامل الزراوة 

Protease الغذاء الحيهي  وتكهينBiofilm . 
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الييدروجيشي عمى نسه بكتريا  الرقمالفيزيائية من درجة الحرارة و  دراسة تأثير بعض العهمل .5

C.sakazakii  

، Citral ،Curcumin ،Inulinدراسة  تأػثير السركبات ذات السرادر الظبيعية ) .6

Resveratrol  ،Trans-cinnamaldhyde )  باستعساؿ التركيز SMIC في التعبير الجيشي

 C. sakazakiiفي بكتريا   zpxو   flgJلجين 

. 
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Literatures Review 2-  استعراض المراجع  

Cronobacter sakazakii 2- 1: الرفات العامة لبكتريا   

 Richiiقبل العالؼ الياباني مؽاوؿ مخة   Cronobacter sakazakiiبكتخيا  اكتذفت

sakazakii سسو تكخيساً لو اسسيت ب وقج(Forsythe, 2010) وىي بكتخيا مسخضة تريب الأطفاؿ .

، مؽ صفاتيا انيا سالبة لربغة كخاـو  ،Enterobacteriaceaeالسعؾية تشتسي الى العائمة و الخضع 

 C. sakazakii. تشسؾ بكتخيا (Feeney et al., 2014)متحخكة بأسؾاط محيظية  لاىؾائية اختيارية،

خوؼ الشسؾ تة ولامعة اعتساداً عمى عػػػػباى سخاتنؾعيؽ مؽ السدتعوتشتج ، الاكارعمى وسط 

(Mashoufi et al., 2017) . كسا يسكؽ اف تشسؾ عمى وسط الساكؾنكي بسدتعسخات خزخاء وزرقاء

ابمية عمى تكؾيؽ مدتعسخات صفخاء عمى ػػػػػوليا الق ،(Fakruddin et al., 2014)المؾف 

 Iversen and Forsythe 2003) ـ58º خارةػػػػػػػػػػػػػحة ػػػػػػي درجػػػػػف Trypton Soy Agar (TSA)وسط

 Eosin methylene blue عمى وسط البكتخياويسكؽ اف تشسؾ ( Fakruddin et al., 2014و

(EMB)  ووسطDeoxycholate agar (Mashoufi et al., 2017) . بكتخياتكؾفC. sakazakii 

ختبار احسخ السثيل والانجوؿ وليا لاالدتخات وسالبة   واستيلاؾ مؾجبة لاختبار الفؾكذ بخوسكاور 

 .Baily and scotts, 2007)) القجرة عمى تكؾيؽ الغاز

جعل ليا   Phosphoamidaseنديؼ لاوعجـ انتاجيا  α- glucosidaseنديؼ لاانتاجيا  اف

ى الشسؾ بجرجة القجرة عم. كسا ليا (Muytjens et al., 1984)مسيدة عؽ افخاد العائمة السعؾية  اتصف

رة مشخفزة تتخاوح بيؽ وحخا ºـ (78-74يسكؽ اف تشسؾ بجرجة حخارة تتخاوح بيؽ )اذ  متفاوتة  حخارة

(8.8-;.8 )º ـ(Mashoufi et al., 2017) أعيخت الجراسات اف افزل نسؾ لبكتخيا .C. 

sakazakii  68 عشج درجة حخارةºالظازجة  السؾاد الغحائيةح ؾ تشسؾ عمى سظ ويسكؽ لمبكتخيا اف ،ـ
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 الخقؼسعجؿ ب. و (Mashoufi et al., 2017) ـº 58حخارة درجة كالتفاح والجدر والخيار والظساطؼ في 

اف تشسؾ عشج انخفاض  C.sakazakiiتدتظيع بكتخيا  لاو ( > ->;.6الييجروجيشي لمبكتخيا يتخاوح بيؽ )

مؽ  % 8بتخكيد و   ممح كمؾريج الرؾديؾـ% 48 بؾجؾد، كسا انيا تشسؾ 5.8الييجروجيشي الى  لخقؼا

 (.;Lambert and Bidlas, 2007 Fakruddin et al., 2014) الرفخاء املاح

   Cronobacterبكتريا  تدسية وترشيف: 2-2

Nomenclature and Classifiction of  Cronobacter Bacteria 

 ثؼ تؼ إعادة الرفخاء  سابقا ببكتخيا القؾلؾنية السعؾية  يذار اليو Cronobacterجشذ كاف  

 أشار   . (Farmer et al ., 1980)  8;>4عاـ Cronobacter sakazakiiليا بشؾع الترشيف 

Iversen et al .(2007)   الى وجؾد ستة أنؾاع مؽ بكتخياCronobacter   شسمتC.turicensis 

C.sakazakii  ,C.genomospecies, C.malonaticus, , ,C.muytjensii C.dublinensis 

أنؾاع  :يسكؽ ترشيفو الى   Cronobacterالى اف جشذ  Feeney et al .(2014)في حيؽ أشار 

 , C. universalis , C.condimenti , C.sakazakii , C.malonaticusشسمت 

C.dublinenesis , C.turicensis ,C. muytjensii  

 Analytical و  Biochemical Kitsوعجة الفحؾصات الكيسؾحيؾية   16s rRNAأدى استعساؿ 

Profile Index( API-20) سلالات لبكتخيا  الى اكتذاؼC. sakazakii   شسمتATCC 51329 

،NCIMB 8272  ،NCTC 11467،ATCC 29004   (Iversen et al.,    .2004)   كسا أشار

Joseph and Forsythe (2011)  تجعى  سلالةالىC. sakazakii  ST4   السدؤولة عؽ احجاث

 التياب الدحايا الؾلادي . لاسيساإصابة حجيثي الؾلادة 
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 (Bergys manual , 2005)حدب ماورد في ترشيف   C. sakazakiiصشفت بكتخيا 

Kingdom: Bacteria   
Phylum :proteobacteria 

Class:Gammaproteobacteria 

Order:Enterobacteriales 

Family: Enterobacteriaceae 

Genus: Enterobacter  

Species: Cronobacter  sakazakii (Holy and Forsythe ., 2014) 

 

   Sourse   Cronobacter sakazakii مرادر بكتريا: 2-3

   Food and Enviromental sourcesالسرادر البيئية والغذائية : 2-3-1

كالخزخوات  نباتية مشيا عجيجة غحائيةو مؽ مرادر بيئية   C. sakazakiiاػػػػػػبكتخي تعدؿ

، كالمحؾـ كسا في لحؼ الجسلومؽ بعض السرادر الحيؾانية ، والفؾاكة والحبؾب والتؾابل والاعذاب 

  C. sakazakiiفزلًا عؽ إمكانية نسؾ بكتخيا ف والبيض اجبوالحميب والأ ساؾالاس الجواجؽ، الخشديخ،

الخيار ك شتجات الظازجةسالسرشؾعة مؽ الفي أغحية الأطفاؿ الخضع والسشتجات الظازجة والعرائخ 

 ,Friedemann) السجففحميب الكسا يسكؽ عدليا مؽ  والجدر والتفاح والبظيخ والخذ والظساطؼ

2007 Beuchat et al., 2009;). 

سح وحميب في بعض أغحية الأطفاؿ الخضع الحاوية عمى الق  C. sakazakiiتتؾاجج بكتخيا

، كسا تؼ عدليا مؽ أماكؽ ترشيع  (Hochel et al., 2012)الابقار السبدتخ والخاـ والبظاطا

 (Kandhai et al., 2004)الذؾكلاتو والجقيق والسعكخونة مسا يجؿ عمى انيا كائؽ واسع الانتذار 

خقات ػػػػػعاء يػػػػػػؽ امػػػػػػكديكية ومػػػػػػسابة الفاكية الػػػػػػثل ذبػػػػػػم الكائشات الحيةض ػػػػػػػؽ بعػػػػػػػمايزاً ت ػػػػػػعدل
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 Iversen and)قار ػػػػػػػؾـ الابػػػػػػػساء ولحػػػػػػػيؽ والػػػػػػوالظ ،(Hamilton et al., 2003) بلػػػػػػػػظالاسابة ػػػػػػذب

Forsythe , 2003. )  أشارParra-Flores et al.(2018)  الى وجؾد بكتخياC. sakazakii  في

أوامخ رسسية لإزالة السشتجات مسا أدى الى اصجار  Sinaporeة افؾر غوسش  Chileمشتجات الالباف في

  .الريجلياتو ؾاؽ الاسمؽ السمؾثو بيا 

     Clinical Sourcesالسرادر الدريرية : 2-3-2

اوؿ تدجيل  الا اف  88>4كاف في عاـ   C. sakazakiiاف اوؿ تدجيل لبكتخيا  بالخغؼ مؽ

الدحايا التياب  في عيشات وكاف ;8>4 وفي  86>4عاـ الفي  كاف العيشات الدخيخيةلمبكتخيا في 

  Bacteremiaاذ عدلت مؽ حالات تجخثؼ الجـ  ;;>4عاـ الالى  سجمت بعج سشؾات عجةثؼ ، ديالؾلا

حميب السشتجات السجعسة بلمخضع  لنتيجة تشاوؿ الأطفاؿ ابالبكتخيا إصابة  اكتذفت 5884وفي عاـ 

  Enterobacterببكتخيا السشتجات سة الرحة والغحاء تمؾث مثل ىحه غأكجتو مش حيوال السجفف

sakazakii    (C. sakazakii )  (Farmer, 2015).الؾجو، البمغؼ، الجخوح، عدليا مؽ كسا تؼ 

 (. Farmer et al., 1980 Vanacker et al., 2001)مدحة الذخج وعيشات الجـ ،خخاجات السعجة

  .Cاإصابة ببكتخيحالة  46الى وجؾد   Caubilla-Barron et al. (2007)في حيؽ أشار 

sakazakii   اما .حالات أدت الى وفاة ثلاثفي وحجات العشاية السخكدة في فخنداJoseph and 

Forsythe (2011)   فقج أشار الى اف بكتخياC. sakazakii   588-::>4سجة خلاؿ ال تؼ عدليا; 

 الدخيخية  كذف عؽ عجد مؽ الحالات الى Lang et al (2017) وذكخ  .مؽ حالات سخيخية عجيجة

في ايدمشجا  9;>4حالات عاـ  6ومشيا  .Cronobacter  spp في عجد مؽ الجوؿ للإصابة ببكتخيا

في  5884حالة في عاـ  44بمجيكا و في  ;>>4حالة عاـ  45في أمخيكا  و ;;>4حالات عاـ  7و
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حالات عاـ  7في أمخيكا و ;588وحالتيؽ في عاـ  في فخندا 5887حالات في عاـ  6أمخيكا و 

  .في أمخيكا 5844

          Pathogenicity : الامراضية2-4

تياب السعؾي القؾلؾني الشاخخ لبالعجيج مؽ الامخاض مثل الا   C. sakazakii بكتخيا تختبط    

Necrotizing Enterocolitis (NEC) والدحايا Meningitis  الخضع و وتجخثؼ الجـ للأطفاؿ

  C. sakazakiiالأطفاؿ الخضع ببكتخيا وترل ندبة إصابة، (Singh et al., 2015)حجيثي الؾلادة 

 .C. تدتظيع بكتخيا(Kalyantanda et al., 2015) السجففحميب ال% عشج تشاوليؼ 8>حؾالي الى 

sakazakii  ط العجيج مؽ الخلايا البمعسيةتشذفلسزيف ندجة امؽ اختخاؽ الغذاء السخاطي لا 

Phagocyte   إنتاج وسائط التيابية أخخى تؤدي الى تعفؽ الجـ كحلػ وSepticimia  الالتياب و

 .(Hackam et al., 2005)  السعؾي القؾلؾني الشاخخ

مؽ غدو الخلايا  تتسكؽ C. sakazakiiالى اف بكتخيا  Kim and Loessner (2008)أشار 

، ويعتسج ذلػ عمى مجة تعخض نديج الأمعاء لمبكتخيا ووجؾد بخوتيؽ متخرص  ، الغيارية للامعاء

 Tightعمى قظبية ججار الخلايا البكتيخية عشج وجؾدىا في الارتباطات السحكسةالإصابة  ولاتعتسج

Junction  ،مذيخاً الى اف دخؾؿ بكتخيا في الأمعاءC. sakazakii    دبب عجوى ي  عؽ طخيق الفؼ

 .بجدؼ السزيف تشتذخاذ تتسكؽ مؽ الؾصؾؿ الى الجورة الجمؾية ثؼ  ، جيازية

 Outer membrane Protien بخوتيؽاف الى    Emami et al. (2011)اشاركسا  

(ompA)   بكتخيافي C. sakazakii دوراً في الإصابة بتشخخ الأمعاء مؽ خلاؿ تغيخ نزؾحية  يسثل

مذيخاً الى اف الإصابة ببكتخيا   Enterocyteلمخلايا السعؾية  Apoptosisسؾت السبخمج الالاغذية و 

C.sakazakii  الخلايا الظلائية بتجشيج اعجاد كبيخة مؽ الخلايا الذجيخية  تعسل عمى اضخار 
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Dendritic cells (DC)   خلايا البمعسية وMicrophage  وخلايا العجلةNeutrophils في الامعاء 

 Drudy)مخض التياب الدحايا    C. sakazakii، كسا تدبب بكتخيا وتثبيط نزج الخلايا الذجيخية

et al., 2006)اذ تتسكؽ البكتخيا مؽ عبؾر الحؾاجد الجمؾية لمجماغ ،Blood Brain Barrier 

(BBB)   عؽ طخيقTranscellular  اوParacellular Traversal  السرابة البمعسية والخلايا

Infected phagocyte   (Barichello et al., 2013) وتدتظيع مياجسة الجياز السشاعي ،

 .(Townsend et al., 2007)والتزاعف داخل الخلايا والبقاء فييا 

بالتياب   Cronobacterعلاقة بكتخيا  الى اف  Holy and Forsythe (2014)أشار

، الجماغ، تشخخ اندجة الجماغ، تجسع خخاجات الدؾائل، احتذاء تغيخات كيديةالدحايا ىؾ احجاثيا 

احجاثيا التياب  فزلًا عؽ%  8;-78سيلاف السادة الدحائية البيزاء وارتفاع ندبة الؾفيات الى 

%  7>الى اف  Drudy et al. (2006)، وىحا ما أشار اليو التشخخي السدالػ البؾلية والتياب الأمعاء 

مؽ الأطفاؿ الشاجيؽ مؽ التياب الدحايا يعانؾف مؽ تأخخ الشسؾ الجدجي والعربي وشمل رباعي 

 ةىؼ اكثخ عخض اً يؾم ;5الى اف الأطفاؿ الحيؽ تقل أعسارىؼ عؽ  وضعف الدسع والبرخ مذيخاً 

 .Cفقج أشار الى اف إصابة البالغيؽ ببكتخيا  .Healy et al( (2010اما  بالبكتخيا، للإصابة 

sakazakii خخاجات الظحاؿ. و التياب رئؾي، تعفؽ الجـ، قخحة القجـ، التياب الجخوح أدى الى عيؾر 

 Virulence factor : عوامل الزراوة2-5

% ولاسيسا عشج الأطفاؿ  8;تختبط خظؾرة السخض عشج ارتفاع ندبة الؾفيات الى حؾالي  

ليحا يجب و وضخاوتيا    C. sakazakiiالى الإصابة ببكتخيا  ذلػ يعؾدو الؾلادة   يثي وحجالخضع 

 (Mashoufi et al ., 2017)عؽ عؾامل الزخاوة اجخاء العجيج مؽ الجراسات 

 



                                                                                  استعراض المراجع                                                                                                              
 

11 

 Lipopoly saccharide (LPS): الدكريات الستعددة الدهشية 2-5-1 

 احج الدسؾـ البكتيخية الثابتة بالحخارة ؾ وىيعج الجدء السيؼ لمغذاء الخارجي لمبكتخيا الدالبة 

البايؾلؾجية في  فعاليتيا ببقاء LPSستاز ، وت ºـ 488لاسيسا الجىؾف في مشظقة المب التي تقاوـ درجة 

   Tightدوراً في تحظيؼ الارتباط السحكؼ  تؤديكسا ، حتى بعج قتل الخلايا البكتيخية  حميب السجففال

Junction   السزيف مسا يديج مؽ نفاذية دخؾؿ البكتخيا مؽ خلاؿ الحاجد السعؾي أندجة بيؽ خلايا

 C. sakazakiiبكتخيا الالسمؾث بأعجاد كبيخة مؽ  حميب السجففاللاسيسا عشج تشاوؿ ، خلايا ىا لموغدو 

(Townsend et al ., 2007) . 
يكؾف الؾزف السشخفض وقبل رضاعتيؼ  واف الأطفاؿ حجيثي الؾلادة ذو الى    Levy (2002)أشارو 

 Permeability Increasing Protien الشزؾح  زيادة وبخوتيؽ Bactericidalمبيج الجخاثيؼ  لجييؼ 

/ (BPIP)  ( مخات عؽ الأطفاؿ الخضع ، 7-6في خلايا العجلة بشدبة اقل بحجود )الى  وأشار الباحث

 ز السشاعة .كفاءة جيا انقاص يعسل عمى BPIمع   LPSاف ارتباط 

السمؾث بسدتؾيات عالية مؽ  حميب السجففالاف  الجراسة الشدجية لقؾلؾف الأطفاؿ الحيؽ يتشاولؾف 

LPS لظبقات السخاطية والعزمية لمقؾلؾف في اغيخ عمييؼ انتفاخ ممحؾظ  ي(Townsend et al ., 

2007. )  

 Endotoxinالذيفان الداخلي  :2-5-2

  السعدولة مؽ مرادر غحائية وسخيخية   C. sakazakiiالى اف بكتخيا  عجيجة اشارت دراسات

مؾجبة لانتاجيا الحيفاف الجاخمي، أدت الى قتل الفئخاف عشج حقشيا بالبكتخيا  نتيجة والتي أعظت

(5886(Pagotto et al.,  . في حيؽ أشارTownsend et al. (2007)  الى اف وجؾد الدسؾـ

اف وجؾد الدسؾـ الجاخمية وبسدتؾيات و ،  الخضع يعج عامل خظخ لأصابتيؼفاؿ الجاخمية في حميب الأط
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عالية في حميب الأطفاؿ الخضع يداىؼ في فذل وعائف الأمعاء ويدبب إصابات مؾضعية وجيازية 

 Chenu andاما . ئية للامعاء الى الاندجة العسيقةفزلًا عؽ انتقاؿ الدسؾـ عبخ الظبقات الظلا

Cox (2009)   تذفخ عؽ الى اف أىسية الدسؾـ الجاخمية ماتداؿ غيخ واضحة والجيشات التي  افقج أشار

 بخوتيؽ الدؼ لؼ تكتذف بعج.

 O   O-antigen    : السدتزد 2-5-3

 ، وتذتخؾ تمػ الأنساط (Sun et al., 2011)سبعة أنساط مرمية   C. sakazakii بكتخيا تستمػ     

 (Sun et al., 2012)خاضية البكتخيا التي تدبب الؾباء السعؾي للأطفاؿ حجيثي الؾلادة والخضع مفي ا 

 .Cاف استعساؿ التشسيط السرمي الجديئي ميؼ لسعخفة الخرائص الؾبائية لدلالات بكتخيا و  ،

sakazakii  ، أشار وJaradat et al .(2014)  ؽ يعؾد الى سبعة أنؾاع م اً مرمي اً نسظ :4الى وجؾد

 مجسؾعة مؽ الجيشات التخميكيةفي  تشؾع الناتج مؽ  O، اف تشؾع السدتزج   Cronobacterبكتخيا 

 ,.Polymerase (WZY) (Arbatsky et alو  O- antigen Flippase (WZX)تتزسؽ   

 Powderعدلة في 474ىؾ الدائج بيؽ  C. sakazakiiلبكتخيا  O2(. اف نسط السدتزج 2012

Infant Formula (PIF) (Muller et al., 2013)  كسا اف جيشات السدتزج .O  لبكتخيا

Cronobacter  ( كيمؾ زوج قاعجة 58-9جيؽ يختمف بالظؾؿ مابيؽ ) >-9تتكؾف مؽ  

(Ogrodzki and Forsythe, 2015)  
 Capsule: السحفظة 2-5-4

تسيد البكتخيا تتكؾف السحفغة مؽ سمدمة طؾيمة مؽ الدكخيات الستعجدة التي تكؾف مدؤولة عؽ 

 Barron andأشار و  .(Willis and Whitifield. 2013)مرمياً فزلًا عؽ دورىا في امخاضيتيا

Forsythe (2007) تحسل الغخوؼ البيئية القاسية والبقاء  مؽ يسكشيا لمسحفغةاف امتلاؾ البكتخيا  الى
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حميب القاء في بيئة جافة في اف انتاجيا يسكؽ البكتخيا مؽ البو لسجة اكثخ مؽ سشتيؽ، عمى قيج الحياة 

   .(Ogrodzki and Forsythe, 2015)و مقاومة وغدو الخلايا  البمعسية  السجفف

 Biofilm : الغذاء الحيوي 2-5-5

يتكؾف الغذاء الحيؾي مؽ تجسعات متحجة مؽ كائشات مجيخية مظسؾرة في داخل بؾليسخات 

اف تكؾيؽ الغذاء الحيؾي و    Extracellular Polymeric substances تجعى  ةخمؾي متعجدة خارج

سط الدرعي وطبيعة الدظح وبذكل كبيخ عمى نؾع الؾ  لاؼ الدلالات التي تعتسج ايزاً ختايختمف ب

 .(Hartmann et al ., 2010)عميو البكتخيا  الحي تشسؾ

 .Cة بكتخياالى قابمي Lehner et al . (2005)و  Iversen et al .(2004)أشار 

sakazakii   الالتراؽ عمى سظح الدجاج واللاتكذ والدميكؾف بذكل مؽ  السعدولة مؽ حميب الخضع

. وىحا ما مسايجعميا تكؾف الغذاء الحيؾي  Stainless steelالفؾلاذ السقاوـ لمرجأ افزل مؽ سظح 

يسكؽ اف تشسؾ عمى  C. sakazakiiاف بعض سلالات  واكج  Kim et al .(2006)ايزاً  أشار اليو 

التي تعتسج عمى درجة  Enteral feeding tubesسظح الفؾلاذ السقاوـ لمرجأ وعمب التغحية السعؾية 

في قابمية البكتخيا عمى الالتراؽ بالدظؾح وتكؾيؽ  ميؼ ليسا تأثيخ المحافالحخارة ونؾع الؾسط الغحائي 

 الغذاء الحيؾي.

مثل   C. sakazakii في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي في بكتخيا دوراً  ؤديىشاؾ العجيج مؽ الجيشات التي ت

  cyoDوجيؽ   (  ,fli D  fli E, flg J (ؾاط الاسوتكؾيؽ   (bcs AGC)الدميمؾز  تخميقاوبيخوف 

  (Hartmann et al., 2010) نقداـ الخلايااالخاص ب flisKالخاص بأنتاج الظاقة وجيؽ 
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 Flagellumواط الاس :2-5-6

، اذ يتخكب  مؽ الجدؼ القاعجي اً مختمف اً بخوتيش 58اكثخ مؽ  يتألف مؽالدؾط تخكيب معقج 

ليذ يكؾف في طبقة ججار الخمية والكلاب الحي يختبط بالجدؼ القاعجي مع خؾيط الدؾط، و  والحي

أىسية في حخكة البكتخيا فقط وانسا يذتخؾ في وعائف بايمؾجية عجيجة مشيا الالتراؽ وغدو  لمدؾط

 , Haiko and Westerlund-Wikstrom) تجابة السشاعية الاسلايا السزيف فزلًا عؽ تؾليج خ

2013)  

ح ؾ عمى سظ C. sakazakiiؾاط في التراؽ بكتخيا الاسالى دور  Hartmann et al (2010).أشار

 Colorectal adenocarcinoma epithelial cellظلائية للامعاء باستعساؿ خط خمؾي الخلايا ال

(Caco-2)   ؾاط التي ليا دور في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي الاس، مذيخاً الى اف ىشاؾ العجيج مؽ جيشات

(flgJ, flgD,fliD)  . كسا أشارCruz-cordoval  et al. (2012)  ؾاط وبخوتيؽ الاسالى دور

الأولية مثل في اطلاؽ العجيج مؽ الؾسائط الالتيابية الأولية ومثبظات الالتيابات   Flagellineالدؾط 

TNF-α  ،IL-10 ،IL-8  أشار و . في الخلايا البمعسيةYe et al. (2015)  الى اف ىشاؾ علاقة بيؽ

ذ لاحع اف الخلايا التي ليا القابمية إ   C. sakazakiiحخكة الدؾط وتكؾيؽ الغذاء الحيؾي في بكتخيا

 ؼعمى نكيض مؽ الخلايا الدابحة فم عمى تكؾيؽ عاىخة الانثياؿ ليا القجرة عمى تكؾيؽ الغذاء الحيؾي 

 . دور ليا في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي  لاحع أيي  

 OmpX  ،OmpA:  بروتيشات الغذاء الخارجي 2-5-7

خلايا بظانة الاوعية الجمؾية الجقيقة لمجماغ في الانداف   C. sakazakiiتغدو بكتخيا 

Human brain microvascular endothelial cell (HBMEC)  متلاكيا لا ذلػو

اضعاؼ مقارنةً  يقمل الإصابة بسقجار سبعة ompAاف حجوث طفخة في البخوتيؽ ، و   OmpAبخوتيؽ
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، واف غدو (HBMEC)بالبكتخيا غيخ السظفخة فزلًا عؽ عجـ احجاث تزاعف البكتخيا داخل 

 ولايعتسج عمى خيؾط HBMECفي  Microtubeيعتسج عمى الشبيبات الجقيقة    C. sakazakiiبكتخيا

 Ompx, OmpAكسا اف كل مؽ  .((Actin Filament   Singamsettya et al., 2009 الاكتيؽ

الانتذار واصابة مؽ    C. sakazakiiدور في غدو الخلايا الظلائية للامعاء فزلًا عؽ تسكيؽ  سالي

 . (Kim et al., 2010a)الاعزاء الأخخى مثل الكبج والظحاؿ 

2-5-8 :Cronobacter Plasminogen activator (cpa)  

التي تكؾف  بخوتيد الغذاء  سمدمة مؽ الاحساض الاميشية  C. sakazakiiمػ بكتخيا تست

   Outer membrane proteinsمع اختلافيا عؽ عائمة protease    Outer membraneالخارجي

 (OMPs)  ، التي تذيخ  الى اف البخوتيدات تكؾف ضسؽ تحت العائمة ,Plasminogen activator 

Pla)  ( والتذابو معPla  يسكؽ اف يدسىCronobacter Plasminogen Protease (cpa)  والحي

وتثبيط فعالية    Complementaryالستسؼالسشاعي مؽ الشغاـ    C. sakazakiiيحافع عمى بكتخيا 

α2-antiplasmin( α2AP)  .(Franco et al.,  2011)  

  zpxجين : 2-5-9

مدؤوؿ  zpx، كسا اف جيؽ تحمل البخوتيؽ الحاوية عمى الدنػالى انديسات  zpxجيؽ يذفخ  

 (Kothary et al., 2007)تحمل الكؾلاجيؽ وي سكؽ البكتخيا مؽ عبؾر الحؾاجد الجمؾية لمجماغ عؽ 

 .(Chenu and Cox, 2009)فزلًا عؽ تسكيؽ البكتخيا مؽ احجاث التشخخ في امعاء الأطفاؿ الخجج 
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 Enviromental  Adaptationالتكيف مع البيئة : 2-6

حخارة والجفاؼ الخوؼ البيئية مؽ درجة غعجيج مؽ اللم سقاومتيا ب  C. sakazakiiتستاز بكتخيا   

 Nazarowec-White طؾيمة .وىحا ماأشار اليو  سجةالبقاء ل عمى مسا يداعجىا  الييجروجيشي خقؼالو 

and Farber( 1997)  قابمية بكتخيا حؾؿC. sakazakii  السعدولة مؽ مرادر غحائية وسخيخية عمى

دقيقة . في حيؽ كانت بجرجة  78حؾالي مجتو    Generation timeبدمؽ جيل  ºـ 56بجرجة  الشسؾ 

 .ºـ 7ساعة ولؼ يلاحع الشسؾ عشج درجة  ;>.7مجتو بدمؽ جيل  ºـ 48

 .C. sakazakii ،Cمثل  Cronobacterاف جسيع أنؾاع بكتخيا الى  Ueda (2017). كسا أشار 

turicensis  ، C.molanticus  ،C.dublinesis( ـ77-68. ليا القجرة عمى الشسؾ بجرجة حخارة)º 

 في حيؽ أشار   ( ساعات .;-9لسجة ) ºـ 48و 8ساعة حزؽ ويقل الشسؾ عشج درجة حخارة  49لسجة 

Breeuwer et al. (2003)  الى قابمية بكتخياC. sakazakii  عمى تحسل الزغط الازمؾزي

( دقيقة وذلػ يعؾد الى قابميتيا في 8.98->8.6مؽ ) ºـ ;8الى  D-valueوالتجفيف ليرل قيسة 

ثؼ  السؾجبة  Kعؽ طخيق سخعة تخاكؼ الأيؾنات داخل الخلايا لاسيسا ايؾنات البؾتاسيؾـ حساية نفديا 

 Trehaloseوالتخييالؾز  betaineؽوالبيتاي glycineو الكلايديؽ  Prolineتخاكؼ كل مؽ البخوليؽ 

.(Kempf and Bremer , 1998)   اماIversen et al .(2004)  قابمية بكتخيا  فؾضحC. 

sakazakii ( ـ77و 9سشخفزة والعالية  )الحخارة الالشسؾ بجرجات  عمىº . عمى التؾالي 

 رقؼ يالشسؾ في وسط ذ عمى C. sakazakiiبكتخيا  قجرةأشار الى ف Dancer et al .(2009)اما 

 .عمى الدكخوز وممح كمؾريج الرؾديؾـ ي حاو  7>.8وفي نذاط مائي  7.8او  >.6ىيجروجيشي 

تحسل عخوؼ  عمى  C.sakazakiiالى اف قابمية بكتخيا  Gurtler and Beuchat (2005)أشار 

 ، اذ يعتسج  44.58والؾسط القاعجي  6.87والؾسط الحامزي  ºـ 58-والتجسيج  ºـ 88الحخارة العالية 
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  C. sakazakiiفكانت الأوساط الانتخابية لبكتخيا  ، فيو البكتخيا تشسؾعمى نؾع الؾسط الدرعي الحي 

  C. sakazakiiوتحسميا لمغخوؼ القاسية .كسا وجج اف بعض سلالات بكتخيا  مشاسبة لسعيذة البكتخيا

 .كسا Chen et al., 2018))في وسط مشخفض الشذاط السائيبقاء لسجة طؾيمة تستمػ القجرة عمى ال

 لمعجيج مؽ الغخوؼ القاسية  C. sakazakiiتحسل بكتخيا ب لو علاقة rpoSجيؽ اف   تبيؽ

(Alvarez-Ordone et al ., 2013)  . كسا اف بكتخياCronobacter  spp  تدتظيع مقاومة العجيج

وعؾامل أخخى تسكشيا مؽ  Capsuleربغة الرفخاء وتكؾيؽ السحفغة المؽ العؾامل وذلػ لأنتاجيا 

 .  (Hu et al ., 2017)مقاومة الجفاؼ والزغؾط البيئية 

  Resistance to antibiotics مقاومة السزادات الحيوية: 2-7

   Ampicillinمثل  اومتيا لعجد مؽ السزادات الحيؾيةبسق C. sakazakiiتستاز بكتخيا 

كانت حداسة ، في حيؽ Wide Spectrum Pencillinsوالبشدميشات  واسعة الظيف   Cefazolinو

حداسة بشدبة عالية لسجسؾعة ىي و   Quinolonesو الجيل الثالث Cephalosporins الى 

Aminoglycosides  وTrimethoprim –sulfamethoxazole  (Lai, 2001) .وأكج  Drudy 

 et al. (2006) كتخيا ب اف أنؾاع الىEnterobacter    الحيؾية مقاومة لظيف واسع مؽ السزادات

وىحا ما وجج   Beta-lactamaseلانتاجيا انديسات  ذلػ يعؾدو  Pencillin ,Cephalosporinsمثل 

 مسا أدى الى استعساؿ أنؾاع ججيجة مؽ( (E. sakazakii C. sakazakiiفي بكتخيا  

Cephalosporin  مزادات مدجيا معكحلػ و Aminoglycoside. 

كانت مقاومة الى  Cronobacterالى اف سلالات بكتخيا  Hochel et al. (2012) كسا بيؽ

Erythromycin  وندبة قميمة ججاً مقاومة Tetracycline . اشارت دراسةZeng et al. (2018)   
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، Ampicillin أىسيالعجد مؽ السزادات الحيؾية  C. sakazakii ST256بكتخيا مقاومة 

Cefazolin، Ceftriaxone، Aztreonam،Gentamicin،Tetracycline  ، Trimethoprim 

Chloramphenicol،Sulfamethoxzole . 

 السركبات ذات السرادر الطبيعية :  2-8

 2-8-1 :Citral 

   (3, 7- dimethyl-2,6- Octadienal) (Shahzadi et al ., 2014) مؽ   Citralيتكؾف مخكب  

  مثلي تثبيط نسؾ بعض أنؾاع البكتخيا ف اً يحا السخكب دور ول ،وىؾ مكؾف رئيذ لديت الحامض  

Listeria monocytogenes, Salmonella, E.coli   في تثبيط بعض مؽ عؾامل دور لوكسا  

 فزلًا عؽ الحخكة وتكؾيؽ الغذاء الحيؾي وإنتاج الحيفاف الجاخميمثل   C. sakazakiiالزخاوة لبكتخيا 

  ((Shi et al ., 2017  خفض قابمية البكتخيا عمى الغدو والالتراؽ والبقاء والتكاثخ

  

 
 ( (Citral  (C10H16O)  Cardoso and Soares ,2010( التخكيب الكيسيائي لسخكب 4-5الذكل )
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2-8-2 Curcumin 

  bis(4-hydroxy -3-methoxyphenyl) -7-1 مؽ Curcuma longaتتكؾف مادة الكخكؼ 

hepta-1-6-diene-3-5-dione  ) وىي مادة زيتية غيخ قابمة لمحوباف في الساء الحامزي او

 العائمة الدنجبيمية التي تؾجج في اغمب البمجافوىي مادة تشتسي الى  في الؾسط القاعجي  وانسا الستعادؿ

 يحؾي ، دة الكخكؼ تجة والسرجره لسامؽ اكبخ البمجاف السشالتي تعج اليشج مثل يؾية الاسالبمجاف  ومشيا

% :4و  Curcumin% مؽ :: وتتكؾف مؽ% >-5والتي تذكل  Curcuminoidالكخكؼ عمى مادة 

كسادة  عسلدتوت Bis-demethoxy-curcumin % 6و Dimethoxy-curcuminمؽ مادة 

الييجروجيشي اذ يعظي  خقؼالومزادة للاكدجة والدخطاف، يعتسج لؾف الكخكؼ عمى مزادة للالتيابات 

يعظي المؾف  8.:اعمى مؽ   ، اما اذا كاف( ..:-5.8ىيجروجيشي يتخاوح بيؽ ) رقؼالمؾف الأصفخ عشج 

الى تأثيخ مخكب الكخكسيؽ في  Tyagi et al. (2015)أشار .  (Jovicic et al., 2017)الأحسخ

 تثبيط أنؾاع متعجدة مؽ البكتخيا الدالبة والسؾجبة لربغة كخاـ .

 

 

 Curcumin   (Mun et al ., 2013 )C21H20O6( التخكيب الكيسيائي لسخكب5-5شكل )
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2-8-3 :Inulin  

 α-D-glucopyranosyl-[B-D-Fructofuranosyl]مؽ   Inulinيتكؾف مخكب الانيؾليؽ 

(n-1)-D-Fructofuranoside (Barclay et al., 2010) وىؾ عبارة عؽ سكخيات متعجدة .

 والحي Fructansؼ  تجعى زيلمجسؾعة الكاربؾىيجرات غيخ قابمة بالساء تشتسي الى ممخدونة ذائبة 

في  السخكب يتؾاجج و سيزلو دور في زيادة كفاءة الجياز الياف والجىؽ كسا  كبجيل لمدكخ عسليدت

اليشجباء، الخخشؾؼ ،الثؾـ ،البرل لو  السرادر الظبيعية  مؽو  ،نؾع مؽ الشباتات  69888اكثخ مؽ 

 .(Shoaib et al., 2016 ;  Roberfroid , 2007)،الكخاث ،القسح  والسؾز 

 
 Inulin (C228H382O191) (Shoaib et al., 2016)لسخكب ( التخكيب الكيسيائي 3-5شكل )

 

2-8-4 :Resveratrol   

 78>4اكتذف عاـ  ،(trihydroxistilbene-3,4,5)مؽ   Resveratrolكؾف مخكب تي

 الفؾؿ الدؾداني والفخاولة و و ومشتجات يتؾاجج في العشب و في بجاية التدعيشات  عميوالجراسة  تأوبج
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الامخاض مشيا امخاض القمب العجيج مؽ ب الاصابة تقميلفي  عسليدت وىؾ البخي  والتؾت

 ,.Paulo et al)لمجخاثيؼ والاكدجة ومزاد  للألتياباتكسزاد ستعسالو والاوعية الجمؾية فزلًا عؽ ا

2001). 

 

 Resveratrol (Ma et al., 2018) (C14H12O3)التخكيب الكيسيائي لسخكب ( 4-5شكل )

 

2-8-5 : Trans-cinnamaldhyde 

يتؼ و ،  Cinnamon التدسية الكيسيائية لسادة القخفةىؾ  Cinnamaldhydeالديشامالجييايج     

يتكؾف و ،  الجاخمية مؽ أشجار نبات القخفة كثيفة الأوراؽ الخزخاءالحرؾؿ عمييا مؽ طبقات المحاء 

 اسيالاسوىؾ السكؾف  (3-Phenyl-2-Propenal-(E))مؽ  Trans-cinnamaldhydeمخكب 

سذبع ال جييايج غيخلمع الا Phenylيتخكب مؽ حمقة  ، لديت القخفة ومدؤوؿ عؽ رائحتيا السسيدة

((Ashakirin et al., 2017 ; Zinn et al ., 2015.  أشاروAmalaradjou and 

Venkitanaryanan (2011b)   الى تأثيخ مخكبTrans-cinnamaldhyde  في تثبيط نسؾ بكتخيا

C. sakazakii  ئية كالحخارة والحامزية والتجفيفوالحج مؽ مقاومتيا لمغخوؼ البي . 
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 Trans-cinnamaldhyde (C9H8O) (التخكيب الكيسيائي لسخكب5-5الذكل )

(Ashakirin et al ., 2017) 
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  Material And Methodsالسهاد وطرائق العسل  -3

 Materialsالسهاد  3-1

 Laboratory Equipment and Instrumens الأجهزة والأدوات السختبرية 3-1-1

 الدراسة ( الأجيزة والأدوات السختبرية السدتعسمة في1-3جدول )

 الجهاز الذركة السرشعة

Webco (Germany) Autoclave السؤصدة 
Biozek(Switzerland) Petri Dishes  اطباق بتري 

----------------------- 
Glassy tubes, Beakers, 

Flasks 

انابيب زجاجية وبيكرات     
وفلاسكات       

Afco (Jordan) P-line Tubes انابيب مختبرية 

)China( PH  paper 
 رقؼالاوراق قياس 

 الييدروجشي

AFMA (Jordan) Microtiter 96 Wells   plates 
أطباق السعايرة تحتؾي عمى 

حفرة  69  
China Cork Borer ثاقب فميشي 

Kelon (Korea) Refrigerator ثلاجة 

Biorad (US) PCR Thermal Cycler 
 جياز التدوير الحراري 

 تزاعف البمسرة الستدمدل
Thermoscientific(US) Gel Electrophoresis جياز الترحيل الكيربائي 
Bio Molecular System 

(Australia) 

Mic  qPCR  Cycler (RT-

PCR) 
 جياز التقدير الكسي

Thermoscientific (US) Microcentrifuge 
 جياز الظردالسركزي الرغير

 )لانابيب الابشدروف)
Biorad (US) ELISA reader جياز اللاليزا 

Optima ( Japan) Spectrophotometer جياز السظياف الزؾئي 
Mennert (Germany) Incubator حاضشة 
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Local Market (China) Water bath حسام مائي 
DLTG (China) Electrical  Oven فرن كيربائي 

Labtech (Korea) Laminar Flow Clean Bench كابيشة الزرع 
Canon (US) Digital Camera كاميرا رقسية 

Griffin (England) Vortex مازج 

Brand- W(Germany) Micropipettes 
ماصات دقيقة بأحجام 

 مختمفة
Stuart (UK) Hot Plate &Magnetic Stirrer مدخؽ حراري مسغشط 

Major Science (Taiwan) Uv- Transilluminator 
مردر للاشعة فؾق 

 البشفدجية
Denver (Germany) Sensitive Electric Balance ميزان كيربائي حداس 

Himedia(India) Loop  ناقل معدني 
AFCO(Jordan) Millipore filter وحدات الترشيح الدقيقة 

  

   Chemical  Materialsالسهاد الكيسيائية  3-1-2

 ( السؾاد الكيسيائية والذركة السرشعة 2-3جدول )

 السادة الكيسيائية الذركة السرشعة

Promega (US) Agarose الاكاروز 
India (Himedin) Trypteose التربتؾز 
BHD (Englad) Ethanol  (70%) ايثانؾل 
CDH (India) Dimethyl sulphoxide (DMSO) ثشائي ميثيل سمفؾكديد 

BDH (England) H2SO4 حامض الكبريتيػ السركز 
(India) Hydrocholride acid (HCL) حامض الييدركمؾريػ 

Pemearce (Spain) Sucrose سكر الدكروز 
Pemearce (Spain) Glucose سكر الكمؾكؾز 
Bioneer (Korea) Ethyl Alcohol (99%) كحؾل اثيمي مظمق 
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BDH   (England) 
Barium Chloride dehydrate (Bacl2. 

2H2O) 

 كمؾريد الباريؾم السائي
 

BDH (England) Sodium Chloride (Nacl) كمؾريد الرؾديؾم 
Promega ( US ) Deionized Sterile Distal Water ماء السقظر اللاايؾني 

 Solarbio ( China) Agar-Agar  اكار–مدحؾق الاكار  
(China) Crystal Violet Powder  مدحؾق البشفدج البمؾري 

Himedin ( India) Skim milk Powder  الباودرمدحؾق حميب  
(US) Methanol ميثانؾل 

(Spain) Hydroxide Sodium (NaoH) ىيدروكديد الرؾديؾم 
Laboratory Reagent 

(India) 
Urea يؾريا 

 

  Culture Mediaالأوساط الزرعية  3-1-3

 الأوساط الزرعية والذركة السرشعة  (3-3جدول )

 اسؼ الؾسط الذركة السرشعة
Salucea (Holland) Tryptone soy broth (TSB) وسط التربتؾن صؾيا الدائل 
Salucea (Holland) Tryptone soy agar (TSA) وسط التربتؾن صؾيا الرمب 

Direvo (Germany) Kliglar Iron Agar  
ثشائي الدكر  –وسط الحديد 

 الرمب
Direvo (Germany) Simmons Citrate agar وسط الدترات الديسؾن الرمب 
  Salucea (Holland) MacConky  agar وسط الساكؾنكي الرمب 

(Germany) Direvo Nutrient broth وسط السرق السغذي 
(Germany)  Direvo Nutrient Agar وسط السغذي الرمب 

Divero (Germany)  Urea agar base وسط اليؾريا الرمب 
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 السركبات ذات السرادر الظبيعية  3-1-4

 والبمد السشذأالسدتعسمة في الدراسة ( السركبات ذات السرادر الظبيعية 4-3جدول )

 

      Dyes,  Reagents and Solutionالربغات والكهاشف والسحاليل 3-1-5

 الربغات والكؾاشف والسحاليل والبمد السشذأ  (3-5 )جدول 

 الربغات والكهاشف والسحاليل البمد السشذأ

Promega (US) 
Tris-acetate- EDTA 

Buffer 
 TAE   دارئ الترحيل الكيربائي

Chemical Point 

(Germany) 
Phosphate Buffer Saline دارئ الفؾسفات السمحي 

Promega (US) Ethidium Bromide dye صبغة الاثيديؾم برومايد 

Promega(US) Loading dye صبغة التحسيل 

Promega (US) Quanti Fluro RNA dye صبغة الرنا الستألقة 

 

 

 

 السركب البمد السشذأ

TCI (  China ) Citral 

Chemical point )Germany( Curcumin 

Qualikemis )India( Inulin 

Chemical point) Germany( Resveratrol 

Chemical  point) Germany( Trans-cinnamaldhyde 
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   Primersالبهادئ  3-1-6  

 السدتعسمة في الدراسة الجيشات  بؾادئ ر تدمدل ومرد  (6-3جدول )

Gene Primer Sequence (3´-5´) 

حجم 
 الشاتج
bp 

 السردر

16S rRNA 

 
Saka-1 F 

 

Saka-2aR 

 

 

ACAGGGAGCCAGCTTGCTGC 
 

TGCTGCGGTTATTAACCAC 

406 
Hassan et al. 

(2007) 

 

flgJ  F 
 

flgJ  R 

 

 

GACGGCGGGCAAAGG 

 
GCCGCCCATCTGTTTGAC 

55 

. Amalaradjou and 
Venkitanarayanan 

 (2011a) 

zpx  F 

 

zpx   R 

GAAAGCGTATAAGCGCGATTC 

 

GTTCCAGAAGGCGTTCTGGT 

94 
Kothary et al. 

(2007) 

 

 العدد السدتعسمة في الدراسة  3-1-7

 السدتعسمة في الدراسة والسؾاد    Kits( العدد7-3جدول )

 العدة ) السشذأ(الذركة السرشعة

Promega (US) 

 

 الجيشؾم البكتيري  DNAعدة استخلاص 
Wizard

®  Genomic DNA purification Kit 

 وتذسل
(Nuclei lysis solution ,RNAase solution 

Protien precipitation solution, DNA 

rehydration) 
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ROMIL pure Chemistry (UK) 
Isopropanol 

Ethanol 70% 

Promega (US) 1500-100زوج قاعدي bp DNA Ladder 

Promega (US) 

GoTaq
®
Green      عدة تفاعلات سمدمة البمسرة 

Master Mix PCR 2× 

 وتذسل
(Taq DNA Polymerase ,  dNTPs, Mgcl2, 

PCR Buffer) 

 

 

Qiagen( Gemany) 

 

 

ROMIL pure Chemistry (UK) 

 

Li Chrosolv ( Germany) 

 

Thermoscintific (US) 

 

 

Promega (US) 

RNAالبكتيري  عدة استخلاص   

Quantiflour®RNA System 

 وتذسل

 

Isopropanol 

Ethanol 70% 

 

Chloroform 

 

Trizole 

 

 

Nuclease free water 

Promega (US) 

 التقدير الكسي عدة تفاعل

Go Taq 
®
  1-step RT-qPCR system 

 وتذسل
Go Tag

®
 qPCR Master  Mix 

Go script RT mix 

MgCl2 

Nuclease-free water 
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 Methods طرائق العسل 2-3:

 Sterilizationالتعقيم  1-2-3:

    استعسالالتي تحتاج الى تعكيؼ ب،  الدراسةالسدتعسمة في ىذه  عقست الأوساط الزرعية 

 دقيقة   15باوند /انج لسدة  15وضغط  ºم121عشد درجة حرارة  Autoclaveجياز السؤصدة 

 فيسا  لسدة ساعتيؽ ºم  181في حيؽ عقست الأدوات الزجاجية في الفرن الكيربائي بدرجة حرارة 

      يترممايكرو  1222قظر فتحتيا   Milipore filtersاستعسمت طريقة الترشيح بسرشحات دقيقة نؾع

 لمسؾاد التي تتاثر بدرجة الحرارة العالية . 

 Preparation of solutionsتحزير السحاليل  :3-2-2

 Mcfarlandمحمهل العكهرة ماكفرلاند  3-2-2-1

 .مؽ الساء السقظر مل 111في    Bacl2  2H2O السائي غرام مؽ كمؾريد الباريؾم  1اذيب  - أ

بعدىا  مؽ الساء السقظرمل  111في  H2SO4مؽ حامض الكبريتيػ السركز  مل 1اضيف   - ب

 :(Stockes  and Ridgway, 1987)زرت التراكيز السظمؾبة وكالاتي ح  

 NO.0.5 NO.9 السهاد

Bacl2 2H2O  )129 0.05 )مل 

H2SO4 )مل( 
9.95 921 

8كثافة الخلايا البكتيرية 
 27 1.5 / مل( 11(×

 

No. Tube number  
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  Normal saline solution السحمهل الفدمجي السمحي: 3-2-2-2

 مممتر مؽ الساء 1111في  NaClغؼ مؽ كمؾريد الرؾديؾم   8.5 ذابةإحزر السحمؾل ب

 تعسالالاسلحيؽ  بالثلاجةل وخزن السحمؾ وعقؼ بجياز السؤصدة   7الييدروجيشي   الاس ذاالسقظر  

(Vandepitte et al., 2003). 

  Phosphate Buffer saline Solutionدارئ الفهسفات السمحي : محمهل 3-2-2-3

الييدروجيشي  الاسلتر مؽ الساء السقظر ذا  1في  PBS غؼ مؽ مادة  9.86ذابة إب حزر 

 .تعسالالاسلحيؽ  بالثلاجة ثؼ حفظ وعقؼ بجياز السؤصدة    7.4

  Crystal violet solution البشفدج البمهري : محمهل صبغة 3-2-2-4

متر مؽ الساء السقظر ثؼ مم001في  البشفدج البمؾري مؽ صبغة غؼ   0.25 ذابةبإحزر 

 (Cucarella et al., 2002) تعسالالاسحفغت بدرجة حرارة الاعتيادية لحيؽ 

 . Primers solutionمحاليل البادئات  :3-2-2-5

الساء  استعسالوب  Promegaحزرت محاليميا الخزيشة بحدب تعميسات الذركة السرشعة

وحغر  مايكروليتربيكؾ مؾل / 100السعقؼ لمحرؾل عمى   Nuclease-free waterيؾني اقظر اللاالس

مؽ  مايكروليتر  11وذلػ بأخذ  مايكروليتربيكؾ مؾل/  11محمؾل كل بادئ وبذكل مشفرل بتركيز 

مايكروليتر مؽ الساء السقظر اللاايؾني ومزج  91الى  لكل بادئ واضافتو  Stock السحمؾل الخزيؽ

م مع  -21ت السحاليل الخزيشة لمبؾادئ في درجة حرارة غوحف تعسالالاسلحيؽ في الثلاجة جيدا وحفظ 

 .تعسالالاسلسجاندتة قبل   vortexالسازج  استعسالمراعاة مزج السحمؾل بعد اخراجة مؽ الثلاجة ب
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  Tris - acetate EDTA Buffer محمهل دارئ الترحيل  3-2-2-6

  TAEمممتر مؽ الدارئ  25 ضافةاب Promegaحزر السحمؾل السجيز مؽ قبل شركة 

مؽ الدارئ في قشيشة  X1مممتر مؽ الساء السقظر السعقؼ لمحرؾل عمى تركيز  975الى  X41بتركيز 

 .تعسالسالالحيؽ  بالثلاجةزجاجية معقسة ثؼ حفظ 

  تحزير السركبات ذات السرادر الظبيعية 3-2-3

 -Citral  ،Curcumin  ،Inulin ،Resveratrol ،Trans) غؼ كل مؽ121ذابة إحزر ب

Cinnamaldhyde)  مممتر مؽ السذيب ثشائي مثيل سمفؾكديد111فيDimethyl Sulphoxide  

(DMSO)   السرشحات الدقيقة كل واحدة مشيؼ بؾساطةثؼ عقستMillipore filter    0.22بقظر  

 .تعسالالاسالثلاجة لحيؽ مايكروميتر ثؼ حفغت ب

  Prepration of culture media: تحزير الأوساط الزرعية 3-2-4

 Ready culture media: تحزير الأوساط الزرعية الجاهزة 3-2-4-1

لتعميسات الذركات السجيزة وشسمت كل مؽ وسط  حزرت الأوساط الزرعية الجاىزة وفقا  

 Trypton soy Agar وسط تربتؾن الرؾيا الرمب ، MacConky agarالرمبالساكؾنكي 

(TSA)  ، الرؾيا الدائل  وسط التربتؾنTrypton Soy Broth (TSB ) ، دترات ال سيسؾن وسط

ثؼ   Kliglar iron agarثشائي الدكر الرمب  –وسط الحديد    Simmon’s Citrate agar الرمب

قبل  د مؽ عدم تمؾثياساعة لمتأك 24لسدة  ºم 37وحزشت بدرجة وأنابيب  صبت في اطباق بتري 

 .الزرع 
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  Laboratory Culture mediaالزرعية التركيبية  : تحزير الأوساط3-2-4-2

  Urea agar:وسط اليهريا الرمب  3-2-4-2-1

 951غؼ مؽ وسط أساس اليؾريا الرمب في  24ذابة إزر حدب تعميسات الذركة السجيزة بح

المتر اكسل الحجؼ الى  ºم 45الى درجة حرارة وعقؼ بجياز السؤصدة وبعد تبريده  مل مؽ الساء السقظر

مل  111غؼ مؽ مادة اليؾريا في  41ذابة إب )السحزر%  41مادة اليؾريا  بتركيز  مل مؽ 51بإضافة 

اضيفت و  (مايكروميتر 0.22قظر فتحتيا )   Millipore filters السرشحات الدقيقة ساطةوتعكيسيا بؾ 

 وسط اليؾريا الرمب وصبت في انابيب معقسة . الى

  Motility media: وسط اختبار الحركة 3-2-4-2-2

 –مؽ مادة الاكار غؼ   0.5و  Nutrient agarالسغذيالسرق وسط غؼ مؽ  1.3ذابة إحزر ب

  Autoclaveانابيب وعقست بجياز السؤصدة ثؼ وزعت فيمممتر مؽ الساء السقظر  111 فيكار لاا

 .(MacFaddin, 2000) سؾديوتركت بذكل ع

 Swimming: وسط اختبار حركة  الدباحة 3-2-4-2-3

-غؼ مؽ مادة الاكار 3و غؼ مؽ كمؾريد الرؾديؾم  5و  Tryptoseغؼ مؽ  11ذابة إر بزح

وتركت حتى  مؽ الساء السقظر ثؼ عقؼ بجياز السؤصدة وصبت في اطباق مممتر 1111الاكار في 

 . (fusco et al., 2017)تترمب 

  Swarming حركة الانثيال: وسط اختبار 3-2-4-2-4

غؼ مؽ مادة  5و كؾزؾ غؼ مؽ سكر الكم5والسغذي السرق غؼ مؽ وسط  13ذابة إر بحز

ثؼ عقؼ بجياز السؤصدة  7لييدروجيشي ا الاسمؽ الساء السقظر ذي  مترمم 1111في الاكار –الاكار 

 .,.Ye  et al) 2015 ) ترمبثؼ تركت حتى تصبت في اطباق و 
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  Skim milk agar: وسط اكار الحميب الفرز 3-2-4-2-5

 Skimمادة غؼ مؽ  28ذابة  إوذلػ ب   Himedia Laboratoriesر حدب شركة حز

milk   ممتر مؽ الساء م 911غؼ مؽ وسط الاكار السغذي في  28مؽ الساء السقظر و  ترممم 111في

 في اطباق وترك حتى يبرد .  صبثؼ   Autoclaveبجياز السؤصدة  ؼ عقؼالسقظر ث

 السزاف له السركبات ذات السرادر الظبيعية  Swimmingالدباحةحركة  : وسط 3-2-4-2-6

، Citral ،Curcumin) السرادر الظبيعيةضافة  كل مؽ السركبات ذات إحزر الؾسط ب

Inulin ،Resveratrol  ،Trance-cinnamaldhyde)  ( كل 3-2-3كسا في الفقرة )السحزرة

وسط الدباحة  الى كلا  عمى انفراد مايكروغرام / مممتر( 111، 75 ،51 ،25)مشيؼ بتركيز 

Swimming  ( 3-2-4-2-3السحزر في الفقرة) تركت في اطباق و وصبت تؼ مزجيسا جيدا  اذ

 .حتى تترمب

  السزاف له السركبات ذات السرادر الظبيعية Swarming حركة الانثيال : وسط  3-2-4-2-7

، Citral ،Curcumin ضافة كل مؽ السركبات ذات السرادر الظبيعية )إحزر الؾسط  ب

Inulin ،Resveratrol ،Trans-cinnamaldhyde ) ( 3-2-3السحزرة  في الفقرة ) شيؼكل م 

  Swarmingالى وسط الانثيال عمى انفراد  كلا    مايكروغرام / مممتر(111،  75، 51، 25بتركيز )

 ( , اذ تؼ مزجيسا جيدا  وصبت في اطباق وتركت حتى تترمب. 4-2-4-2-3السحزر في الفقرة )

 ز السزاف له السركبات ذات السرادر الظبيعيةيوسط انتاج انزيم البروتي 3-2-4-2-8

، Citral ،Curcumin) ضافة كل مؽ السركبات ذات السرادر الظبيعيةإب  الؾسطحزر 

Inulin،Resveratrol ،Trans-cinnamldhyde ( السحزر في الفقرة )كل مشيؼ بتركيز  (3-2-3
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الى وسط انتاج انزيؼ البروتيز السحزر في الفقرة  كلا  عمى انفراد مايكروغرام / مممتر( 111،  51)

 .ترمبتحتى  تبعدىا في اطباق وترك وصبت جيدا   مزجت ثؼ  (3-2-4-2-5)

  Bacterial Isolatesالعزلات البكتيرية 3-2-5

   Bacterial Isolates Collection: جسع العزلات البكتيرية 3-2-5-1

وتزسشت  ،سابقة  دراسة  مؽ  C.  sakazakiiعزلة عائدة لجشس  17 عمى تؼ الحرؾل

 مؽ عيشات حميب  3)وعزلات الحميب ( مؽ سائل الشخاع الذؾكي 6 ، الدممؽ  6)الدريرية  زلات الع

Dialac ،1  مؽ عيشات الحميبNovolac Allernova  ،1 مؽ عيشات الحميبNovolac AD) ،

 (.2116، )الجبؾري  Vitek-2مذخرة بجياز وىي 

 زرعي: التذخيص ال3-2-5-2

التربتؾن الرؾيا ووسط  الرمب الساكؾنكيصفات السدتعسرات الشامية عمى وسط  درست

 .(Fakruddin et al., 2014)لرمب ا

  Biochemical test: الاختبارات الكيسهحيهية  3-2-5-3

  Citrate utilization test: اختبار استهلاك الدترات 3-2-5-3-1

( 1-4-2-3السحزر في الفقرة )وسط سترات الديسؾن الرمب ري الاختبار بتمكيح ـــــــاج  

 ºم 37رارة ـــــــت بدرجة حــــــــيط وحزشــــــي بظريقة التخظـــــــط اكار ماكؾنكـــــــشامية عمى وســــــــريا الــــــلمبكت

ى إيجابية الفحص ـــــــؾل لؾن الكاشف مؽ اخزر الى ازرق دليل عمــــــــساعة وكان تح 24ولسدة 

(Bailey and Scotts, 2007). 
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اختبار تخسر الدكريات وإنتاج غاز ثشائي أوكديد الكاربهن وغاز كبريتيد : 3-2-5-3-2

 (. Kliglar Iron Agar )الهيدروجين

( لمبكتريا 1-4-2-3السحزر في الفقرة ) الحديد ثشائي الدكرجري الاختبار بتمكيح وسط أ

زشت ح بظريقة الظعؽ ثؼ التخظيط  عمى سظح الؾسط  والرمب  اكؾنكي سالالشامية عمى وسط 

ساعة اعتسدت الشتيجة عمى أساس التغيرات في الدلالة الحامزية في  24ولسدة  ºم 37بدرجة حرارة 

وتكؾيؽ راسب  CO2 غاز مؽ خلال تغير لؾن الكاشف مؽ الأحسر الى الأصفر وإنتاج الدظح القعر و 

 .H2S  ((Bailey and Scotts, 2007 اسؾد

 Urease test: اختبار انتاج انزيم اليهريز 3-2-5-3-3

( لمبكتريا الشامية عمى 1-2-4-2-3) ةكيح وسط اليؾريا السحزر في الفقر اجري الاختبار بتم

ن اساعة  24ولسدة  ºم37شت في درجة حرارة زـــــؼ حــــــقة التخظيط ثـــــــبظري لساكؾنكي الرمب وسط ا

 ة عمى سالبية الفحصـــــبالمؾن الأصفر دلال ئواـــــــوبق,ؾن الؾردي ـــــــالى الم عدم تغير لؾن الؾسط

(Bailey  and Scotts, 2007). 

 Genomic DNA extraction of the bacteria لمبكتريا استخلاص الدنا الجيشهمي 3-2-6

وحدب الخظؾات لاستخلاص دنا البكتيريا  Promega استعسمت العدة السجيزة مؽ قبل شركة  

  تية :الآ

 24ولسدة  ºم 37وحزشت بدرجة بالبكتريا لقحت أنابيب حاوية عمى وسط التربتؾن الرؾيا الدائل -1

 .ساعة 

اطة ماصة دقيقة الى أنابيب بؾس مؽ الؾسط أعلاه  مايكروليتر مؽ العالق البكتيري  1411نقل -2

 مايكروليتر . 1511سعة  Eppendorf Tubeف معقسة  ابشدور 
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 2دورة/دقيقة لسدة  13111بدرعة  Centrifugeف بجياز الظرد السركزي بشدرو لانبذت أنابيب ا-3

 دقيقة ثؼ تؼ التخمص مؽ الظافي .

ف ور بشدالى أنابيب الا  Nuclei lysis solutionمايكروليتر مؽ محمؾل الحال  511ضيف ا-4

دد مؽ الثؾاني بعدىا نقمت الانابيب لع Vortexالحاوية عمى راسب ومزج الراسب جيدا  بؾساطة جياز 

 دقيقة ثؼ تركت تبرد بدرجة حرارة الغرفة . 31لسدة  ºم 71بدرجة  Water Pathالى حسام مائي 

بشدروف وتركت لسدة الى أنابيب الا Solution   RNAaseمايكروليتر مؽ محمؾل 225ضيف ا -5

 .RNAدقيقة اذ يعسل عمى تثبيط عسل  15

الى   Protien Precipitation Solutionمؽ محمؾل ترسيب البروتيؽ ر مايكروليت 211ضيف ا-6

 دقائق في الثلاجة . 11بشدروف وتركت لسدة أنابيب الا

دقائق ثؼ نقل الظافي  11دورة /دقيقة لسدة  132111نبذت الأنابيب بجياز الظرد السركزي بدرعة  -7

 الى أنابيب الأبشدروف جديدة .

 دقائق 11وتركت في الثلاجة لسدة   Isopropanoleمؽ كحؾل  مايكروليتر 511ضيف ا-8

دقيقة ثؼ سكب  2دورة/دقيقة لسدة  132111نبذت الأنابيب في جياز الظرد السركزي بدرعة  -9

 الظافي واحتفظ بالراسب .

% ونبذت بجياز الظرد السركزي بدرعة 71بتركيز  Ethanolمايكروليتر مؽ كحؾل  511اضيف -11

 قيقة لسدة دقيقتيؽ دورة/د 132111

 تجف  لكيسحب الأيثانؾل ثؼ تركت الأنابيب مفتؾحة  -11

بعدىا وضع في   (DNA rehydrate Solution)مايكروليتر مؽ محمؾل الاماىة111اضيف  -12

 .تعسالالاسساعة لحيؽ  24الثلاجة لسدة 
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  16S rRNAالجين   بهساطةالتذخيص  3-2-7

تفاعل البمسرة الستدمدل في التذخيص بتقشية  C. sakazakiiعزلة تعؾد لبكتريا  17اختبرت 

اذ يتكؾن الحجؼ الكمي لسزيج تفاعل البمسرة الستدمدل مؽ  16S rRNAبادئ الجيؽ الفرعي  استعسالوب

تؼ ضبط الغروف السثمى لتفاعل ( ، بعد تحزير مزيج التفاعل 8-3مايكروليتر كسا في الجدول ) 21

كسا في الجدول  Thermal Cyclerلمعزلات البكتيرية بؾساطة جياز  DNAالبمسرة اذ ضخؼ الدنا 

 .(Hassan et al ., 2007)( وحدب ماجاء 3-9)

 16S rRNAلمجيؽ  (PCR) مزيج تفاعل البمسرة الستدمدل محتؾيات (8-3) جدول

 محتهيات مزيج التفاعل الحجم بالسايكروليتر
1 Saka-aالبادئ الامامي لجين 

1 Saka-2a العكسي لجينالبادئ   

3 DNA template 

10 Go Taq Green Master Mix 2x 

5 Nuclease –free water 

 الحجم الكلي 21

 Cronobacterلتذخيص بكتريا  16S rRNA( الغروف السثمى لمكذف عؽ جيؽ 9-3جدول )

sakazakii  

 الهقت
عدد 
 الدورات

درجة 
 الحرارة

PCR مراحل 

 ̊م 95 دورة واحدة دقائق 5
 Initial denaturation  يمرحمة مدخ الدنا الاول-1

 

 ثانية 31
 

 ثانية 31

 

 ثانية 31

 دورة 31

 ̊م 95
 

 ̊م 52

 

 ̊م 72

 Denaturation مرحمة مدخ الدنا -2
 

 Annealing مرحمة الالتحام -3
 
 Extension تظالةالاس -4
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 ̊م 72 دورة واحدة دقائق 7
 Final Extension تظالة الشهائيةالاسمرحمة  -5

 

  Holdمرحمة الديظرة -6 ̊م4 - مدتسرة

 

 

 Agarose Gel  Electrophoresisالترحيل الكهربائي في هلام الاكاروز  3-2-8

مممتر مؽ محمؾل دارئ الترحيل  111في  Agaroseمؽ  ؼغ 1ذابة إحزر ىلام الاكاروز ب-1

TAE   ( بعدىا تؼ تدخيؽ 6-2-2-3السحزر في الفقرة ) الاكاروز بدرجة الغميان ثؼ ترك ليبرد الى

 Ethidium Bromideمايكروليتر مؽ بروميد الايثيديؾم  1بعد ذلػ اضيف اليو  ºم 51حرارة  درجة

 . مايكروغرام/مممتر 121بتركيز  

 .بعدىا ترك ليترمب ، داخل الرفيحة   السذط يتشاد بعد تثبالاسصب الاكاروز في صفيحة   -2

السترمب ثؼ ثبتت الرفيحة داخل وحدة الترحيل  مؽ صفيحة الاكاروز بيدوءرفع السذط  -3

 TAEبالحؾض السدتعسل في الترحيل الكيربائي بعدىا تؼ ملء الحؾض بسحمؾل الستسثل  الكيربائي 

 بكسية تغظي سظح ىلام الاكاروز بالكامل .

مؽ محمؾل   5زا  اي ووضعالى حفر السخررة ليا  PCRمايكروليتر مؽ ناتج تفاعل  6 وضع -4

سدتعسل لتحديد في اول حفرة الزوج قاعدي  DNA Ladder (100-1500)الدليل البمسرة الحجسي 

 دقيقة . 71فؾلت ولسدة  111ثؼ مرر تيار كيربائي بفرق جيد  DNAاحجام قظع الدنا 

-UVمردر الاشعة فؾق البشفدجية  استعسالب بعد انتياء الترحيل فحص ىلام الاكاروز -5

Transilluminator. 

 

 



                                                                العمل                                                                                                                         المواد وطرائق
 

39 

 حفظ العزلات البكترية  3-2-9

  Short storage isolatesحفظ العزلات لسدة قريرة  3-2-9-1

( في 1-4-2-3ر كسا في الفقرة )زلسحا البكتريا عمى وسط التربتؾن الرؾيا الرمب زرعت

بعدىا و ساعة  24لسدة  ºم37انابيب بظريقة التخظيط عمى الؾسط بذكل مائل ثؼ حزشت بدرجة حرارة 

 .((Harly and Prescott, 2002 تعسالالاسحفغت في الثلاجة وجددت لحيؽ 

 Long storage isolatesحفظ العزلات لسدة طهيمة  3-2-9-2

لقح  اذ( 1-4-2-3ر كسا في الفقرة )حزالس تربتؾن الرؾيا الدائل البكتريا في وسط  زرعت

% 20كميديرول بتركيز ساعة  ثؼ اضيف لو  24لسدة  ºم37شت بدرجة حرارة زالؾسط بالبكتريا ثؼ ح

 .(Vandepitte et al., 2003) بالتجسيدحفغت و 

 Motility: اختبار الحركة 3-2-11

ة الظعؽ ثؼ ق( بظري2-2-4-2-3رة )كسا في الفق السحزروسط الحركة  في  البكتريا تزرع

 .  (MacFaddin, 2000)ساعة  24لسدة  ºم37بدرجة حرارة  تشحز

  Motility test Swimming: اختبار الحركة  عمى وسط الدباحة 3-2-11

-2-4-2-3السحزر في الفقرة )   Swimmingزرعت العزلات البكتيرية عمى وسط الدباحة

 ساعة بعدىا تؼ  24ولسدة  ºم  37 بشقل عزلة  مشفردة في مركز الظبق ثؼ حزشت بدرجة حرارة  (3

وذلػ بشقل مدتعسرة  )محؾر   ,.Shi et al)2117) ي قياس حركة السدتعسرة  بؾحدة الكياس السمستر 

 .(الى مركز الؾسط وليس بظريقة التخظيط 
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  Swarming Motility testالانثيال عمى وسط  حركة الاختبار  :3-2-12

( 4-2-4-2-3الفقرة )في  السحزر Swarming  زرعت العزلات البكتيرية عمى وسط الانثيال    

ساعة وبعدىا تؼ قياس  24ولسدة  ºم37حزشت بدرجة حرارة ثؼ  الظبق مركز فيمشفردة  بشقل عزلة 

وذلػ بشقل مدتعسرة الى مركز  )محؾر (Shi et al., 2017) ي مستر بؾحدة الكياس الس السدتعسرة  قظر

 .(الؾسط وليس بظريقة التخظيط 

  Protease: اختبار انتاج انزيم  3-2-13

 Normal salineاجري الاختبار مؽ خلال تحزير عالق بكتيريا بتمكيح السحمؾل الفدمجي 

 10  × 27ومايعادل ماكفرلاند   بسدتعسرات البكتيريا 
 الىمايكروليتر  111مشو نقمت  ثؼ خمية/ مل 8

-3في الفقرة)السحزر الحميب الفرز الرمب ي  لؾسط عسمت مدبقا بؾاسظة الثاقب الفميشالحفر التي 

بة وعيؾر ىالة ـــــــيجة مؾجـــــــاعة وكانت الشتــــــــس 48لسدة  ºم37ثؼ حزشت بدرجة حرارة  (2-4-2-5

ر وذلػ بشقل العالق )محؾ  ,.Kothary et al) 2117( ابية الاختبارـــــــدلالة عمى إيجبيزاء سظحية 

 .(البكتيري في حفرة وليس بظريقة التخظيط 

 Cronobacterبكتريا نسه  في السركبات ذات السرادر الظبيعية بعض اختبار  تأثير: 3-2-14

sakazakii 
-Citral ،Curcumin ،Inulin،Resveratrol  ،Trans)اضيف كل مؽ 

cinnamaldhyde) ( 111،  75،  51، 25 ، 11، 1)  ( بتركيز3-2-3) رة كسا في الفقرةزالسح

ق لقح  بالعالو  (1-4-2-3) التربتؾن الرؾيا الدائل السحزر في الفقرةالى وسط  مايكروغرام / مممتر

 10  × 125ومايعادل ماكفرلاند  البكتيري لمعزلات قيد الدراسة
ساعة  24يا لسدة تؼ حزش ، خمية/ مل 8

 .نانؾمتر 611ي بجياز السظياف الزؾئي بظؾل مؾج الشسؾ قياس تؼ و    ̊م37بدرجة حرارة 
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 Swimming حركة الدباحة فيالسركبات ذات السرادر الظبيعية  بعض :اختبار تاثير3-2-15

 Cronobacter sakazakiiلبكتريا 

السركبات ذات  زرعت كل مؽ العزلة قيد الدراسة، في مركز وسط الدباحة الحاوي عمى

ساعة بدرجة حرارة  24(، ثؼ حزشت لسدة 6-2-4-2-3السرادر الظبيعية السحزرة كسا في الفقرة )

 . (Shi et al., 2017) دىا تؼ قياس حركة السدتعسرة بؾحدة الكياس السمستربعم، 37

لبكتريا  Swarmingة اهر ع في السركبات ذات السرادر الظبيعية  بعض : اختبار تاثير3-2-16

Cronobacter  sakazakii  

السركبات ذات الحاوي عمى في مركز وسط الدباحة قيد الدراسة  كل مؽ العزلة  زرعت

 37ساعة بدرجة حرارة  24، ثؼ حزشت لسدة (7-2-4-2-3في الفقرة )  ةالسحزر السرادر الظبيعية 

 . (Shi et al., 2017)بعدىا تؼ قياس حركة السدتعسرة بؾحدة الكياس السمستر،  ºم 

لبكتريا   Proteaseانتاج انزيم في السركبات ذات السرادر الظبيعيةبعض  تأثير  :اختبار 3-2-17

Cronobacter sakazakii 
السركبات ذات  الحاوي عمى يزينزيؼ البروتوسط انتاج ا ( عمى 13-2-3)اجري الاختبار كسا في الفقرة 

 .( 8-2-4-2-3في الفقرة ) السحزرة السرادر الظبيعية 

 استعسالب  تكهين الغذاء الحيهي  فيالظبيعية  أختبار تأثير بعض السركبات ذات السرادر 3-2-18

  Cronobacter sakazakiiطريقة اطباق السعايرة لبكتريا 

 استعسالكذف عؽ تكؾيؽ الغذاء الحيؾي بلمالسحؾرة( ) Choi et al. (2015)اتبعت طريقة

 في كل مؽ السركبات ذات السرادر الظبيعية ، اذ اختبر تأثير  Microtiter plateاطباق السعايرة 

التي تستمػ   Microtiter plateصفيحة السعايرة اطباق  استعسالب  Biofilmتكؾيؽ الغذاء الحيؾي 

 . حفرة 96
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 .سيظرة سالبةوعد  الأول سؾدفي العمايكروليتر مؽ وسط التربتؾن صؾيا الدائل  211وضع  -1

العالق البكتيري،  مايكروليتر مؽ 25ومايكروليتر مؽ وسط التربتؾن صؾيا الدائل  175وضع  -2

 الثاني وعد كديظرة مؾجبة. سؾدفي الع

مؽ مايكروليتر مؽ وسط التربتؾن الرؾيا الدائل الحاوي عمى تراكيز مختمفة  211وضعت  -3

( Citral  ،Curcumin ،Inulin  ،Resveratrol ،Trance-cinnamaldhyde) مركب

 والعالق البكتيري بثلاثة مكررات لكل تركيز وعزلة بكتيرية.( 3-2-3) السحزرة في الفقرة 

 ساعة ثؼ تؼ التخمص مؽ محتؾيات الحفر  24لسدة  ºم 37حزشت اطباق السعايرة بدرجة حرارة  -4

دقيقة لغرض تثبيت الخلايا  15لكل حفرة لسدة  Methanolمايكروليتر مؽ  100اضيف  -5

 .ؼ سكب السيثانؾل وترك الظبق ليجفعمى جدار الحفر ث البكتيرية السمترقة

( 4-2-2-3السحزرة كسا في الفقرة )  Crystal violetمايكروليتر مؽ صبغة  211ضيف ا -6

 .يمت الربغةز دقيقة ثؼ ا 21لسدة 

 (3-2-2-3السحزر كسا في الفقرة ) الدارئ  محمؾل الفؾسفاتمؽ  مايكروليتر   211إضافة   -7

 .وسكبيا لسرتيؽ لغرض غدل الحفر 

 ز.روليتر مؽ كحؾل الايثانؾل السركمايك 211اضيف  -8

عشد  Enzyme Linked Immmunsorbent Assayت الكثافة الزؾئية بجياز الاليزا ئقر  -9

(ELISA  reader)  نانؾمتر  571طؾل مؾجي عشد   

 .(23-2-3 )ندبة التثبيط كسا في الفقرة  قيدت -11
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 Cronobacter sakazakiiبكتريا  في نسهاختبار تاثير بعض العهامل الفيزيائية   3-2-19  

  درجات الحرارة اختبار تاثير 3-2-19-1

مؽ مرادر مختمفة في وسط التربتؾن صؾيا الدائل   C. sakazakii  لبكترياعزلة   17زرعت -1

TSB(1-4-2-3الفقرة ) السحزر كسا في  

 ساعة 24لسدة  مº(55، 37، 25تمفة )بدرجات حرارة مخالانابيب شت حز -2

 بظؾل مؾجي  Spectrophotometerزؾئي لجياز السظياف ا  استعسالكثافة نسؾ البكتريا بقيس  -3

 نانؾمتر.   611

 الهيدروجيشي  رقمالاختبار تأثير  3-2-19-2

في  السحزر  TSBفي وسط التربتؾن صؾيا الدائل C. sakazakiiعزلة لبكتريا  17زرعت  -1 

حامض الييدروكمؾريػ  استعسال( ب9، 7،  4 )الييدروجيشي الى رقؼالبعد تعديل (1-4-2-3الفقرة )

HCL  مؾلار  1وىيدروكديد الرؾديؾم بتركيز 

 ساعة  24م لسدة 37حزشت العزلات بدرجة حرارة  -2

بظؾل مؾجي  Spectrophotometerجياز السظياف الزؾئي  استعسالقيس كثافة نسؾ البكتريا ب -3

 نانؾمتر 611يداوي 

  Real time-PCRجهاز التقدير الكسي  استعسالب zpxو  flgJالكذف الجزيئي لمجين  3-2-21

 Cronobacter sakazakiiلبكتريا 

) مردرىا عيشات  CSF4 لمعزلة   RT- PCR تقانة  استعسالب flgJ و zpxتؼ الكذف عؽ الجيشيؽ  

 (11-3( و)11-3، كسا في الجدول )سائل الشخاع الذؾكي( 
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 zpxلمجين  RT-PCR ( مزيج تفاعل11-3جدول )

 مزيج التفاعل محتهيات الحجم بالسايكروليتر

5 q PCR Master Mix  

 zpx F جيؽمالبادئ الامامي ل 125

 zpx R البادئ العكدي لجيؽ 125

125 DNA template 

2.5 Nuclease –free water 

 الحجؼ الكمي 11

 

  flgJ لمجين RT-PCR ( مزيج تفاعل11-3جدول )

 محتهيات مزيج التفاعل الحجم بالسايكروليتر

5 q PCR Master Mix 

 flgJ F البادئ الامامي لمجيؽ 125
 flgJ R البادئ العكدي لجيؽ 125

125 DNA template 

2.5 Nuclease –free water 

 الحجؼ الكمي 11

 ,. Kothary et al) حدب ما جاء في  zpxلمجيؽ  RT-PCRوضبظت الغروف السثمى لتفاعل 

 Amalaradjon and)حدب ماجاء في  flgJولمجيؽ  ( 12-3والسؾضحة في الجدول ) (2007

Venkitanarayanan , 2011a ( والسؾضحة في الجدول )13-3) 
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    RT-PCR استعسالب zpxلمتحري عؽ جيؽ  ( خظؾات التزاعف الجيشي12-3الجدول )

 الهقت
عدد 
 الدورات

RT-PCR درجة الحرارة مراحل    

 م° 95 دورة واحدة دقائق 5
 Initial  Denaturation مرحمة مدخ الدنا الاولي-1

 

 ثانية 31

 
 ثانية 31

 

 

 ثانية 11

 دورة 45

 م° 95

 
 م° 62

 

 م72°

 Denaturation مرحمة مدخ الدنا -2
 
 Annealing مرحمة الالتحام -3

 
 Extension تظالةالاسمرحمة  -4

 

 م/ثانية 123
 

 Melt on green -5 ̊م  72-95

 

  RT- PCRتفاعل  استعسالب  flg J عؽ جيؽ حري ( خظؾات التزاعف الجيشي لمت13-3الجدول)

 الهقت
عدد 
 الدورات

درجة 
 الحرارة

 PCR-RT مراحل

 م° 95 دورة واحدة دقائق 5
 Initial Denaturation مرحمة مدخ الدنا الاول-1

 

 ثانية 21

 
 ثانية 21

 

 ثانية 21

 دورة 45

 م° 95

 
 م° 61

 
 م° 61

 Denaturation مرحمة مدخ الدنا -2

 
 Annealing الالتحام مرحمة -3

 

 Extension تظالةالاسمرحمة  -4

 

 Melt on green -5 ̊م 95-72  /ثانية ̊ م 123
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  والتعبير الجيشي  RNA استخلاص 3-2-21

  قيد الدراسة CSF4لة والتعبير الجيشي لمعز  RNA  استخلاص 3-2-21-1

لمحرؾل عمى  MacConkyعمى وسط الساكؾنكي   C. sakazakii (CSF4)العزلة زرعت -1 

 ساعة  24ولسدة  ̊ م37بدرجة حرارة بعد حزشيا شفردة وذلػ م ةعزل

 (1-4-2-3)السحزر في الفقرة   نقمت ثلاث مدتعسرات مشفردة الى وسط التربتؾن صؾيا الدائل -2

 الذؾكي( وعدت كسجسؾعة سيظرة . ) مردرىا عيشات سائل الشخاع CSF4معزلة ل

( مايكروغرام/ مممتر 111- 1211درس التركيز السثبط الأدنى مؽ السركبات قيد الدراسة اذ حزر ) -3

 C. sakazakiiبعدىا زرعت العزلة  (14-2-3في وسط التربتؾن الرؾيا الدائل السحزر في الفقرة )

(CSF4) بتركيز تحت السثبط  عمى الؾسط السذكؾر بؾجؾد السركبات ذات السرادر الظبيعية

    . SMICدنىالا

 .ساعة 24لسدة  ̊ م37بدرجة حرارة  حزشت الانابيب -4

  Eppendorf مايكروليتر مؽ السزروع البكتيري ووضعة في انابيب الابشدروف 1211سحب  -5

tube  ثؼ نبذت بجياز الظرد السركزيCentrifuge  دورة /دقيقة 13111لسدة دقيقتيؽ وبدرعة 

عمى الراسب ثؼ  Trizoleمايكروليتر مؽ مادة  611اضيف ثؼ الراسب ب سحب الظافي واحتفظ-6 

  دقائق . 11مزجت جيدا  بؾاسظة الساصة الدقيقة وتركت لسدة 

الى انابيب الابشدروف ومزجت جيدا    Chloroformمايكروليتر مؽ محمؾل  211اضيف  -7 

 دقائق  5لسدة وتركت 

 دقيقة 12لسدة  دورة /دقيقة 12111بدرعة  نبذت بجياز الظرد السركزي  -8

   ووضعت في انابيب الابشدروف جديد RNA سحبت الظبقة السائية التي تحؾي عمى-9 
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الى انابيب الابشدروف الجديدة ووضعت في الثلاجة  Isopropanol مايكروليتر مؽ 511 اضيف-11

 دقائق . 11لسدة 

  ئقدقا 11ولسدة  دورة /دقيقة 11111جياز الظرد السركزي بدرعة في  نبذت -11

 نبذت % ثؼ71مايكروليتر مؽ الايثانؾل بتركيز 511واضيف  Isopropanolت طبقة سحب -12 

انابيب  الايثانؾل وتترك , ثؼ سحب دقائق  5ولسدة  دورة /دقيقة 12111بدرعة  بجياز الظرد السركزي 

 الابشدروف مفتؾحة حتى تجف

 العزلات في الثلاجة لحيؽثؼ حفغت    Nuclease free waterمايكروليتر مؽ  71اضيف -13

 . تعسالالاس

ول كسا في الجد لمجيؽ السحافظ  الغروف السثمى  وحدب Real Time-PCR اجري تفاعل  -14

وبحجؼ نيائي (19-3كسا في الجدول ) zpxوالجيؽ ( 18-3كسا في الجدول )  flgJ الجيؽ و (3-17)

-3كسا في الجدول )  flgJ( والجيؽ 14-3كسا في الجدول ) مايكروليتر لكل مؽ الجيؽ السحافظ 11

 .(16-3كسا في الجدول )   zpx( والجيؽ15

 .لمجيؽ السحافظ   RT-PCR زيج التفاعل لمتعبير الجيشي ( مكؾنات م14-3جدول )

 محتهيات مزيج التفاعل الحجم بالسايكروليتر
5 q PCR Master Mix 

 Saka-1السحافظ  جيؽمالبادئ الامامي ل 125

 Saka -2aلمجيؽ السحافظ  العكديالبادئ  125

1225 RT Mix 

1225 MgCl2 

125 RNA 

2 Nuclease Free-Water 

 الحجؼ الكمي 11
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 flgJ لجيؽ RT-PCR ( مكؾنات مزيج التفاعل لمتعبير الجيشي15-3جدول )

 محتهيات مزيج التفاعل الحجم بالسايكروليتر
5 qPCR Master Mix 

 flgJ F البادئ الامامي لجيؽ 125

125 flgJ R  البادئ العكدي لجيؽ  

1225 RT Mix 

1225 MgCl2 

125 RNA 

2 Nuclease Free-Water 

 الحجؼ الكمي 11
 zpxيؽلج  RT-PCR( مكؾنات مزيج التفاعل لمتعبير الجيشي 16-3جدول )

 محتهيات مزيج التفاعل الحجم بالسايكروليتر
5 q PCR Master Mix 

 zpx F الامامي لجيؽالبادئ  125

 zpx Rلمجيؽ  البادئ العكدي 0.5

1225 RT Mix 

1225 MgCl2 

125 RNA 

2 Nuclease Free-Water 

 الحجؼ الكمي 11
 لمجيؽ السحافظ لمتعبير الجيشي  ( الغروف السثمى17-3جدول )

 الهقت عدد الدورات
درجة الحرارة 

 السئهية
 التدمدل السرحمة

 دورة واحدة
 37 دقيقة 15

Reverse Transcriptase 

enzyme activation 
1 

 Initial denaturation 2 95 دقيقة 5

 دورة 45

 Denaturation 3 95 ثانية 21

 Annealing 4 52 ثانية 21

 Extension 5 72 ثانية 21

 Melt on green 6 ̊م 95-72 /ثانية  ̊م 123 
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 flgJ لمجيؽ( الغروف السثمى لمتعبير الجيشي 18-3جدول )

درجة الحرارة  السرحمة التدمدل
 الهقت السئهية

عدد 
 الدورات

1 Reverse Transcriptase 

enzyme activation 
 15دقيقة 37

 دورة واحدة

2 Initial denaturation 95 5دقيقة 

3 Denaturation 95 29ثانية 

 20ثانية Annealing 60 4 دورة 41

5 Extension 61 20ثانية 

6 Melt on green 72-95 ثانية  ̊م 123 ̊م/  

 

 zpx ( الغروف السثمى لمتعبير الجيشي لمجيؽ19-3جدول )

 الهقت عدد الدورات
درجة الحرارة 

 التدمدل السرحمة السئهية

 ورة واحدة د
 37 15دقيقة

Reverse 

Transcriptase 

enzyme activation 

1 

 Initial denaturation 2 95 10دقيقة

 دورة 45

 Denaturation 3 95 20ثانية

 Annealing 4 62 20ثانية

 Extension 5 72 20ثانية

 Melt on green 6 ̊م 95-72 /ثانية  ̊م 123 
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 الدباحة ووسط  Swimming  لمعزلات التي تم تشسيتها عمى وسط RNAخلاص تاس 3-2-21-2

  Swarmingالانثيال 

لمحرؾل عمى  MacConkeyعمى وسط  الساكؾنكي  C. sakazakii ( CSF4) زرعت عزلة-1   

   ساعة . 24ولسدة  ºم 37عزلات مشفردة بعد حزشيا بدرجة 

-3الفقرة ) السحزر كسا في  Swimmingعمى وسط  C. sakazakii ( CSF4)زرعت العزلة  -2

  ( ) عدت سيظرة(.4-2-4-2-3) السحزر في الفقرة Swarmingووسط   ( 2-4-2-3

( 111-1211اذ حزر ) Trans-cinnamaldhyde درس التركيز السثبط الأدنى مؽ مركب -3 

( ووسط الانثيال  15-2-3) السحزر في الفقرة  Swimming / مممتر في وسط الدباحةمايكروغرام 

Swarming ( 16-2-3السحزر في الفقرة)  بعدىا زرعت العزلةC. sakazakii (CSF4)  في

بتركيز  Trans-cinnamaldhyde ى مركبالحاوي عم Swarmingووسط   Swimmingوسط 

SMIC  . 

 ساعة  24م لسدة  37بدرجة حرارة  الاطباقحزشت  -4

  بالسحمؾل  معامل الاختبار()معامل الديظرة و  العزلة السشتخبةحزر عالق بكتيري بتمكيح  -5

بعد التأكد مؽ  الابشدروفمايكروليتر ثؼ نقمت الى انابيب  1111بحجؼ  Normal Saline الفدمجي

11 ×27بسقارنتيا مع عكؾرة محمؾل ماكفرلاند وما يعادل الؾسط   عكؾرة
بجياز الظرد  نبذت   8

   دورة /دقيقة ولسدة دقيقتيؽ .  132111بدرعة  السركزي 

-3( في الفقرة )14, 13,  12, 11, 11, 9, 8, 7, 6 في التدمدل ) الخظؾات نفديا اتباع  تؼ -6

2-21-1). 
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  تية :حدب السعادلات الا  ب مقدار التغير في مدتهى التعبير الجيشياحد 3-2-22

Folding= 2 
-∆∆CT 

∆∆CT (ThreShold Cycle) = ∆CT Treated - ∆CT Control 

∆CT = CT gene- CT House keeping gene 

 

 : معادلة حداب ندبة التثبيط 3-2-23

 :تؼ حداب ندبة التثبيط حدب  السعادلة الاتية

معاممة الديظرة  معامل لاختبار  ندبة التثبيط % =
معاممة الديظرة

  ×111 





                                                                                      النتائج والمناقشة                                                                                                            
 

52 

 

  Result and Discussion النتائج والمناقذة -4`

 جمع وزرع العزلات البكتيرية   4-1

Collection and culturing of bacterial isolates    

مؽ عيشات سخيخية وحميب الأطفاؿ مؽ   C. sakazakiiعدلة عائجة لشؾع  11تؼ الحرؾؿ عمى      

مؽ سائل الشخاع الذؾكي  2مؽ الجـ ،  2، وتزسشت العدلات )( 2012دراسة سابقة ) الجبؾري ، 

CSF ،5  الرمب ووسط التخبتؾف مؽ عيشات الحميب( وقج زرعت جسيع العدلات عمى وسط الساكؾنكي

  .صؾيا الرمب

  Identification of Bacterial Isolates   تذخيص العزلات البكتيريةتأكيد   4-2

  Cultural Identification التذخيص المزرعي 4-2-1
اعيخت جسيع العدلات البكتيخية نسؾىا عمى وسط التخبتؾف صؾيا الرمب بسدتعسخات صفخاء  

فقج عيخت مدتعسخات بالمؾف الؾردي وىحا يجؿ عمى انيا عمى وسط الساكؾنكي الرمب  ذىبية ,اما

 .اللاكتؾز مخسخة لدكخ 

 Biochemical Identificationالكيمهحيهية  بالفحهصات التذخيص 4-2-2
 .C( ، اف جسيع عدلات بكتخيا 1-4بيشت نتائج الأختبارات الكيسؾحيؾية كسا في الججوؿ )  

sakazakii    كؾز ؾ ختبار استيلاؾ الدتخات ، كسا كانت مؾجبة لتخسخ الكملاأعظت نتيجة متغايخة

كسا  Kligler Iron Agar (KIA) عمى وسط CO2ومشتجة لغاز   H2Sلغاز وغيخ مشتجة واللاكتؾز 

 ; Fakruddin et al .,2014)وتذابيت ىحه الشتائج مع ماورد في  ختبار انديؼ اليؾريد لاكانت سالبة 

Bailey and Scotts., 2007. )  أعظت فحراً ف جسيع العدلات فأ (6116)   أشار الجبؾري كسا و 

ختبار الكتاليد وفحراً مؾجباً لا، فيسا أعظت فحراً مؾجباً سالباً لاختبار الانجوؿ واختبار الاوكديجيد 
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 Ornithine مسا يجؿ عمى انتاجيا لانديؼ  Ornithineو  Ariginine لمحامض الاميشي 

decarboxylase  و Ariginine decarboxylase   عمى التؾالي ، وفحراً سالباً لحامض

Lysine   انتاجيا لانديؼ  الى عجـ يذيخمسا Lysine decarboxylase  وأعيخت جسيع العدلات

وتكؾف   Rhamnoseو D- Melibios و  Raffinose وىيالدكخيات  عجد مؽ قجرتيا عمى تخسخ

 . جرتيا عمى انتاج الحامض مؽ الدكخدلالة عمى ق لمسدتعسخات المؾف الأصفخ

 Cronobacter sakazakii  ( الاختبارات الكيسؾحيؾية لتذخيص بكتخيا1-4ججوؿ )

KIA اليهريا 
اختزال 
 الدترات

 المردر العزلة

CO2 H2S Butt Slant  

 

 

 

 

 

 

+ 

 

 

 

 

 

 

- 

 

 

 

 

 

 

Acid 

 

 

 

 

 

 

Acid 

_ / B1 

 الدم

Blood 

_ + B2 

_ (±) B3 

_ + B4 

_ + B5 

_ + B6 

_ + CSF1  

سائل 
النخاع 
 الذهكي

 

CSF 

_ + CSF2 

_ + CSF3 

_ + CSF4 

_ (±) CSF5 

_ + CSF6 

_ + A1a 

عينات 
 الحميب

_ + A1b 

_ + A1c 

_ + C1 

_ / C2 

  Novolac AD :C2 ،  Novolac Allernova: C1 ،Dialac: A1 

 مغايخة، )/( نتيجة  نتيجة سالبة ومؾجبة )±(، ( نتيجة سالبة-)+( نتيجة مؾجبة، )
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 Molecular Identificationالتذخيص الجزيئي  4-2-3
عدلة ( والعدلات السعدولة مؽ  16) الدخيخية  C. sakazakiiشخرت جسيع عدلات بكتخيا       

في  16S rRNAلمكذف عؽ جيؽ  16S rRNA البادئ الفخعي لمجيؽ باستعساؿعدلات(  5الحميب )

جياز التجويخ  باستعساؿ، (PCR)تذخيريا بتقشية تفاعل البمسخة الستدمدل  جيشؾـ البكتخيا لتأكيج

لامتلاكيا  C. sakazakiiاذ أعيخت الشتائج اف كل العدلات تعؾد لمشؾع   Thermal Cyclerالحخاري 

 (1-4( زوج قاعجة كسا في الذكل )416ذو الؾزف الجديئي ) 16S rRNAالجيؽ 

 
  C. sakazakiiلعزلات بكتريا  16S rRNA لناتج تفاعل البممرة المتدمدل لمجين(الترحيل الكهربائي 1-4شكل )

( زوج 1511-111) يمثل الدنا القياسي  Mالمدار  Agarose% 1و  دقيقة 71( فهلت لمدة 111بفرق جهد )
تمثل ( 132، 83، 84،51، 82، 59( تمثل عزلات الدم والمدار )19، 113، 11، 131،133، 117والمدار ) قاعدة

 ( تمثل عزلات الحميب13، 14، 17، 9، 6عزلات سائل النخاع الذهكي والمدار )
 

 

 Motility عمى الحركة  Cronobacter sakazakiiاختبار قدرة عزلات بكتريا  4-3
فأعيخت الشتائج اف  جسيع العدلات  عمى الحخكة  C. sakazakiiأختبخت قجرة عدلات بكتخيا   

مؽ عيشات  افاذ كانت عدلت ،ساعة 64الحخكة وبسعجلات مختمفة بعج الحزؽ لسجة قادرة عمى البكتيخية 
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وعدلة واحجة مؽ الحميب ذات حخكة قؾية فيسا كانت ، سائل الشخاع الذؾكيعدلات مؽ وثلاث  ،الجـ

 (6-4كسا مؾضح في الججوؿ ) متؾسظة الحخكة  العدلات الأخخى 

 C. sakazakiiلعزلات بكتريا Motility  ( اختبار الحركة2-4) جدول

 المردر العزلة النتيجة المردر العزلة النتيجة

)+( A1a 

Dialac  حميب  

)+( B1 

Blood  الجـ 

)+( A1b )+( B2 

)++( A1c )+( B3 

)+( C1 

 حميب

Novolac 

Allernova 

)+( B4 

)++( B5 

)++( B6 

)+( C2 
 حميب

Novolac AD 

)+( CSF1 

الشخاع سائل 
 الذؾكي

Cerebrospinal 

fluid 

 

)+( CSF2 

)++( CSF3 

)+( CSF4 

)++( CSF5 

)++( CSF6 

 ، )+( حخكة متؾسظة )++( حخكة قؾية 

 كسا أشار. عمى الحخكة  C.sakazakiiالى قجرة بكتخيا   Shi et al , (2017)وىحا ماشار اليو

(2017) Hoeflinger and Miller الى اف بعض الغخوؼ البيئية السحيظة مثل كثافة السؾاد 

ؾاط ، مذيخاً الى اف امتلاؾ الاسجيشات  فيالغحائية، تعسل عمى إيقاؼ الحخكة مؽ خلاؿ تأثيخىا 

 يعبخ عؽ هيكل ووعيفة الدؾط. اً جيش 41اكثخ مؽ     C. sakazakiiبكتخيا
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 و Swimmingالدباحة  حركة عمى Cronobacter  sakazakiiاختبار قدرة عزلات بكتريا  4-4
 Swarmingالانثيال و 

اىخة الانثياؿ وتكؾيؽ ع Swimmingقجرتيا عمى الدباحة  C. sakazakii أعيخت بكتخيا 

Swarming ( 6-4فقج بيشت الشتائج كسا في الذكل ) ، اف جسيع العدلات ليا القجرة عمى الدباحة 

( قظخ B2، B3،CSF4،A1a (عدلات 4ساعة. فقج أعيخت  64بعج الحزؽ لسجة  ،مختمفةوبأقظار 

، B1 ،B5 ،CSF1عدلات ) 4و  ،ؾالي وتعج حخكة قؾيةعمى التممؼ ( 77،78،79،78الحخكة )

CSF6( قظخ الحخكة )في حيؽ العدلات ، ( ممؼ عمى التؾالي وىي حخكة متؾسظة 00 ،45 ،01 ،56

(B4، B6 ، CSF2 ،CSF3 ،CSF5  ،A1b  ،A1c ،C1  ،C2 ) 17،66) بقظخكانت حخكتيا ،

 ( ممؼ عمى التؾالي وتعج حخكة ضعيفة .64، 61، 61، 65، 64، 64، 19

 

 C. sakazakiiلعزلات بكتريا  Swimmingار حركة الدباحة ( اقط2-4شكل )
B  الدم :Blood , CSF  سائل النخاع الذهكي:Cerebrospinal  Fluid   , A1حميب :Dialac  , C1  حميب

Novolac Allernova , C2  حميب :Novolac AD 
 

(. فقج بيشت 0-4في الذكل )كسا  Swarmingاما قجرة العدلات البكتيخية عمى حخكة الانثياؿ 

عدلة كانت  16ممؼ  وىي ذات حخكة قؾية ، في حيؽ  46بمغ قظخىا   (B5) الشتائج اف عدلة واحجة

 4قظخ الحخكة  (B4 ،CSF6   ،A1cعدلات  )  0ذات قجرة ضعيفة عمى حخكة الانثياؿ وتزسشت 

( B6،A1a ) ممؼ وعدلتاف  5( قظخ الحخكة CSF1 ،CSF2  ،CSF3 ،CSF4)عدلات  4ممؼ و
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 (A1b) ممؼ والعدلة 7( قظخ الحخكة B1 ،B2،B3 ، CSF5،C1 ( عدلات 5ممؼ و  6كاف القظخ 

 ممؼ  15قظخىا  C2ممؼ بيشسا العدلة  10قظخىا 

 

 C. sakazakiiلعزلات بكتريا  Swarming الانثيال ( اقطار حركة 3-4)شكل
B  الدم :Blood , CSF  سائل النخاع الذهكي:Cerebrospinal  Fluid   , A1حميب :Dialac  , C1  حميب

Novolac Allernova , C2  حميب :Novolac AD 

والانثياؿ   Swimmingالقابمية عمى حخكة الدباحة C. sakazakiiتستمػ بكتخيا  

Swarming   بشدب متبايشة وىحا ما أشار اليوYe et al .(2015)  دلالات بكتخيا لافC. 

sakazakii   ساعة وكانت  16ساعات وحخكة الانثياؿ خلاؿ  8القابمية عمى حخكة الدباحة خلاؿ

في  C. sakazakii G362اكثخ قجرة عمى الدباحة  مؽ الدلالة   C. sakazakii L3101 الدلالة

 Methyl-accepting chemotaxis  كسا اف جيؽ حيؽ كانت اضعف في قجرتيا عمى الانثياؿ.

protein (MCP)   دوراً في حخكة بكتخيا يسثلالسحسؾؿ عمى البلازميجC. sakazakii    .  اذ أشار

Choi et al. (2015)  الى قمة حخكة بكتخياC. sakazakii    وؼ البيئية القاسية اذ بمغت تحت الغخ

بيشت الشتائج اف . ممؼ 01يادة حخكة البكتخيا لتبمغ الى ز  MCPفي حيؽ أدى تظفيخ جيؽ  ممؼ 1557

اختلاؼ حخكة الدباحة والانثياؿ كانت اعتساداً عمى نؾع الدلالة ولؼ يلاحظ اختلافات بيؽ العدلات 

 . تيا عمى حخكة الدباحة والانثياؿالدخيخية والعدلات السعدولة مؽ الحميب في قجر 
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 نتاج انزيم البروتيز اعمى  Cronobacter sakazakiiاختبار قدرة  عزلات بكتريا  4-5 

تؼ زراعتيا عمى وسط   C .sakazakiiالسشتج مؽ قبل بكتخيا لمكذف عؽ انتاج انديؼ البخوتيد 

العدلات قجرتيا عمى انتاج انديؼ البخوتيد وبشدبة ( جسيع 4-4الحميب الفخز الرمب ، اذ اعيخ الذكل )

ؾية ( ممؼ وتعج ق69،69،01بمغ ) B4 ،CSF4،CSF5اف قظخ العدلة ، فقج كوبأقظار مختمفة% 111

 (B1،B2،B3،B5،B6،CSF2،CSF3،A1b،A1c،C1،C2) عدلة 11انتاج انديؼ البخوتيد و في

عمى التؾالي وتعج متؾسط الإنتاجية ( ممؼ 16،15،61،61،61،15،11،65،60،18،17قظخىا )بمغ 

 .لمبخوتييد الأقل انتاجا  ( ممؼ وتعج 8،11، 9( قظخىا )CSF1،CSF6،A1a (وكانت ثلاثة عدلات 

 

 C. sakazakii( اقطار انتاج انزيم البروتيز  لعزلات بكتريا 4-4شكل )
B  الدم :Blood , CSF  سائل النخاع الذهكي:Cerebrospinal  Fluid   , A1حميب :Dialac  , C1  حميب

Novolac Allernova , C2  حميب :Novolac AD 
 

عمى انتاج انديؼ  C. sakazakiiالى قجرة بكتخيا  Kothary et al.(2007)في حيؽ أشار 

% مؽ 51واف  ̊ـ  07حخارة  أياـ بجرجة  0الى  6البخوتيد في وسط الحميب الرمب بعج حزؽ لسجة 

اف  الى Fakruddin et al .(2014)وىحا ماأشار اليو . انتاج انديؼ البخوتيد قادرةكانت العدلات 

الحميب  ليا القجرة عمى انتاج انديؼ البخوتيد في وسط   C. sakazakii% مؽ عدلات بكتخيا51

العدلة البكتيخية سلالة ، قج يعؾد الى ديؼ البخوتيد عؽ دراستشا الحاليةاف اختلاؼ ندبة انتاج ان .الرمب
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بميتيا عمى والعدلات السعدولة مؽ الحميب في قاولؼ يلاحظ اختلاؼ بيؽ العدلات الدخيخية  ومرجرىا

 .وتيدانتاج انديؼ البخ 

  في نمه عزلات بكتريا  ةر الطبيعيالمرادعض المركبات ذات اختبار تاثير ب 4-6
Cronobacter sakazakii 

، Citral،Curcumin،Inulin)تأثيخ بعض السخكبات ذات السرادر الظبيعية  قجر 

Resveratrol ،Trans-cinnamaldhydeفي بكتخيا )CSF4) ،B4، C. sakazakii (A1b وذلػ

 . مايكخوغخاـ/ مممتخ (1،11،111)التخاكيد  بأستخجاـ

عشج  C. sakazakiiتثبيط بكتخيا  فيلو القجرة    Citral مخكب(اف 5-4اذ تذيخ الشتائج الذكل )

 عمى A1b،B4،CSF4لمعدلات   (%4950، 4558، 4851)اذ بمغ   مايكخوغخاـ/ مممتخ 111التخكيد 

 لشسؾ البكتخيا.تثبيظياً  أي فعلاً  مممتخمايكخوغخاـ/ ( 1 ,11ولؼ يبجي التخكيد)التؾالي، 

 

  Citralمركب  باستعمالC. sakazakii بكترياعزلات  ( ندب تثبيط 5-4شكل )

A1b حميب :Dialac ،B4 الدم :Blood ،CSF4 سائل النخاع الذهكي :Cerebrospinal fluid 

 .C بكتخيانسؾ في  Citralالتأثيخ السثبط لسخكب  Shi et al .(2017) أعيخت دراسة

sakazakii      0611اذ لؾحظ انخفاض معجؿ الشسؾ عشج التخكيد ،ساعة 64مجة حزؽ بعج 

  مايكخومؾلار. 665مؽ  اقلأي تثبيط عشج تخكيد  مايكخومؾلار, ولؼ يلاحظ
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تثبيط نسؾ  فيلو القجرة  Curcumin( الى اف مخكب الكخكسيؽ 6-4)وأشارت  الشتائج في الذكل 

(% لمعدلات 0655، 64، 68فقج بمغت )  مايكخوغخاـ/ مممتخ 111عشج التخكيد  C. sakazakiiبكتخيا 

A1b،B4 ،CSF4  لمعدلتيؽ  (1458،1855فقج بمغت ) مايكخوغخاـ/ مممتخ 11عمى التؾالي، اما التخكيد

A1b،CSF4 ولؼ يلاحظ تثبيط العدلة عمى التؾالي ،B4 فبمغت  مايكخوغخاـ/ مممتخ 1اما التخكيد

 CSF4.عمى التؾالي ولؼ يلاحظ تثبيط العدلة  A1b ،B4(% لمعدلتيؽ0657،456)

 

  Curcuminمركب  باستعمالC. sakazakii ( ندب تثبيط  عزلات بكتريا6-4شكل )
A1b حميب :Dialac ،B4 الدم :Blood ،CSF4 سائل النخاع الذهكي :Cerebrospinal fluid 

 

في Curcumin الى تأثيخ مخكب  Tyagi et al. (2015)و  Mun et al. (2013) أشار

 وتغيخ ، يالبكتخيا الدالبة والسؾجبة لربغة كخاـ مؽ خلاؿ تحميل الججار والغذاء الدايتؾبلازمنسؾ تثبيط 

مع   Curcuminارتباط مخكب افمذيخاً الى  ،ATPaseانديؼ  الاغذية الخمؾية وتثبيط  نفاذيةمؽ 

اف التاثيخ  Teow et al. (2016)في حيؽ أشار  مباشخ. برؾرة لاتكؾف الببتيجوكلايكاف طبقة 

 (Filamenting temperature Sensitive)  بخوتيؽ تعؾد الى تثبيط  Curcuminالتثبيظي لسخكب

FtsZ مذيخاً  ،تشتج ججار خمؾي لمخمية السشقدسة تخميق بخوتيشات السدؤوؿ عؽ انقداـ الخلايا مؽ خلاؿ

، B-lactamase (Fuoroquinolonesبعض مزادات التأزرية مع   Curcuminالى فعالية مخكب

Tetracycline ، Aminoglycosides  ،Cephalosporins .) 
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 تقميلفي في تثبيط نسؾ البكتخيا ودوره   Curcuminالى فعالية مخكب Li et al. (2018)أشار      

لجيشات ايض التعبيخ الجيشي  تقميل الدكخيات الستعجدة الخارجية فزلًا عؽ تأثيخه في انتاج

 والالتراؽ وأنغسة الشقل. الكاربؾىيجرات

تثبيط نسؾ بكتخيا       فيالقجرة  لو Inulinمخكب ( فقج اشارت الى اف 7-4اما الشتائج في الذكل )        

C. sakazakii  لمعدلات% (8951،  6154،  9151) فقج بمغت مايكخوغخاـ/ مممتخ 111عشج التخكيد 

A1b ،B4 ،CSF4  أي تثبيط  لمعدلتيؽ  يبج   فمؼ مايكخوغخاـ/ مممتخ 11عمى التؾالي، اما التخكيد  

B4  ،CSF4 تثبيط العدلة  وسببA1b  فقج كانت مايكخوغخاـ/ مممتخ 1، اما التخكيد % 6856 بشدبة 

 .CSF4عمى التؾالي ولؼ يلاحظ أي تثبيط لمعدلة   A1b،B4 لمعدلتيؽ%  655، 0056ندب التثبيط 

    

   Inulinمركب  باستعمالC. sakazakii ( ندب تثبيط  عزلات بكتريا7-4شكل )
A1b حميب :Dialac ،B4 الدم :Blood ،CSF4 سائل النخاع الذهكي :Cerebrospinal fluid 

 

 

 .Cالى انخفاض لؾغارتؼ الشسؾ البكتيخي لبكتخيا   Walsh et al. (2010)وىحا ماأشار اليو 

sakazakii  بسخكبالسجعؼ  الحميب السجفففي  155بسقجار Inulin  في الأشيخ الأولى مؽ الخدف، 

مؽ  Inulinبؾجؾد خوؼ الجفاؼ كانت اكثخ تحسلًا لغبيئية الى اف العدلات مؽ مرادر مذيخاً 

خوؼ البيئية غلالى االعدلات مؽ مرادر سخيخية   تحسل السرادر الدخيخية مبيؽ سبب ذلػ الى قمة

كانت   Cronobacter TEAG155, TEAG115البيئية لبكتخيا الدلالات ، اف كل مؽ الرعبة
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في ، اذ لاحظ انخفاض السجفف الحميب السجففخوؼ البيئية ومؽ ضسشيا البقاء في لمغ اكثخ مقاومة

 Zhang et al. (2018) في حيؽ اشار  Inulinمخكب  باستعساؿ 156نسؾ الدلالة بعجد لؾغارتسي 

 Inulinمذيخاً الى اف دمج  ،البكتخيا السخضية تثبيظية ضعيفة ضجفعالية   Inulinالى امتلاؾ مخكب 

وذلػ يعؾد الى دور  ،زيادة الفعالية التثبيظيةيعسل عمى  Chitosinمع مؾاد أخخى مثل الكايتؾسؽ 

Inulin  في البكتخيا  الايضفي تغيخ عسميات(Buddington et al., 2002 and Babu et al., 

 . (Zhang et al., 2018)يديج مؽ الفعالية التثبيظية Inulin الؾزف الجديئي. فزلًا عؽ زيادة (2012

 .Cلو دور في تثبيط نسؾ بكتخيا  Resveratrol( الى اف مخكب8-4اشارت الشتائج في الذكل )

sakazakii  61، 5154بمغت )  مايكخوغخاـ/ مممتخ 111، فقج كانت ندب التثبيط عشج التخكيد  ،

 مايكخوغخاـ/ مممتخ 11( عمى التؾالي وكانت عشج التخكيد A1b ،B4 ،CSF4)لمعدلات  (5650%

اما   A1bعمى التؾالي  ولؼ تغيخ أي ندبة تثبيط العدلة   B4  ،CSF4لمعدلتيؽ(% 61، 757بمغت )

 ،A1b ،B4  لمعدلات(%  1056، 956  ،657فقج كانت ندب التثبيط )  مايكخوغخاـ/ مممتخ 1التخكيد 

 CSF4عمى التؾالي . 

 
 Resveratrolمركب  باستعمال   C. sakazakii ندب تثبيط بكتريا  (8-4شكل )

A1b حميب :Dialac ،B4 الدم :Blood ،CSF4 سائل النخاع الذهكي :Cerebrospinal fluid 
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لًا عؽ تثبيظو فز ،تثبيط عجد مؽ الاحياء السجيخية عمىالقجرة   Resveratrolاف لسخكب  

الى اف عريخ  Kim et al .(2010b)وقج أشار . (Paulo et al ., 2001) الزخاوة بعض عؾامل  

 C. sakazakiiأعيخ فعالية تثبيظية اتجاه بكتخيا  قج Red  muscadine  Juiceالسيدكؾديؽ الأحسخ

 دورة , مذيخا الى فعالية  6دورة لؾغارتسية الى  5مؽ     C. sakazakiiأدى الى انخفاض عجد بكتخيا 

  Resveratrol .  ومؽ ضسشياالريجلانية و عمى السخكبات ئتعؾد الى احتؾاالعريخ التثبيظية 

تثبيط أنؾاع مختمفة  عمىقجرة اللو  Resveratrolالى اف مخكب  Ma et al. (2018)كسا أشار 

 Staphylococcus aureus, Vibrio cholera, Listeriaمثل السسخضةمؽ البكتخيا 

monocytogenes, Bacillus subitilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurim, E. 

coli O157: H7، ( 15665-561كاف ) الأدنى اتجاه البكتخيا الدالبة اذ لاحظ اف تخكيد السثبط

اف  الى مذيخاً ، /مل مايكخوغخاـ( 1655 -661)في حيؽ كاف اتجاه البكتخيا السؾجبة ، /مل مايكخوغخاـ

وذلػ لامتلاؾ البكتخيا الدالبة السزخة ة كاف اكثخ مؽ البكتخيا الدالبة ندبة تثبيط البكتخيا السؾجب

تفاعل الى او قج تعؾد   Multi drug resistance pump (MDRP)السقاومة لعجد مؽ السزادات

  الدايتؾبلازمي حجوث اضخار في الغذاء دي الىيؤ البكتخيا تخاكيب  مع  Resveratrolمخكب

Subramaniana et al., 2014) )تثبيط عسمية الانقداـ الخمؾي  او (Haranahallia et al., 

2016.) 

 عمى  قجرةاللو  Trans-cinnamaldhyde( الى اف مخكب A 9 -4اشارت الشتائج في الذكل )

 1اكثخ مؽ  التخكيد  مايكخوغخاـ/ مممتخ (11، 111تخكيد )لكل مؽ ال C.sakazakiiتثبيط بكتخيا 

 التؾالي عمى A1b  ،B4لمعدلتيؽ%  )7158، 7155) اذ بمغت ندب التثبيط بسقجار، مايكخوغخاـ/ مممتخ

لمتخكيد عمى التؾالي  A1b ،B4لمعدلتيؽ (% 7951، 6656وكانت ) مايكخوغخاـ/ مممتخ 111لمتخكيد  
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 العدلةفي (% 650فقج كانت ندب التثبيط )  مايكخوغخاـ/ مممتخ 1اما التخكيد  مايكخوغخاـ/ مممتخ 11

A1b  في العدلة لؼ يلاحظ  تثبيط وB4.  ختبار تأثيخ السخكباكسا درس Trans-cinnamaldhyde  

اذ تؼ استعساؿ  في التخاكيد السشخفزة  C. sakazakii (CSF4)وذلػ لفعاليتو  في تثبيط نسؾ بكتخيا

 وقج بمغت ندبة التثبيط(  B 9-4كسا في الذكل )  مايكخوغخاـ/ مممتخ (111، 75، 51، 65، 11، 1)

 .(% عمى التؾالي9956، 9954، 95، 85، 51، 06)

 

 
  Trans-cinnamaldhydeمركب  باستعمال  C. sakazakiiبكتريا عزلات ندب تثبيط (9-4شكل )

A : A1b حميب :Dialac ،  B4 :  دمBlood 
B:  : CSF4  الذهكيسائل النخاع Cerebrospinal fluid  
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فقج لاحظ تأثيخ   Amalaradjou and Venkitanarayanan (2011b)وىحا ما أشار اليو

وقج . السختفعةعشج التخكيد   C. sakazakiiفي تثبيط نسؾ بكتخيا  Trans-cinnamaldhydeمخكب 

يعؾد الى تجميخ مزخة  ،الفعالية التثبيظية لمحاء القخفةاف الى   Bouhdid et al. (2010)أشار

 او قج يعؾد الى تاثيخه  تؾبلازمي ومؽ ثؼ تغيخ مؽ نفاذيتو،البؾتاسيؾـ مسا يؤدي الى ضخر الغذاء الداي

في ،  )  (Domadia et al. 2007يعسل عمى قتميا  مساالسيؼ في انقداـ الخلايا  Ftszبخوتيؽ  في

في  Cinnamaldhyde الى فعالية زيت لحاء القخفة و Utchariyakiat et al. (2016)حيؽ اشار 

عج ي Cinnamaldhydeمخكب مذيخاً الى اف ، لمسزادات السقاوـ   الدالبة لربغة كخاـ بكتخياالتثبيط 

عمى  اختداؿ عسل ياذ  ،اومة الستعجدة لمسزادات الحيؾيةمؽ السثبظات القؾية ضج البكتخيا ذات السق

 .الشسؾ( ساعات مؽ 4-6ات لؾغارتسية خلاؿ )دور  6الشسؾ البكتيخي بسقجار 

ولؾحظ اف بعض التخاكيد العالية لمسخكبات أعظت ندبة تثبيط اقل مؽ التخاكيد السشخفزة كسا في 

، وقج يعؾد ذلػ الى نفاذية الغذاء الدايتؾبلازمي  (Curcumin ،Inulin  ،Resveratrol)مخكب 

الى اف التخكيد التحت   Bernier and Surette (2013)وىحا مااشار اليو لمسؾاد وحدب التخاكيد. 

وىحا قج يعؾد الى وجؾد مزخات الجفق التي ليا دور . يعسل عمى تحفيد نسؾ الخلايا البكتيخية  السثبط

الشباتية ، إشارات استذعار كبيخ في دفق عجد كبيخ مؽ العؾامل مثل السعادف الثقيمة ، السخكبات 

 .(Blanco et al ., 2016)يخية الشراب و مؾاد الايض البكت

 الدباحةحركة  ةاهر ظ في المركبات ذات المرادر الطبيعيةبعض  أختبار تأثير 4-7

Swimming   والانثيالSwarming بكتريا عزلات لCronobacter sakazakii 
 

 Citral، Curcumin،Inulin (تؼ اختبار تأثيخ كل مؽ السخكبات ذات السرادر الظبيعية 
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Trans-cinnamaldhyde ،Resveratrol عاىختي( في Swimming ،Swarming  لمعدلات

 .مايكخوغخاـ/ مممتخ (111 ،51وتؼ حداب ندبة التثبيط عشج التخكيد ) CSF4وB 4و A1bالبكتيخية 

-Transاف مخكب  C.sakazakii( A1b) ( لمعدلة11-4أعيخت الشتائج كسا في الذكل )

cinnamaldhyde  51% عشج التخكيد 91ط لمخلايا الدابحة فقج بمغت لمتثبيندبة اعظى اعمى 

قجرة مشخفزة في تثبيط حخكة الخلايا Resveratrol في حيؽ اعيخ مخكب  ، مايكخوغخاـ/ مممتخ

 فقج بمغت ندبة  Citral  ،Curcumin ، Inulinاما مخكب  ،%01اذ بمغت  Swimmingالدابحة 

 91،، 88، 80، 87وبمغت ندبة التثبيط ) ،التخكيد نفدوعمى التؾالي عشج  (%60، 66، 69التثبيط )

(  Citral ،Curcumin  ،Inulin،Resveratrol،Trans-cinnamaldhyde) اتلمسخكب (% 111

 . مايكخوغخاـ/ مممتخ 111عمى التؾالي عشج التخكيد 
 

 
 ،Citral ،Curcumin،Inulin Resveratrolمركبات ذات المرادر الطبيعية )ال بعض تأثير (11-4شكل )

Trans-cinnamaldhyde)  في حركة الدباحةSwimming بكتريا  لعزلةC.sakazakii (A1b). 
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فقج كانت اقل ندبة تثبيط عشج استعساؿ ( 11-4في الذكل )   C. sakazakii(B4)أما العدلة 

عمى مايكخوغخاـ/ مممتخ  (111،  51(% عشج التخكيد )66،50) فقج بمغت Resveratrol مخكب

 اما السخكبات(% 7755، 51فقج بمغت )   Citralالتؾالي وزادت ندبة التثبيط عشج استعساؿ مخكب 

، 88( فكانت اعمى تثبيط فقج بمغت )Curcumin)،Inulin  ،Trans-cinnamaldhyde الاخخى 

 .(% لمتخكيديؽ نفديسا عمى التؾالي94، 85، 91(% و )94، 88

 

 
 ،Citral ،Curcumin ،Inulin ، Resveratrolمركبات ذات المرادر الطبيعية )ال بعض تأثير (11-4شكل ) 

Trans-cinnamaldhyde)  في حركة الدباحةSwimming بكتريا  لعزلةC.sakazakii (B4). 
 

 و Citral) مخكب باستعساؿ CSF4اف ندب تثبيط العدلة  (A 12-4)وقج بيؽ الذكل 

Curcumin و Inulin  وResveratrol )عمى التؾالي عشج التخكيد (% 41، 51، 01، 84بمغت ) اذ

 ، مايكخوغخاـ/ مممتخ 111(% عمى التؾالي عشج التخكيد51, 96, 41, 90و ) مايكخوغخاـ/ مممتخ 51

 السشخفزة كيداالتخ  تو باستعساؿػػػػػػػػػوذلػ لفعالي  Trans-cinnamaldhydeيخ مخكب ػػػػػػوقج تؼ دراسة تأث

اذ  ،CSF4في العدلة  Swimmingاىخة الدباحة في ع  مايكخوغخاـ/ مممتخ (111، 75، 51 ،65)
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فقج   مايكخوغخاـ/ مممتخ (75، 111اف اعمى ندبة تثبيط كانت عشج التخكيد ) (B 12-4)الذكل  بيؽ

(% 67،  84فقج كانت )  مايكخوغخاـ/ مممتخ (65، 51التؾالي اما التخكيد )عمى (% 95، 96بمغت )

 ي.عمى التؾال

 

 
بكتريا  لعزلة Swimmingفي حركة الدباحة مركبات ذات المرادر الطبيعية بعض ال تأثير  (12-4شكل )

C.sakazakii (CSF4). 
A:   تأثير ( مركباتCitral ،Curcumin ،Inulin، Resveratrol) 
B :مركب   تأثيرTrans-cinnamaldhyde   

 

،  Citral ( السخكبات ذات العشاصخالظبيعية( اف 10-4فبيؽ الذكل )  Swarmingاما عاىخة الانثياؿ

Curcumin  ،Inulin ،Resveratrol  ،Trans-cinnamaldhyde ) تثبيطعمى  تعسل 

0

20

40

60

80

100

Citral Curcumin Inulin Resveratrol

  
ط
بي
تث
 ال

بة
س

ن
  

%
 

 المركبات ذات المصادر الطبيعية 

A 

50   μ/ml 

100   μ/ml 

0

50

100

25 μ/ml 50 μ/ml 75 μ/ml 100μ/ml 

  
ط 

بي
تث
 ال

بة
س

ن
   

%
 

 Trans-cinnamaldhyde 

B 



                                                                                      النتائج والمناقشة                                                                                                            
 

69 

ندبة  مايكخوغخاـ/ مممتخ 51التخكيد عشج كانتاذ  A1b عاىخة الانثياؿ بشدب مختمفة في العدلة 

فقج  مايكخوغخاـ/ مممتخ 111(% عمى التؾالي اما عشج التخكيد 61، 51، 41، 01، 69التثبيط  بمغت )

  .(% عمى التؾالي41، 71، 41، 45، 85كانت ندب التثبيط )

 

 ،Citral ،Curcumin،Inulin Resveratrolمركبات ذات المرادر الطبيعية )ال بعض تأثير (13-4شكل )
Trans-cinnamaldhyde)  في حركة الانثيالSwarming بكتريا  لعزلةC.sakazakii (A1b). 

 

عشج التخكيد   Citral( عجـ تأثيخ مخكب 14-4الذكل )فيلاحظ مؽ  B4اما تأثيخ السخكبات في العدلة 

 111ة عشج التخكيد زفي حخكة الانثياؿ في حيؽ كانت ندبة التثبيط مشخف مممتخمايكخوغخاـ/ 51

،  Curcumin،Inulin ،Resveratrol) السخكباتاما تأثيخ  %41اذ بمغت  مممتخمايكخوغخاـ/

Trans-cinnamaldhyde( فقج بمغت ندبة التثبيط )عمى التؾالي عشج التخكيد 89، 70، 76، 78 %)

مايكخوغخاـ/  111عمى التؾالي عشج التخكيد (% 89، 78، 96، 76وكانت ) مممتخمايكخوغخاـ/ 51

 .مممتخ
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 ،  Citral ،Curcumin ،Inulin Resveratrolمركبات ذات المرادر الطبيعية )بعض ال تأثير (14-4شكل )
Trans-cinnamaldhyde)  في حركة الانثيالSwarming بكتريا  لعزلةC.sakazakii (B4). 

 
لؼ  Curcumin( اف مخكب  15A-4فيلاحظ في الذكل ) CSF4اما تأثيخ السخكبات في العدلة 

 Resveratrolو Inulinو   Citralكاف مخكب في حيؽ Swarming في حخكة الانثياؿأي تأثيخ  يبج  

عمى  مايكخوغخاـ/ مممتخ (111، 51خكيد )(% عشج الت61, 68, 14مشخفض اذ بمغت )ذا تأثيخ  

،  65التخكيد ) باستعساؿوذلػ لفعاليتو  Trans-cinnamaldhydeوقج تؼ دراسة تأثيخ مخكب ،  التؾالي

اذ بيؽ الذكل  Swarmingاىخة الانثياؿ في ع CSF4العدلة  في مايكخوغخاـ/ مممتخ (111، 75، 51

(4-15 B ( اف اعمى ندبة لمتثبيط كانت عشج التخكيد )75، 111) 60اذ كانت )  مايكخوغخاـ/ مممتخ ،

 %.61فقج بمغت  مايكخوغخاـ/ مممتخ (65, 51اما في التخكيد ) ،(% عمى التؾالي41
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بكتريا  لعزلة Swarmingفي حركة الانثيال مركبات ذات المرادر الطبيعية لابعض  تأثير (15-4شكل )
C.sakazakii (CSF4) 

A :  مركبات(Citral ،Curcumin،Inulin،Resveratrol) 
B :  مركبTrans-cinnamaldhyde   

  Swimmingحخكة الدباحة  في  Citralتاثيخ مخكب  Shi et al. (2017)اعيخت دراسة

 11655,  665اذ أدى الى انخفاض حخكة الدباحة والانثياؿ في التخكيد  ، Swarmingوالانثياؿ 

ؾاط عشج فحرو بالسجيخ الاساف ذلػ الانخفاض يعؾد الى تغيخ في الى مذيخاً  ،مايكخومؾلار

رنةً مع الخلايا مقا  Citralؾاط في الخلايا البكتيخية السعاممة بسادة الاسالالكتخوني فزلًا عؽ قمة 

يؤدي الى خفض التعبيخ عؽ الجيشات  Citralاو قج يعؾد الى اف وجؾد مخكب  ،سعاممةالغيخ البكتيخية 

 .ؾاط وتخميقياالاسالتي تذارؾ في تخكيب 
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 في تثبيط حخكة الدباحة Trans-Resveratrolفعالية مخكب  الى Lee et al. (2013)أشار

فزلًا  ،  Quorum sensing (QS)الى تثبيط العجيج مؽ جيشات ادراؾ الشراب  ويعؾد ذلػالانثياؿ و 

 Amalaradjou et alوقج أشار  (flhD)  ،fimA ،fimH ،motBالحخكةجيشات عؽ تثبيط 

بعض  فييعؾد الى التأثيخ حخكة الانثياؿ في  Trans-cinnamaldhydeالى تأثيخ مخكب   (2014).

قج يعؾد سبب ف Resveratrol،Inulin  ،Curcuminاما مخكبات  الجيشات السدؤولة عؽ الحخكة

جيشات  فيؾاط او تأثيخىا الاستثبيط حخكة الدباحة والانثياؿ الى تثبيط بعض الجيشات الخاصة ب

 .تثبيط حخكتيؼ مسا يؤدي الى ؾاط الاسفي مسا تؤثخ  QSاستذعار الشراب 

  

حخكة الدباحة في  العالية مؽ السخكبات في تثبيطتأثيخ التخاكيد نلاحظ مؽ نتائج الجراسة الحالية 

في حيؽ كانت ندبة التثبيط في حخكة الانثياؿ مختمفة حدب نؾع السخكب وتخكيده   العدلات الثلاث

ومرجر العدلة البكتيخية  وكانت ندبة التثبيط اعمى في حخكة الدباحة مقارنة مع حخكة الانثياؿ وىحا 

 .مشثالةتيخية في حالة كؾنيا خلايا العدلات البكقج يعؾد الى ضخاوة 

 

 .Cلبكتريا نتاج انزيم البروتيزافي  تأثير بعض المركبات ذات المرادر الطبيعية 4-8

sakazakii 

-Citral)  Curcumin, , Inulin Transتأثيخ بعض السخكبات ذات السرادر الظبيعية درس 

cinnamaldhyde, Resveratrol,)  قبل عدلات بكتخيا مؽنتاج انديؼ البخوتيد افي A1b)، B4، 

C. sakazakii (CSF4 ،  ( تاثيخ مخكب16-4الذكل ) يؾضحاذ  Trans-cinnamaldhyde 

 (51،111(% عشج التخكيد )111، 81بسقجار)  A1bانديؼ البخوتيد لمعدلةالكبيخ في تثبيط انتاج 

و   Curcuminالسخكب ؾساطةيلاحظ أي تثبيط لانتاج الانديؼ ب ولؼ ،التؾاليعمى  مايكخوغخاـ/ مممتخ
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Resveratrol  فقج كانت  مايكخوغخاـ/ مممتخ 111اما  التخكيد ، مايكخوغخاـ/ مممتخ 51التخكيد عشج

فكانت   Inulinو Citralندبة التثبيط لسخكب  اما ،(% عمى التؾالي4،17) مشخفزةندبة التثبيط 

 .عمى التؾالي مممتخمايكخوغخاـ/  (51،111) (% عشج التخكيد50، 41(% و)65، 56)

 

 (Inulin,  Curcumin, Citral , الطبيعية مرادرالمركبات ذات ال بعض ( تأثير16-4الذكل )
,,Resveratrol (Trans-cinnamaldhyde   في انتاج انزيمProtease لعزلة بكترياC. sakazakii (A1b). 
 

حظ مؽ ؾ فقج ل B4 العدلة  عمى الظبيعية  السرادرقجرة الفعالية التثبيظية لمسخكبات ذات اما 

-Transالسخكب بؾساطة ( الى اف اعمى ندبة لتثبيط انتاج انديؼ البخوتيد 17-4الذكل ) خلاؿ

cinnamaldhyde ( 111كانت %)اما ندب التثبيط  مايكخوغخاـ/ مممتخ (111 ،51التخكيد ) في

، (% عمى التؾالي07،7،5)ج كانت فق بخوتيدفي انتاج ال (Citral ،Curcumin ،Inulin) لمسخكبات

 111اما التخكيد  ،مايكخوغخاـ/ مممتخ 51التخكيد  أي فعل تثبيظي عشج Resveratrolولؼ يغيخ 

،  (Citralاتلمسخكب(%51،1655، 1655، 76) فقج كانت ندبة التثبيط بسقجار مايكخوغخاـ/ مممتخ

Curcumin،Inulin،Resveratrol)  عمى التؾالي. 
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 ,Inulin,  Curcumin, Citral) Resveratrol الطبيعية لمرادرالمركبات ذات ا بعض ( تأثير17-4الذكل )
(Trans-cinnamaldhyde,   في انتاج انزيمProtease لعزلة بكترياC. sakazakii (B4). 

 

 السخكباتؽ تأثيخ ( الحي بي  18-4الذكل ) كسا في CSF4وكانت الفعالية التثبيظية لمعدلة 

Citral)،Curcumin،Inulin،Resveratrol،Trans-cinnamaldhydeالبخوتيد ( في انتاج انديؼ 

، 71، 66وكانت ) مايكخوغخاـ/ مممتخ 51(% عمى التؾالي عشج التخكيد81، 851، 64، 56، 51) بشدبة

 .مايكخوغخاـ/ مممتخ 111( % عمى التؾالي عشج التخكيد 76،111، 59

 

 

 

 

 

 

 

 (Inulin,  Curcumin, Citral , الطبيعية المرادرالمركبات ذات بعض ( تأثير 18-4الذكل )
,,Resveratrol (Trans-cinnamaldhyde   في انتاج انزيمProtease لعزلة بكترياC. sakazakii 

(CSF4). 
 

في تثبيط فعالية انديؼ  Cinnamaldhyde  الى تأثيخ مخكب Brackman et al. (2008)أشار 

الى اف  Liaw et al. (2004)أشار في حيؽ  .ساعة 64بعج الحزؽ لسجة % 04شدبة ب البخوتيد
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الارتباط بالسؾقع الفعاؿ للانديؼ في بفعل بعض السؾاد قج يعؾد الى فعاليتيا تثبيط فعالية انديؼ البخوتيد 

، او قج يعؾد الى تثبيط الإشارات الكيسيائية وتثبيظو الى حجوث تغيخات في تخكيبو الفخاغي يؤدي مسا

(QS) في الؾقت  تعسل تمػ السؾاد ، وقج مل الزخاوة ومشيا انديؼ البخوتيدالتي تؤدي الى تثبيط عؾا

تثبيط انديؼ  اومع عؾامل الزخاوة التي يتدامؽ تكؾيشيا  مبكتخيالاىخة الدباحة والانثياؿ تثبيط ع عمىنفدو 

، والعلاقة اىخة الانثياؿعؾيؽ العجيج مؽ الجيشات التي ليا علاقة وثيقة بتك مؽ خلاؿ تثبيطالبخوتيد 

نلاحظ مؽ نتائج الجراسة الحالية اختلاؼ ندبة تثبيط  .rsbA الزخاوة ومشيا جيؽ نفديا بتكؾيؽ عؾامل

السخكبات ذات السرادر الظبيعية اعتساداً عمى تخكيد السخكب ونؾعو  باستعساؿالعدلات البكتيخية 

  .ومرجر العدلة البكتيخية

 

 Biofilmفي تكهين الغذاء الحيهي  ر الطبيعيةالمرادتأثير بعض المركبات ذات   4-9

 .Cronobacter sakazakiiلبكتريا  
 السرادر، وبؾجؾد تخاكيد مختمفة مؽ السخكبات ذات وسط زرعي سائلنسيت العدلات البكتيخية في 

اذ أعيخت  (Citral،Curcumin ،Inulin،Resveratrol ،Trans-cinnamaldhyde) الظبيعية

( 19-4الذكل ) بيؽوقج  .الشتائج تأثيخاً واضحاً في تثبيط  قجرة البكتخيا عمى تكؾيؽ الغذاء الحيؾي 

حظ اف ندب ؾ فقج لA1b  في العدلة  في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي   Curcuminالتاثيخ السشخفض لسخكب 

اما ندب التثبيط  التؾالي،عمى  مايكخوغخاـ/ مممتخ (51،111) عشج التخكيد(% 00،57التثبيط كانت )

(% 87, 81 ,91 ,79) كانت (Citral،Inulin،Resveratrol،Trans-cinnamaldhyde) اتلسخكب

عشج عمى التؾالي (% 81, 78, 88, 96) كانتو  مايكخوغخاـ/ مممتخ 51لتخكيد عشج اعمى التؾالي 

  .مايكخوغخاـ/ مممتخ 111لتخكيد ا
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 ليدت مختفعة B4عدلة في التكؾيؽ الغذاء الحيؾي  ندبة  تثبيط  فبيؽ اف( 61-4الذكل ) اما 

لمتخكيد (% 70، 71، 81) بسقجار( Citral،Inulin،Trans-cinnamaldhydeفي كل مؽ السخكب )

ة تثبيط بوكانت ند ،مايكخوغخاـ/ مممتخ 111(% لمتخكيد 79،77، 87وبسقجار ) مايكخوغخاـ/ مممتخ 51

 (111, 51يد )(% عشج التخك54 ،56) Resveratrol(% و01،51بسقجار ) Curcuminالسخكب 

 .       عمى التؾالي مايكخوغخاـ/ مممتخ
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 Inulin,  Curcumin, Citral ،Resveratrol) الطبيعيةلمرادر ذات االمركبات بعض ( تأثير 19-4الذكل )

Trans-cinnamaldhyde,  ( في تكهين الغذاء الحيهيBiofilm  لعزلة بكترياC.sakazakii (A1b). 
 

 Inulin,  Curcumin, Citral) Resveratrol, الطبيعية لمرادرالمركبات ذات ا بعض ( تأثير20-4الذكل )
(Trans-cinnamaldhyde,   في تكهين الغذاء الحيهيBiofilm  لعزلة بكترياC.sakazakii (B4). 
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 ،Citralالسرادر الظبيعية )( اف ندب التثبيط لمسخكبات ذات 61-4كسا بيؽ الذكل )

Curcumin ،Inulin، Resveratrol،Trans- cinnamaldhde)  في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي لمعدلة

CSF4 (111، 51)عشج التخكيد (% 79, 50, 99, 46, 90(% و )78 ,46, 88, 64, 89) كانت 

  .عمى التؾالي مايكخوغخاـ/ مممتخ

 
 ,Inulin,  Curcumin, Citral) Resveratrol ر الطبيعيةالمرادالمركبات ذات  بعض ( تأثير21-4الذكل )

(Trans-cinnamaldhyde,   في تكهين الغذاء الحيهيBiofilm بكتريا  لعزلةC.sakazakii (CSF4 ). 
 

لو تاثيخ كبيخ في تخميق السخكبات   Citralالى اف مخكب Morohoshi et al. (2007)أشار 

التي تذتخؾ مع تكؾيؽ الدكخيات الستعجدة الخارجية التي تغيخ مؽ تخكيب الغذاء الحيؾي مسا تجعمو 

ومشع تكؾيؽ مادة  (QS)الشراب  استذعارعؽ تأثيخه في تثبيط تكؾيؽ إشارات اكثخ حداسية فزلًا 

N-acyl-homoserine lactones (AHLs) في تكؾيؽ  تذتخؾ والجيشات التيAHLs.  في حيؽ

يعسل عمى تثبيط تكؾيؽ الغذاء الحيؾي عؽ طخيق تثبيط   Citralاف مخكب  Shi et al. (2017)أشار

فزلًا عؽ تجاخمو مع الارتباطات التي تحجث بيؽ  AHLSالحي يذتخؾ في انتاج  Lux Rبخوتيؽ 

 . أخخى اثشاء تكؾيؽ الغذاء الحيؾي  خمية وخمية

 اذ بمغت    ،في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي   Citralتأثيخ مخكب Shi et al. ( 2017)أعيخت دراسة 
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ة لمسجـ º 65مايكخومؾلار عشج درجة حخارة  665(% عشج التخكيد 7151، 6955، 6751ندبة التثبيط )

لتكؾيؽ الغذاء  اً قؾي اً يعج مزاد  Citralالى اف مخكب  ، مذيخاً ( ساعة عمى التؾالي76، 48، 64)

وىحا يعؾد الى انخفاض عسميات الايض ونسؾ  ،في درجات الحخارة الؾاطئة  Antibiofilm الحيؾي 

  بجرجة ضعيفة ة فزلًا عؽ تكؾيؽ الغذاء الحيؾي زدرجات الحخارة السشخفعشج  C.sakazakii بكتخيا 

 .  Citralيكؾف اكثخ حداسية لسخكب 

 Curcuminالى فعالية مخكب  Singh et al. (2017)فقج أشار   Curcuminاما تأثيخ مخكب

 اف ندبة التثبيطالى  في تثبيط تكؾيؽ الغذاء الحيؾي في البكتخيا الدالبة والسؾجبة لربغة كخاـ ، مذيخاً 

الى فعالية مخكب  Ma et al. (2018)فقج أشار   Resveratrolاما مخكب عمى تخكيد السثبط.  تعتسج

Resveratrol   مذيخاً ل البكتخيا السدببة لتمف الأغحيةالحيؾي مؽ قبالغذاء في تثبيط تكؾيؽ وتذكيل ،

 تخميق في مسا تؤثخ ( (QSالتجاخل مع إشارات استذعار الشراب  عمىقجرتو يعؾد الى  الى اف ذلػ

مسا يؤثخ   cap5ABCFGجيشات  لاسيساالبخوتيشات الدظحية والدكخيات الستعجدة السكؾنة لمسحفغة 

 .في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي 

 -Transالى اف مخكب Amalardjou and Venkitanaryana (2011a) أشار

cinnamaldhde   يؤثخ في العجيج مؽ الجيشات التي تذتخؾ في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي ومؽ ضسشيا

flgJ  اذ اف مخكب ،Trans-cinnamaldhyde  لو دور في تثبيط تكؾيؽ الغذاء الحيؾي  مؽ خلاؿ

ؾاط والاتراؿ مابيؽ خلايا وخلايا أخخى فزلًا عؽ تأثيخه الاس، وتكؾيؽ الدكخيات الستعجدةتثبيط تكؾيؽ 

 Amalardjou et al. (2014)اما  .QSفي التعبيخ عؽ العجيج مؽ الجيشات التي ليا علاقة بأشارات 

 العجيج مؽ عؾامل الزخاوة ومشيا  فييؤثخ  Trans-cinnamaldhydeأشار الى اف مخكب فقج   



                                                                                      النتائج والمناقشة                                                                                                            
 

79 

 

، مذيخاً الى اف ذلػ يعتسج عمى التخاكيد السدتعسمة فالتخاكيد  flhD ،fliD ،flgJجيشات الحخكة 

           .العالية تكؾف اكثخ تأثيخاً مؽ التخاكيد السشخفزة

الى تأثيخ مخكب  فقج أشار  Amalaradjon and Venkitanarayanan (2011a)اما

Trans- cinnamaldhyde 64الحخارة ذاء الحيؾي عشج درجة في تثبيط تكؾيؽ الغºمقارنةً بجرجة  ـ

-Transمخكب  ويعؾد ذلػ الى انخفاض تأثيخ ،مايكخومؾلار 751التخكيد  باستعساؿـ º 16الحخارة 

cinnamaldhyde (TC)  الى انخفاض معجؿ نسؾ بكتخيا  16بجرجة حخارةC. sakazakii  عشج

 كسا اف ـº 64جة حخارة يض مقارنةً مع در انخفاض عسميات الا درجات الحخارة السشخفزة فزلًا عؽ

يعؾد ايزاً الى  Trans-cinnamaldhydeاستعساؿ مخكب  انخفاض تكؾيؽ الغذاء الحيؾي عشج

 ,lux R gene, bcsA, bcsG, fli D, flhD,flgJ, motA)خفض التعبيخ الجيشي لكل مؽ الجيشات 

motB )  الغذاء الحيؾي  في تكؾيؽدوراً  تؤديالتي. 

يلاحظ مؽ نتائج الجراسة الحالية اختلاؼ ندبة التثبيط في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي لعدلات بكتخيا 

C. sakazakii فزلًا عؽ نؾع السخكب السثبط وىحا مااشار  عسلختلاؼ نؾع العدلة والتخكيد السدتبا

يعتسج  ،الحيؾيةت اف تثبيط تكؾيؽ الغذاء الحيؾي مؽ قبل السزادا  Lebeaux et al .(2014)اليو 

عمى صشف السزاد الحيؾي ومقجار انتذاره في الؾسط وميكانيكية التعبيخ الجيشي لتكؾيؽ الغذاء 

او مقجار تأثيخ  عؽ مقجار تساسػ البكتخيا السكؾنة لمغذاء الحيؾي  الحيؾي مؽ قبل البكتخيا فزلاً 

عؽ مقاومة الغذاء وايزاً يؾي السخكبات عمى نسؾ البكتخيا خلاؿ الداعات الأولى مؽ تكؾيؽ الغذاء الح

 111و  51لؼ يلاحظ وجؾد فخوقات في ندبة التثبيط بيؽ التخكيديؽ كسا   .الحيؾي لبعض السخكبات

 مايكخوغخاـ/ مممتخ.
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 Cronobacterنمه بكتريا  فياختبار تأثير بعض العهامل الفيزيائية  4-11

sakazakii  

 اختبار تأثير درجات الحرارة  4-11-1
مؽ    C.sakazakiiنسؾ بكتخيا فيدرجة الحخارة  تأثيخ ( الى 66-4الشتائج في الذكل )أعيخت 

ؾ البكتيخي عشج حظ انخفاض الشسؾ ل اذ ،نانؾمتخ  611خلاؿ قياس الامتراصية عمى طؾؿ مؾجي 

 قابميتياتبايشت العدلات السعدولة مؽ الجـ في و ـ 07̊رنةً مع درجة الحخارة السثمى مقا ـ 55̊درجة الحخارة 

، 1515، 1519، 1510اقل امتراصية اذ بمغت ) B1 ،B2 ،B3 ،B5 ،B6كانت العدلة  اذالشسؾ  في

، اما العدلات  1519التي بمغت مقجار امتراصيتيا   B4مع العدلةمقارنةً عمى التؾالي  ( 1516، 1516

 مقارنةً مع  1517 بمغت امتراصية اقل  CSF3فقج كانت العدلة  ،الشخاع الذؾكيالسعدولة مؽ سائل 

، اما العدلات السعدولة مؽ عيشات (1561-1511)الامتراصية  مقجارلتي تخاوح االعدلات الأخخى 

( 0.04، 1515،  1519 ) اقل امتراصية فقج بمغت a A1  ،C1  ، C2 لعدلة ا كانت الحميب فقج 

 (.1516، 1515بمغت مقجار امتراصيتيسا ) التي( A1b   ،A1cبالعدلتيؽ )مقارنة اقل لتؾالي عمى ا

دلات لمع (1567- 1514) اذ تخاوح بيؽ قياس الامتراصية فتؼ   ̊ـ 65اما عشج درجة الحخارة 

مؽ سائل الشخاع البكتيخية السعدولة  ( في العدلات1501-1560بيؽ )و ، البكتيخية السعدولة مؽ الجـ

مقارنةً بجرجة الحخارة السثمى   مؽ عيشات الحميب( في العدلات السعدولة 1568-1561بيؽ )و الذؾكي، 

 (.1566-1508) بيؽ مقجار الامتراصية التي تخاوحت ºـ 07

ثؼ  ºـ  07كاف في درجة حخارة   C. sakazakiiلؾحظ مؽ الشتائج اف افزل نسؾ لعدلات بكتخيا 

، ولؼ يلاحظ وجؾد  اختلاؼ بيؽ  ºـ 55، ولؾحظ انخفاض الشسؾ عشج درجة حخارة  ºـ  65تمتيا درجة 
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،  65العدلات السعدولة مؽ مرادر سخيخية ومرادر الحميب مؽ ناحية نسؾىا في الجرجتيؽ الحخاريتيؽ 

 º 5ـ  55

 

  C. sakazakiiعزلات بكتريا   درجات الحرارة في نمه( تأثير 22-4شكل )
B  عزلات الدم : Blood   ,CSF عزلات سائل النخاع الذهكي :Cerebrospinal fluid  ,A1 حميب :Dialac 

 ,C1  حميب Allernova   Novolac , : C2  حميب Novolac AD  
 

في العدلات الدخيخية  Dالى اف قيسة   Nazarowec –White and farber (1997)اشار 

الغحائية اذ ة السادة ، وذلػ يعؾد الى طبيعت الغحائية في نفذ درجة الحخارةتكؾف اعمى ندبة مؽ العدلا

يؤدي الى زيادة مقاومة  الحميب السجففلسؾاد الرمبة والسؾاد الجىشية في العالي مؽ ا اف السحتؾى 

 البكتخيا لمحخارة العالية. 

  (%4951, 66, 5450, 56تكؾف بسقجار ) Dالى اف قيسة   Shaker et al. (2008)كسا أشار

اف تعخض البكتخيا لمسعقسات والحؾامض  اً مبيش ،عمى التؾالي ̊( ـ58, 56, 54, 56عشج درجة حخارة  )

 يةالسشغفات والسعقسات مداو  باستعساؿ D، واف قيسة مقاومتيا لمحخارة في حميب الخضع الباودر تقمل

في الخلايا السجيجة بالتبخيج واعمى مؽ الخلايا السجيجة بالحخارة والجفاؼ ولكشيا اقل مؽ  Dالى قيسة 

، كسا اشارت البحؾث الى اف السؾاد السحابة مثل ي قميل القيسة الغحائيةوسط غحائ الخلايا الشامية في
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Trehaloseوىحا مااشار اليو لية.العا خارة، تداعج عمى حساية الكائؽ الحي مؽ تأثيخ  الحChang et 

al. (2009)  اف سلالالة بكتخيا C.sakazakii BCRC 13988 في وسط التخبتؾف  يسكشيا الشسؾ 

مع  ̊ـ 45مذيخاً الى اف اعمى نسؾ كانت عشج  ̊،ـ (48-45بجرجة تتخاوح بيؽ )صؾيا الدائل 

% عشج 1581اختداؿ الشسؾ كمسا ارتفعت درجة الحخارة , اذ لاحظ حجوث الرجمة الحخارية لمبكتخيا بشدبة 

دبة دقائق فقج كانت ن 5دقائق و  11لسجة  46دقائق , في حيؽ بجرجة  11لسجة  ̊ـ 51درجة حخارة 

  .(% عمى التؾالي1567, 1551الرجمة )حجوث 

تعخض البكتخيا لمرجمة واف  ـ̊ 47تشسؾ عشج درجة حخارة    C. sakazakiiمذيخاً  الى اف بكتخيا

حخارة، واف تحسميا لم  مجةالحخارية يؤدي الى زيادة  تحسل البكتخيا لمحخارة العالية مسا يديج مؽ طؾؿ 

السجيخ لمبكتخيا السعاممة  ستعساؿحخارة مبيؽ ذلػ مؽ خلاؿ ايقمل مؽ تحسل ال ـ̊ 48زيادة الحخارة عؽ 

 . بخوتيشات الخلاياالسادة الشؾوية و  فيحخارياً  والحي يغيخ تأثيخ الحخارة 

كانت  C. sakazakiiفقج أشار الى اف العدلات الدخيخية لبكتخيا    Walsh et al. (2010)اما

 Druggan-Forsyth-Inversion( DFI) في وسط  ̊ـ 56, 55مقاومة لمحخارة عشج درجة اقل 

فقط في وسط   فكانت مقاومة ºـ 61اما عشج درجة  Trypton Soy Agar ( TSAووسط) الدائل

DFI، اذ تختمف عؽ العدلات البيئية في مقاومتيا الحخارة. 

  C. sakazakii DPC6529الى اف خدف سلالة بكتخيا   Huertas et al. (2015)كسا أشار

دورة لؾغارتسية مقارنة بالدلالة السظفخة مذيخاً  5دقيقة يختدؿ نسؾىا بسقجار  6565لسجة  ـ ̊ 58بجرجة 

 Outerو  Ribosome Maturation Protien (RimP)طفخات تعؾد الى 11الى  7الى وجؾد 

membrane Prolin L (OmpL) اذ اف غياب الجيؽ  ،رة العاليةخاالسدؤولة عؽ تحسل البكتخيا لمح
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ompL   يؤدي الى غيابCys و Glutathione  الى  اً مبيش لمحخارةمسا يجعل البكتخيا اكثخ حداسية

 . ضج السعاملات الحخارية تؤدي الى ثباتيتيا الكبخيتية في البخوتيشات وجؾد الخوابط اف 

 

 C.sakazakiiنمه بكتريا  في pHالهيدروجيني  رقمالاختبار تاثير  4-11-2
 C.sakazakiiنسؾ بكتخيا  فيالييجروجيشي  خقؼال( الى تأثيخ 60-4أعيخت الشتائج في الذكل )

مقارنة مع  4الييجروجيشي  خقؼالعشج الامتراصية اذ لؾحظ انخفاض ، مؽ خلاؿ قياس الامتراصية

امتراصية اقل  B4وقج بيشت العدلات السعدولة مؽ الجـ اذ كانت العدلة  ، الييجروجيشي الستعادؿ الخقؼ

( اما العدلات 1569-1514)الامتراصية  مقجارالتي تخاوح  مقارنة بالعدلات الأخخى  1510 وبمغ

( 1516اذ كانت ) امتراصيةاقل   CSF6السعدولة مؽ سائل الشخاع الذؾكي فقج كانت العدلة 

( اما العدلات البكتيخية السعدولة 1561-1516) الامتراصية مقجارالعدلات الأخخى فقج تخاوح بمقارنة ً 

والتي مقارنةً  ببقية العدلات  1516اذ كانت امتراصية اقل  A1aمؽ عيشات الحميب فقج كانت العدلة 

 .(1566-1510) تخاوح بيؽ

-1515اذ تخاوح بيؽ )الامتراصية ارتفاع   يشت الشتائجب فقجالييجروجيشي القاعجي،  خقؼالاما عشج 

( لمعدلات السعدولة مؽ سائل الشخاع 156-1564بيؽ )و كتيخية السعدولة مؽ الجـ لبعدلات ا( لم1567

الييجروجيشي الستعادؿ اذ  خقؼالمقارنةً ب عيشات الحميب( لمعدلات السعدولة مؽ 1566-154)و الذؾكي

 .(1546-1569) بيؽ تخاوحت مقجار الامتراصية 

ثؼ  7كاف    C. sakazakiiالييجروجيشي الأمثل لشسؾ عدلات بكتخيا  الخقؼاذ أعيخت الشتائج اف 

 ، ولؼ يلاحظ وجؾد 4الييجروجيشي  خقؼالفيسا لؾحظ انخفاض الشسؾ عشج  9الييجروجيشي  الخقؼتمتو 
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 رقؼبيؽ العدلات السعدولة مؽ مرادر سخيخية ومرادر الحميب مؽ حيث قابميتيا في الشسؾ في  اختلافا

 .  ىيجروجيشي معيؽ

 

 C. sakazakiiبكتريا  الهيدروجيني في نمه عزلات رقمال( تاثير 23-4الذكل )
B  عزلات الدم : Blood   ,CSF عزلات سائل النخاع الذهكي :Cerebrospinal fluid  ,A1 حميب :Dialac 

 ,C1  حميب Allernova   Novolac , : C2  حميب Novolac AD 
 

يؤدي  0ييجروجيشي ال الخقؼالى اف التعخض الى   Edelson –Mammel et al. (2006)أشار 

وقج ترل ، ساعات 5دورات لؾغارتسية خلاؿ  4 بسقجار   C. sakazakiiالى انخفاض اعجاد بكتخيا 

 و  Foster (1991) في حيؽ اشار .الى اف ذلػ يعؾد الى نؾع الدلالةلؾغارتسية مذيخا ً دورات  6الى 

  Phan-Thanh et al. (2000) الحامزي يعؾد  الى الييجروجيشي  لمخقؼالبكتخيا   الى اف تحسل

او حجوث تغيخ في طبيعة  وجؾد عجد مؽ السيكانيكيات الفدمجية ومشيا بخوتيشات الرجمة الحامزية

قج يعؾد الى امتلاؾ عامل سكسا الحي يشغؼ  اوؾاججة في الغذاء الحيؾي لمبكتخيا. الاحساض الجىشية الست

تخجسة  مؽويلاحظ ىحا ، rpoSيجعى  اً العامل جيش اذ يذفخ ليحاؾضة في البكتخيا عسمية تحسل الحس

 .Asid Shock Protien (ASP)   (Kim et al., 2012)الحامزيبخوتيؽ الرجمة 
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 الى عجـ وجؾد تثبيط لمخلايا البكتيخية عشج تشسيتيا في Kim et al. (2010b)في حيؽ أشار 

  Hoeflinger and Miller (2017)اما . 056ىيجروجيشي مقجاره  بخقؼوسط التخبتؾف صؾيا الدائل 

ىيجروجيشي يتخاوح رقؼ ي اف تشسؾ ف تدتظيع  C. sakazakii 29544الى اف سلالة بكتخيا أشار فقج 

الؾسط الدرعي  نقيع القمب استعساؿ عشج  4 الييجروجيشي لخقؼاولاتدتظيع الشسؾ في  ،(8-5بيؽ )

  .والجماغ الدائل

 Molecular detection of geneالكذف الجزيئي عن الجينات  4-11 

تخلاص الاسعجة  باستعساؿ C. sakazakii (CSF4)بكتخيا لعدلة  الكمي DNAاستخلاص  بعج

بادئ  باستعساؿو  CSF4في العدلة   flgJجيؽ التؼ الكذف عؽ ، و  Promegaشخكة قبل السجيدة مؽ 

Primers خاصة لبكتخياC.sakazakii   جيؽمل اً معيش تدتيجؼ تدمدلاً التي و flgJ  معخفة لغخض

 .  (24-4كسا في الذكل ) يحا الجيؽل امتلاؾ العدلة

 

مجين ل  Primer بادئ باستعمالC. sakazakii (CSF4)    بكتريا لةلعز  RT-PCRناتج تفاعل  (24-4)شكل 
flgJ  زوج قاعدة 55بهزن جزيئي      

ودوره  flgJ جيؽتستمػ ال  C. sakazakiiبكتخيا مؽ اف   Hartmann et al. (2010) ىؾ مأكجه

تكؾيؽ الغذاء الحيؾي لترل الى  في   C. sakazakii، اذ تدداد قابمية بكتخياتكؾيؽ الغذاء الحيؾي  في

 . غيخ الحاوية عمى الجيؽ% في حالة احتؾائيا عمى الجيؽ مقارنةً بالخلايا 84
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اذ تؼ   RT-PCRجياز التقجيخ الكسي  باستعساؿ CSF4 لةفي العد  zpxكسا تؼ الكذف عؽ جيؽ 

 والتي C. sakazakiiخاصةً لبكتخيا   Primersبؾادئ  باستعساؿاجخاء التفاعل التزاعفي لمجنا و 

 (.65-4ىحا الجيؽ كسا في الذكل ) امتلاؾ العدلةلغخض معخفة  zpxجيؽ مل اً معيش تدتيجؼ تدمدلاً 

 

بادئ  باستعمال  C. sakazakii  (CSF4)بكتريا ةلعزل RT-PCR( ناتج تفاعل 25-4الذكل )
Primer   لجينzpx  زوج قاعدة  94ذو الهزن الجزيئي 

 zpxجيؽ   C. sakazakiiالى امتلاؾ بكتخيا Kothary et al. (2007)وىحا ما أشار اليو 

 .% ويعتسج ذلػ عمى نؾع الدلالة99بشدبة 

 Cronobacter لبكتريا  flgJ, zpxحداب مدتهيات التعبير الجيني لمجين  4-12

sakazakii  
   C .sakazakii افي بكتخي flgJ, zpxلمجيؽ  Gene Expressionلحداب التعبيخ الجيشي 

 يشيؽلمج Cycler  Threshold  (CT) كجيؽ محافظ وحدبت قيسة16S rRNA جيؽ الباستعساؿ 

  .الديظخةفي كل معاملات التجخبة ومجسؾعة السحافظ لمجيؽ  CT قيؼ   باستعساؿ

 flgJالمركبات ذات المرادر الطبيعية  في تعبير الجيني لمجين بعض تأثير   4-12-1
، Citral ،Curcumin،Inulin)درس تأثيخ السخكبات ذات السرادر الظبيعية

Resveratrol, ،Trans-cinnamaldhyde) جيؽ مفي مقجار التعبيخ الجيشي لflgJ اذ تذيخ الشتائج ،
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بعج معاممة  flgJجيؽ ال( الى وجؾد تبايؽ في مدتؾيات التعبيخ عؽ 6( وممحق )66-4في الذكل )

الى خفض التعبيخ  SMICبتخكيد   Curcuminاذ ادى مخكب   CSF4معدلةل C. sakazakiiبكتخيا 

 ,Citral Inulinمقارنةً مع معاممة الديظخة اما مخكب ) Folding Change 156الجيشي الى 

Resveratrol,  Trans-cinnamaldhyde,جيؽ الالى زيادة  التعبيخ عؽ  ى(. فقج أدflgJ   لتبمغ

(1656 ،6157 ،1954 ،650 )Folding Change مقارنةً مع معاممة الديظخة  عمى التؾالي 

Folding change  1. 

 
 .Cفي العزلة  flgJ جينمل المركبات ذات المرادر الطبيعية في التعبير الجينيبعض تأثير  ( 26-  4شكل )

sakazakii (CSF4). 
 zpxتعبير الجيني لمجين التأثير المركبات ذات المرادر الطبيعية  في   4-12-2

 ،Citral ،Curcumin ،Inulin)درس تأثيخ السخكبات ذات السرادر الظبيعية 

Resveratrol ،Trans-cinnamaldhyde) جيؽ مفي مقجار التعبيخ الجيشي لzpx تذيخ الشتائج ، اذ

بعج معاممة   zpxجيؽ ال( الى وجؾد تبايؽ  في مدتؾيات التعبيخ عؽ 0( وممحق )67-4في الذكل )

، Citral ،Curcumin  (اذ أدى استعساؿ كل مؽ السخكبات ،(CSF4)لمعدلة  C. sakazakiiبكتخيا 

0

5

10

15

20

25

Fo
ld

in
g 

ch
an

ge
  

 المركبات ذات المصادر الطبيعية   



                                                                                      النتائج والمناقشة                                                                                                            
 

88 

Inulin،Resveratrol ،Trans-cinnamaldhyde جيؽ ال( الى زيادة التعبيخ عؽzpx  ليبمغ

(6150 ،1857  ،6959 ،0451 ، 1159 )Folding Change  مقارنةً بسجسؾعة الديظخة عمى التؾالي

Folding change  1 . 

 

لعزلة  zpx جينمالمركبات ذات المرادر الطبيعية في التعبير الجيني ل بعض ( تأثير27-4شكل )
C. sakazakii (CSF4). 

،  C. sakazakii (CSF4)في العدلة  zpx جيؽ مالجيشي للؾحظ مؽ الشتائج ارتفاع ندبة التعبيخ 

-Transكاف اكثخ تأثيخاً  في زيادة التعبيخ الجيشي في حيؽ كاف مخكب   Resveratrolاف مخكب و 

cinnamaldhyde  يعؾد الى الريغة التخكيبية قج  اقل مخكب تأثيخاً في زيادة التعبيخ الجيشي وذلػ

 Shi et al. (2017)أشار في حيؽ  فعالة تديج مؽ التعبيخ الجيشي . لمسخكب ومايحتؾيو مؽ مجاميع

اعتساداً  flgJ ،flgD  ،fliDبعض جيشات الزخاوة ومشيا جيؽ تثبيط   في  Citralالى تأثيخ مخكب 

ؾاط ووعيفتيا الاستخميق  فيالتثبيظية الى تأثيخه   Citral، وتعؾد فعالية مخكبعمى تخكيد السخكب

  .عؾامل الزخاوة ومشيا الحخكة فيإشارات استذعار الشراب والتي بجورىا تؤثخ  فيفزلًا عؽ تأثيخه 
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في تثبيط حخكة الدباحة   Trans-Resveratrolالى فعالية مخكبأشار  Lee et al. (2013) اما

فزلًا عؽ تثبيط جيشات (QS) الى تثبيط العجيج مؽ جيشات ادراؾ الشراب  ويعؾد ذلػ والانثياؿ 

 . (flhD)   ،FimA ،fimH ،motBالحخكة

اهرتي في ظ  flgJجينمفي التعبير الجيني ل  Trans-cinnamaldhydeتأثير مركب  4-12-3
 C. sakazakii (CSF4)لمعزلة    Swarmingوالانثيال   Swimmingالدباحة 

 واشارت flgJ جيؽمفي مقجار التعبيخ الجيشي ل Trans-cinnamaldhydeدرس تأثيخ مخكب 

  flgJجيؽ موجؾد فخوقات في مدتؾيات التعبيخ الجيشي ل الى  (5( وممحق )28-4في الذكل ) الشتائج

بتخكيد  Trans-cinnamaldhydeبسخكب ، CSF4لمعدلة   C. sakazakiiابعج معاممة بكتخي

SMIC جيؽ ال، اذ لؾحظ انخفاض التعبيخ عؽflgJ  في عاىخةSwarming   1514الىFolding 

change   مخكب  استعساؿمقارنةً مع معاممة الديظخة  في حيؽ كافTrans-cinnamaldhyde 

 10565الى   Swimmingفي عاىخة  flgJأدى الى زيادة  التعبيخ عؽ جيؽ  SMICبتخكيد 

Folding Change  مقارنة بسعاممة الديظخة Folding change  1   

 

 

 

 

 

 

في ظاهرتي السباحة   flgJجين لفي التعبير الجيني ل  Trans-cinnamaldhyde( تأثير مركب 28-4شكل ) 

Swimming   والانثيالSwarming     للعزلةC. sakazakii (CSF4). 
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الى اف استعساؿ التخاكيد السشخفزة   Amlardjou and Venkitanarayanan (2011b)أشار

وبالتالي غيخ   C. sakazakiiقج تكؾف غيخ مثبظة  لشسؾ بكتخيا  Trans-cinnamaldhydeلسخكب 

  مثبظة لعؾامل ضخاوة الزخاوة ومشيا الحخكة .

 في ظاهرتي  zpxجين مفي التعبير الجيني ل Trans-cinnamaldhydeتأثير مركب  4-12-4

 C. sakazakii (CSF4)لمعزلة    Swarmingوالانثيال  Swimmingالدباحة 

 واشارت, zpxجيؽ مفي مقجار التعبيخ الجيشي  ل Trans-cinnamaldhydeدرس تأثيخ مخكب 

بعج  zpx( الى عيؾر مدتؾيات متبايشة في التعبيخ عؽ جيؽ 6( وممحق )29-4في الذكل )الشتائج 

في عاىخة  zpx، اذ أدى الى زيادة التعبيخ عؽ جيؽ CSF4لمعدلة   C.sakazakiiمعاممة بكتخيا

Swarming  تخكيد  استعساؿعشجSMIC  0.1لترل الىFolding change   في عاىخة و

Swimming   4458الى folding change مقارنةً مع معاممة الديظخةFolding Change 1  . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تعتسج عمى   Swarmingفي عاىخة  Trans-cinnamaldhydeلؾحظ مؽ الشتائج تأثيخ مخكب 

 بالسعاممة في كلا الجيشيؽ.  Swimmingنؾع الجيؽ في حيؽ لؼ تتأثخ عاىخة 

في ظاهرتي  zpxفي التعبير الجيني لجين   Trans-cinnamaldhyde( تأثير مركب 29-4شكل )
 .C. sakazakii (CSF4)لمعزلة    Swarmingوالانثيال  Swimmingالدباحة
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العجيج في يؤثخ  Trans-cinnamaldhydeالى اف مخكب   Amalardjou et al. (2014)اشار

، مذيخاً الى اف ذلػ يعتسج عمى  flgJ  ،fliD  ،flhDمؽ عؾامل الزخاوة ومشيا جيشات الحخكة مثل 

 ثخ تأثيخاً مؽ التخاكيد السشخفزةالتخاكيد السدتعسمة فالتخاكيد العالية تكؾف اك

-Transالى اف مخكب and Venkitanaryana (2011a)  Amalardjou كسا أشار

cinnamaldhyde  ضسشيا  يؤثخ في العجيج مؽ الجيشات التي تذتخؾ في تكؾيؽ الغذاء الحيؾي ومؽ

مؽ  دور في تثبيط تكؾيؽ الغذاء الحيؾي  Trans-cinnamaldhydeسخكب لماذ كاف ،  flgJجيؽال

ؾاط والاتراؿ مابيؽ خلايا وخلايا أخخى فزلًا سالاخلاؿ تثبيط تكؾيؽ الدكخيات الستعجدة ، وتكؾيؽ 

 التعبيخ عؽ العجيج مؽ الجيشات. فيعؽ تأثيخه 

التخكيد  ستعساؿالى اف ا Amalaradjou and Venkitanarayanan (2011 b)كسا أشار 

 .Cيعسل عمى خفض مقاومة بكتخيا  Trans-cinnamaldhydeلسخكب  SMIC تحت السثبط 

sakazakii  فييخ ، وجفاؼ وذلػ مؽ خلاؿ التأثلغخوؼ البيئة مؽ درجة حخارة، واس ىيجروجيشي 

 .بعض الجيشات

 Hoeflinger )جيؽ  41قج يعدى ندبة الديادة في التعبيخ الجيشي الى امتلاكيا اسؾاط يتحكؼ بيا 

and Miller ., 2017) . بخوتيؽ 61 حؾالي والحي يشتج عؽ تذفيخىا Haiko and Westerlund-

Wikstrom (2013)   ،الجيشات برؾرة دائسية ، اف التعبيخ الجيشي  في  مسا يؤدي الى اختلاؼ

في انتاج بخوتيؽ معيؽ ويكؾف  عشياسيكانيكية معيشة يتؼ التحكؼ بالديادة والشقراف لمتعبيخ ب تعبخ

الغخض الخئيدي والشيائي مشيا اف تدتسخ البكتخيا في السعيذة ومقاومة الغخوؼ السحيظة بيا وخاصةً 

  يا السؾاد الكيسيائية التي تشتذخ في بيئتيا . غخوؼ غيخ السلائسة والتي تؤدي الى حجوث اجياد ما ومشال
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 Conclusions and Recommendationsالاستنتاجات والتوصيات 

  Conclusions الاستنتاجات

عمى الحركة واحداث ظاهرتي الانثيال    C.sakazakiiأظهرت الدراسة قدرة البكتريا .1

Swarming   والدباحةSwimming  لًا عن تكهين الغذاء الحيهي فزBiofilm   وإنتاج

 .Protease انزيم البروتيز

 ( Citral،Curcumin ،Inulin  ،Resveratrol) أظهرت السركبات ذات السرادر الطبيعية .2

ستعسال التراكيز السرتفعة ، اوبشدب متفاوتة ب  C. sakazakiiتثبيط نسه بكتريا فعاليتها في 

ستعسال اكفاءته في تثبيط نسه البكتريا ب فقد أظهرت  Trans-cinnamaldhydeاما مركب 

 .التركيز العالية والسشخفزة

،  Citral،Curcumin ،Inulin  ،Resveratrol)كفاءة السركبات ذات السرادر الطبيعية   .3

Trans-cinnamaldhydeالدباحة اكثر من ظاهرة الانثيال ( في تثبيط ظاهرة . 

بعض في تثبيط  فعالية ( Trans-cinnamaldhyde ،Citral  ،Inulin) اتأظهرت السركب .4

  Curcumin( اكثر من مركب م البروتيز وتكهين الغذاء الحيهي انتاج انزيالزراوة ) عهامل

  Resveratrol.و

نةً مع درجة مقار  والسشخفزةعشد درجات الحرارة العالية    C. sakazakiiبكتريا تأثر نسه  .5

 .فزلًا عن تأثرها بالرقم الهيدروجيشي الحامزي  مº 37الحرارة السثمى 

 .%111وبشدبة   flgJو  zpxكل من جين    C .sakazakiiبكترياعزلات  امتلاك  .6

 لمسركبات ذات السرادر الطبيعية  SMIC أظهرت الدراسة الحالية تأثير التركيز تحت السثبط .7

(Citral،Curcumin  ،Inulin  ،Resveratrol  ، Trans-cinnamaldhyde  ) في 
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فقد كان لسركب الكركسين  (CSF4) في العزلة   zpxو flgJ التعبير الجيشي لكل من الجين .8
 .zpx و زيادة التعبير عن جينflg J  تأثير في خفض التعبير الجيشي لجين

و   flgJفي مدتهى التعبير الجيشي لكل من جينTrans-cinnamaldhydeتأثير مركب  .9

zpx   في ظاهرتي الدباحةSwimming   والانثيالSwarming  . 
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   Recommendationsالتوصيات 

،  Citral  ،Curcumin  ،Inulinالسركبات ) اجراء دراسات حهل تاثير .1

Resveratrol  ،Trans-cinnamaldhyde  في داخل الجدم الحي )(In vivo) 

،  Citral  ،Curcumin  ،Inulinالسركبات ) اجراء  تجارب عن تاثير .2

Resveratrol  ،Trans-cinnamaldhyde . في جيشات مقاومة العروف البيئية ) 

 Citral  ،Curcumin  ،Inulin  ،Resveratrolالسركبات ) اجراء تجارب عن تاثير .3

 ،Trans-cinnamaldhyde  من قبل بكتريا  التهكديشات(  في انتاجC. sakazakii  

خمط السركبات ذات السرادر الطبيعية  مع السزادات الحيهية ودراسة فعاليتها في  .4

 تثبيط البكتريا . 
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Summary 

In the present study aimed  to detect the effect (Citral, Curcumin,  

Inulin, Resveratrol  , Trans-cinnamaldhyde) compound on C. sakazakii  growth. 

Seventeen isolate was calculated from previous study its included (6 from 

blood isolate (B), 6 from cerebrospinal fluid  isolate (CSF), 3 from Dialac 

milk (A1), from Novolac Allernova milk, (C1) 1 from Novolac AD milk  

(C2)). and cultured on MacConkey and Trypton soy agar (TSA), as well as 

dignostics using 16S rRNA gene and result showed that all isolate was rturned 

to C. sakazakii  .  

This  study to detecte  some virulence factor of C. sakazakii The result  

showed  that all isolate could motility and swimming  on diameter range (17-

79) mm  and  swarming on diameter rang (4-64)mm , and to produce protease 

on diameter range  (8-30) mm, and forming biofilm by microtiter plate 

method. 

The study effect of ( Citral, Curcumin,  Inulin, Resveratrol, Trans-

cinnamaldhyde) compound on C. sakazakii (A1b, B4 , CSF4) isolate  at (1,   

10,  100) microgram/ml  concentration  the result showed that all compounds 

could to inhibite isolate by uses high concentration, while Trans-

cinnamaldhyde  used coulde to inhibate isolate by high and low concentration. 

And the study of effect (Citral, Curcumin,  Inulin, Resveratrol, Trans-

cinnamaldhyde) compound on swimming and swarming motility of C. 

sakazakii (A1b, B4,  CSF4) isolate, the result showed that all compound  

could to inhibite  isolate  on different ratio depended on type of compound  

and concentration. 

And was studied  effect of  (Citral, Curcumin,  Inulin,  Resveratrol, 

Trans-cinnamaldhyde) compound on other virulence factor such as protease 
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II 

production on  (A1b,  B4, CSF4) isolate,  and the result showed different of 

effect depended on type of isolate and  compound concentration. 

 And  result showed effect of all compound on C. sakazakii  (A1b, B4, 

CSF4) isolate biofilm formation   at low and high concentration. And was 

studied  effect of different environment factors such as  temperature  and PH . 

The different  temperature degress  showed effect on C. sakazakii (Blood, 

Cerebrospinal fluid, milk) isolate and result showed  at 55 Cº  was effect   to 

reduce growth bacteria compared on 37 Cº and 25 Cº . 

While study effect of pH on C. sakazakii was studied isolates result 

showed reduce growth at PH: 4 compared with PH 7 and PH 9 . 

Some of the virulence  genes of C. sakazakii were diagnosed  such as 

zpx gene and flg J gene and the result the precence  of these genes  on 100% in 

CSF4 isolate.  

This study effect of (Citral,  Curcumin, Inulin, Resveratrol, Trans-

cinnamaldhyde) in amount gene expression of flgJ gene  and showed the result 

to  found variation in flgJ gene expression   in C. sakazakii (CSF4) isolate 

result showed  the curcumin reduced flgJ gene expression to 0.2 folding 

change compared with control and other compound .  

The result of effect (Citral  ,  Curcumin  ,  Inulin  ,  Resveratrol  ,  Trans-

cinnamaldhyde) at SMIC  on zpx gene expression was variation amount gene 

after C. sakazakii (CSF4) isolate  treatment  and caused to increase zpx  gene 

expression compared with control.  

And the study effect of Trans-cinnamaldhyde at SMIC on  flgJ gene 

expression  of swimming and swarming media , the result showed to found 

variation in flgJ gene expression after C. sakazakii (CSF4) treatment   it was 

caused to reduce flgJ gene expression on swarming isolate to 0.14 folding 
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change compared with control  ,  and result showed to increase swimming 

isolate to 13.65 folding change compared with control .  

While effect Trans-cinnamaldhyde  at SMIC on zpx gene expression on 

swarming and swimming media  after C. sakazakii (CSF4) isolate treatment  it 

was increased zpx  gene expression on swarming and swimming isolate  

compared with control.  
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