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 الخلاصة

منطقة الفم  وتشخٌصها منStreptococcus mutansبكترٌا الى عزل هدفت هذه الدراسة

لنبات الزنجبٌل ضد خلاٌا  المثٌلً وماحول الاسنان وتقٌٌم الفعالٌة التثبٌطٌة للمستخلص الكحولً

تضمنت الدراسة محورٌن: المحور وضد تكوٌن طبقة الغشاء الحٌوي، اذ  S.mutansبكترٌا 

ٌن بأمراض الفم وماحول من المرضى المصاب S.mutansالاول:عزل وتشخٌص بكترٌا 

المستوصف الصحً لحً الحر والمستشفى التعلٌمً لطب الاسنان فً  الاسنان الذٌن راجعوا

 Mitis- salivariusوالاوساط الانتخابٌةاكار الدم جامعة كربلاء وزرعت العٌنات على وسط 

Bacitracin agar (MSB)وTrypone yeast extract cysteine sucrose bacitracin 

agar(TYCSB) وبعد هرٌة للخلاٌا المصبغة والفحوصات المجواعتمادا على الصفات الزرعٌة

 .S.mutansمن بكترٌا  عزلة18اجراء الفحوصات الكٌموحٌوٌة امكن عزل وتشخٌص

المحور الثانً تضمن تقٌٌم الفعالٌة التثبٌطٌة للمستخلص الكحولً لنبات الزنجبٌل 

ساسٌة البكترٌا تجاه واوضحت النتائج حملغم/مل (50،100،150 ،25،(12.5ة وبالتراكٌزالاتٌ

مابٌن (ملم وتراوحت مناطق التثبٌط 23اعلى قطر تثبٌط ) 150اظهر التركٌز  المستخلص اذ

 % .12.5حٌث بلغت قٌمته  MICتم حساب التركٌز المثبط الادنى  ، وكذا(ملم 23-7.6)

 Congoredوبعد ذلك تم اختبار قابلٌة البكترٌا على تكوٌن الغشاء الحٌوي بأستخدام طرٌقة 

agar ة بٌنما كانت نسب زلات البكتٌرٌة كانت منتجة لهمن الع  72.2 %واوضحت النتائج ان

 .% لم تكن منتجة للغشاء الحٌوي16.6% و11.1تً اعطت انتاج بكمٌة متوسطةالعزلات ال

من خلال تقدٌر Biofilmتم اختبار الفعالٌة التثبٌطٌة لنبات الزنجبٌل ضد تكوٌن الغشاء الحٌوي 

وبٌنت  وبعده ام المستخلص الكحولً لنبات الزنجبٌلداستخقبل  gtfBالكمٌة التعبٌرٌة لجٌن 

 25 اظهرت التراكٌز ) ستخلص ضد تكوٌن الغشاء الحٌوي اذلتثبٌطة العالٌة للمالنتائج الفعالٌة ا

تثبٌطا ملحوظا واظهر % 12.5معدلات تثبٌط واضحة بٌنما لم ٌظهر التركٌز %( 50،100 ،

 على التوالً.% ( 50،25ن )التركٌزا % اعلى معدل تثبٌط ثم تلاه100التركٌز 

ترٌا وضد تكوٌن للزنجبٌل فعالٌة تثبٌطٌة عالٌة ضد البكوفً ضوء ماقدمته الدراسة نستنتج ان 

 جعل منه علاجا فعالا لامراض الفم وماحول الاسنان.الغشاء الحٌوي مما ٌ
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 Introductionالمقدمة 

هو مرض التهابً ٌؤدي و من الامراض الشائعة Dental cariesٌعد مرض تسوس الاسنان  

 (.Toder,2008والعاج ) سنان وتحطٌم موضعً لطبقتً المٌناالى تلف الهٌكل الصلب للا

م البالغٌن %من اطفال المدارس ومعظ60-90حصائٌات العالمٌة الى ان حوالً الاوقد أشارت 

الذي ٌعد مرضا شائعا فً اقطار اسٌا وامرٌكا اللاتٌنٌة ٌعانون من هذا المرض 

(Brownetal.,2000 وتعد الاحٌاء المجهرٌة وبالاخص البكترٌا جزءا اساسٌا من مكونات،)

فر ظروف معٌنة مثل اا تصبح مرضٌة عند توالنبٌت الطبٌعً لتجوٌف الفم الا انه

Streptococcus,Actinomyces ,Staphylococcus ,Veillonella ,Prevotella 

,Neisserina .وغٌرها 

الى ان من اكثر الانواع ارتباطا بتسوس الاسنان بكترٌا Samaranayake,(2006)واشار

وٌكمن دورها فً احداث التسوس فً المراحل  Streptococcus mutansالعقدٌة الطافرة 

الى  endocarditisالاولى لنشوئه بالاضافة الى كونها مصدرا لاصابات بطانة القلب الداخلٌة 

التً تشمل قدرتها على تكوٌن الغشاء الحٌوي تلاكها للعدٌد من عوامل الضراوة ام

biofilmوقابلٌتهاعلى ( ًتصنٌع عدٌد السكرٌد الخارجglucanم ) انزٌماتن 

(GTFs)glucosyltransferases بالاضافةالى انتاج الحامض ،acid production  وتحمل

 acid tolerance(.Islam etal.2012.)ذلك الحامض 

ن وجود السكروزفً الفم ٌعمل على اختلال التوازن فً النبٌت الطبٌعً مما ٌؤدي الى تحفٌز إ

ذه تتفاعل ه إذ ،Lactobacillusو Actinomycesو S.mutansانواع بكتٌرٌة معٌنة مثل 

وتفرز مواد خارج خلوٌة مثل الكلوكان ،بروتٌنات واحماض نووٌة  الانواع وترتبط مع بعضها

تحفز التصاق وتماسك البكترٌا المكونة لها مما ٌؤدي الى تكوٌن طبقة قوٌة ومتماسكة تدعى 

انزٌمات تعد ، و ( Biofilm))(Selvanetal.,2011)الغشاءالحٌوي 

GTFsglucosyltransferases المسؤولة بصورة رئٌسٌة عن عملٌة تكوٌن الغشاء الحٌوي من

 خلال انتاج مادة الكلوكان  المسؤول عن التصاق البكترٌا على سطوح الاسنان ونفوذ المواد

 (.Koo etal.,2010للطاقة وٌعطً حماٌة للخلٌة .) خلال الغشاء الحٌوي وٌعد احتٌاطٌا  

عادة ماتستخدم معاجٌن الاسنان وغسولات الفم الحاوٌة على الفلوراٌد والمضاد الحٌوي 

Chlorohexidines  لمنع التسوس الا انه لوحظ ان لهذه المواد بعض الاثار السلبٌة مثل

احتوائها على مواد سمٌة او انها تكون سببا فً حدوث بعض الامراض مثل الحساسٌة وهشاشة 

 (.Selvan etal.2011لى الاضرار العصبٌة )العظام بالاضافة ا

منتجات ام النباتات ذات الفائدة الطبٌة بوصفها لجأت الكثٌر من الدراسات الحدٌثة الى استخد

ومن هذه النباتات نبات  رٌا المسببة لهتسوس الاسنان والقضاء على البكت بدٌلة للوقاٌة من

 ل بفعالٌته العلاجٌة  منذ القدم فهو وقد عرف نبات الزنجبZingber officinaleٌالزنجبٌل 
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انٌة ومضاد للاحٌاء ذو تأثٌر على الخلاٌا السرطومضاد للالتهابات، ومضاد للاكسدة ، 

وزٌوت  gingerols  ،shagaolsفعالة مثل ال مركباتال العدٌد من ٌحتوي علىالمجهرٌة ، إذ 

 طٌارة.

تقٌٌم فعالٌة نبات الزنجبٌل ضد تكوٌن طبقة الغشاء الحٌوي   لذلك جاءت هذه الدراسة بهدف

 :من خلال المحاور الآتٌة S.mutansلبكترٌا العقدٌة الطافرة 

 . وتشخٌصها منطقة الفم والاسنان عزل البكترٌا من1.

 .biofilmاختبار قابلٌتها على تكوٌن طبقة الغشاء الحٌوي 2.

المستخلص الكحولً استخدام قبل  RT-PCRمن خلال تقنٌة  gtfBتقدٌر الكمٌة التعبٌرٌة لجٌن3.

 لنبات الزنجبٌل وبعدها.
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 Oral diseasesامراض الفم 1-2

( dental cariesتشمل امراض الفم العدٌد من الحالات المرضٌة منها تسوس الاسنان)

ماحول الاسنان امراض تصٌب الانسجة وامراض  (periodontitisوالتهابات ماحول السن )

ن ا بحدوث ناؾ وفقدان الاربةة مابٌن الاسناالتً تتمٌجاا  العممٌة المحٌةة بالاسنان والا

اُزٜبة اُِضخ ٣ٌٖٔ رص٤٘ق أٓشاض ٓب ؽٍٞ اُسٖ إ٠ُ هس٤ٖٔ سئ٤س٤٤ٖ ٛٔب ٝ،والنسٌج 

Gingivitisٝ ٖاُزٜبة ٓب ؽٍٞ اُسPeriodontitis  ، ّٝهذ ص٘لذ ٛزٙ الأٓشاض إ٠ُ أهسب

اٝ Aggressiveٝشذ٣ذح  Chronicٓضٓ٘خ إ٠ُ ؽبلاد ٣ٌٖٝٔ رص٤٘لٜب . Subdivisionsأخشٟ 

          إ٠ُ سوٞط الأس٘بٕ. ٓؤد٣خ   Generalized. ٝاخشٟ ػبٓخLocalizedؽبلاد ٓٞضؼ٤خ

         . (Pihlströmet al., 2005) 

 Bhatavadekar andفً اؼلب الاحٌان نتٌجة لاصابات بكتٌرٌة ) هذه الامراض تحدثو

Williams,2009ة الجرثومٌة )حالمتواجدة فً اللوٌ ( ، خاصة الانواع البكتٌرٌةdental 

plaque( والتً تؤثر على الانسجة المحٌةة والداعمة للسن)Loesche,2000 تنتشر (، إذ

الاشخاص الذٌن ٌعانون من  بعض تكون اكثر التهابا وانتفاخا عندالتً شقوق اللثة البكترٌا فً 

 (.Marsh and Martin,2009الحمل والبلوغ )ترة اضةرابات هرمونٌة فً ف

الى ان بعض الانواع البكتٌرٌة ؼٌر الضارة تتحول الى مسببات Darling ,(2007)واشار

مرضٌة بسبب عاملٌن مهمٌن هما التؽٌر الكلً فً التواان البكتٌري واٌادة نسبة البكترٌا 

أُسؤُٝخ اُٞؽ٤ذح ٝأُجبششح ػٖ رِق إ اُجٌزش٣ب ٤ُسذ الا ،  السالبة لصبؽة ؼرام اللاهوائٌة

اٗسغخ ٓب ؽٍٞ اُسٖ، كوذ ٣شعؼزُي ٗز٤غخ كؼب٤ُخ ا٤ٌُٔب٤ٌ٤ٗبد اُٞهبئ٤خ ٝاُذكبػ٤خ ُِٔض٤ق ٓضَ 

 ,.Graveset al).اُز٢ ٣ٌٖٔ إٔ رؤد١ إ٠ُ رِق أٗسغخ أُض٤قؾش٤ًبد اُخ٣ِٞخٝاُ الإٗض٣ٔبد

2008 ; Van Dyke, 2007)ـشبء اُؾ١ٞ٤ ٣ٌٖٞ اُجٌزش٣ب ٣ُِجذا ٖٓ ر .  ُزُي كبٕ ٗشٞء أُشض

Biofilm)) اُز١ ٣ؤد١ ا٠ُ رؾل٤ض دكبػبد أُض٤ق ٓؤد٣ب ا٠ُ ر٘ش٤ظ اُخلا٣ب الاُزٜبث٤خ اُز٢ ر٘زظ

اُز٢ رسبْٛ ُِجشٝر٤ٖ  ٝاُجشٝسزٌلاٗذ٣٘بد ٝالاٗض٣ٔبد اُؾبُخؾش٤ًبد اُخ٣ِٞخبُاُٞسبئظ الاُزٜبث٤خ ً

 ٕ  ٝإ(.Blackwell et al., 2010ك٢ رذ٤ٓش الاٗسغخ اُشاثطخ ٝكوذإ اُؼظْ. ) زٌبَٓثشٌَ ٓ

رؼَٔ ػ٠ِ ؽذٝس اُزٜبة ٣ٔزذ ؽز٠ ٣صَ إ٠ُ ػٔن اُزشا٤ًت أُؾ٤طخ ٓب ؽٍٞ اُسٖ أٓشاض 

٤ؾصَ كوذإ ك٢ ك ك٢ أُ٘طوخ أُؾ٤طخ ثبُسٖ   Pocketsثبُسٖ ؽ٤ش رؤد١ إ٠ُ ر٣ٌٖٞ ع٤ٞة

رؼَٔ ٛزٙ الاُزٜبثبد أ٣ضبً ػ٠ِ ص٣بدح ػٔن الأخذٝد ٝٗٚ، اُس٢٘ ٣ٝزؾشى اُسٖ ٖٓ ٌٓب اُؼظْ

ُٔلزبػ اُز٢ رؼذّ اٛزٙ ٖٓ اُصلبد اُسش٣ش٣خ ٝأُٜٔخ Gingival Sulcusٝأُؾ٤ظ ثبُسٖ 
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 ,Newman et al., 2001; Nisengard and Newman).ٖ ُزشخ٤ص إصبثبد ٓب ؽٍٞ اُس

1994) 

 اُز٣ٌٖٞٝاُِضخ ٓضَ رـ٤ش إُِٞ ،  اُؾبصِخ ك٣٢ٞصق اُزٜبة اُِضخ طج٤بً ثأٗٚ ٓغٔٞػخ ٖٓ اُزـ٤شاد 

 ٕ ٣شاكوٚ كوذإ ُلأٗسغخ اُشاثطخ ؽ٤ش رصجؼ اُِضخ ِٓزٜجخأأُظٜش اُؼبّ ُسطؼ اُِضخ ٖٓ دٕٝ ٝ

 ثبُلششبح الأس٘بٕ ٘ظ٤قأص٘بء ر ٣Gingival Creviceؾصَ ٗضف ك٢ شن اُِضخٝٝٓزٞسٓخ  اءٝؽٔش

(Jordan, 2004 ; Tortoraet al., 1998) اُصل٤ؾخ اُس٤٘خ  ٕأDental plaque ػ٠ِ أُزٌٞٗخ

ٓب رٌٕٞ  ٝؿبُجبالأس٘بٕ ٝثو٤خ اُسطٞػ داخَ اُزغ٣ٞق اُل١ٞٔ رؾش ػ٠ِ الإصبثخ ثبُزٜبة اُِضخ

٣ٝؼذّ اُزٜبة  (Baljoon, 2003)اُصل٤ؾخ اُس٤٘خ ػ٘ذ أُذخ٤ٖ٘ أًضش ٝعٞداً ٓٔب ٛٞ ك٢ ؿ٤شْٛ 

 ,.Newman et al) بش أٓشاض اُِضخ ش٤ٞػُس٤٘خ ٖٓ اًضاُِضخ أُشزشى ٓغ ر٣ٌٖٞ اُصل٤ؾخ ا

2001.) 

الإٓشاض٤خ ٢ٛٝ ؽبُخ اُزٜبة  عٜخ٠ُ إصبثخ أخشٟ أًضش رطٞساً ٖٓ إ ٣ؤد١ اُزٜبة اُِضخ ارا ُْ ٣ؼبُظ

٣ٝؼشف ثأٗٚ ٓشض اُزٜبث٢ ٣ص٤ت الأٗسغخ اُذاػٔخ ُِسٖ ٣ٝؤصش ثشٌَ ثبُؾ ػ٠ِ  ٓب ؽٍٞ اُسٖ

. ٝرؾذس ثسجت اُؼلاهخ أُؼوذح ث٤ٖ اُجٌزش٣ب اُسبُجخ (Dye, 2012)صؾخ اُلْ ُِجبُـ٤ٖ ؽٍٞ اُؼبُْ 

.رؼَٔ ٛزٙ اُؾبُخ أُشض٤خ ػ٠ِ Host defensesُِٕٔٞ ؿشاّ اُلاٛٞائ٤خ اخز٤بس٣ب ٝدكبػبد اُغسْ 

رؤد١ إ٠ُ ر٣ٌٖٞ ع٤ٞة اُزٜبث٤خ ك٢ أُ٘طوخ أُؾ٤طخ ثبُسٖ ٝإرا ٓب  ك٢ اُِضخ ًٝزاؽذٝس ٗضف 

 Cafiero).سٖ ، ٝرؼَٔ ػ٠ِ رِق الأٗسغخ أُؾ٤طخ ثبُسٖ . اسزٔشد اُؾبُخ كئٜٗب رصَ إ٠ُ عزس اُ

and Matarasso,2013 ; Darveau, 2010 ) 

ٝهذ رزؾٍٞ الإصبثخ ثبُزٜبة ٓب ؽٍٞ اُسٖ إ٠ُ ؽبُخ ٓضٓ٘خ رس٠ٔ ثبُزٜبة ٓب ؽٍٞ اُسٖ 

ك٢  بس ٖٝٓ أٌُٖٔ ٓشبٛذر٢ٛٝٚ ؽبُخ شبئؼخ رص٤ت اٌُج   Chronic  Periodontitisأُضٖٓ

الأطلبٍ أ٣ضبً ، ٝثصٞسح ػبٓخ رص٤ت الأػٔبس كٞم سٖ اُخبٓسخ ٝاُضلاص٤ٖ ٝرشزشى ٛزٙ اُؾبُخ 

 أُشض رشأًٜب ٣سبػذ ػ٠ِ ؽذٝسٕ ، إر إ  Calculusٝاٌُِس س٤٘خٓغ ؽبُخ رشاًْ اُصل٤ؾخ اُ

٢ٛٝ  Aggressive Periodontitis، ٝؽبُخ أخشٟ رس٠ٔ ثبُزٜبة ٓب ؽٍٞ اُسٖ اُشذ٣ذٝرطٞسٙ

ك٢ دسعخ  ٗضف ٝأُْ ٓصؾٞث٤ٖ ثأسرلبع ٖ اُسبثوخ ثسشػخ رطٞس أُشض ٝؽصٍٞرخزِق ػ

ًٔب رؤد١ الإصبثخ ثبُزٜبة ٓب ؽٍٞ اُسٖ إ٠ُ ، (ؽشاسح عسْ الاٗسبٕ ٝسوٞط الاس٘بٕ ٓجٌشا

ر٣ٌٖٞ ع٤ٞة ِٓزٜجخ ك٢ أُ٘طوخ أُؾ٤طخ ثبُسٖ ٝرؼشف ٛزٙ اُغ٤ٞة ثأٜٗب ص٣بدح ٓشض٤خ ك٢ 

٢ٛٝ ٖٓ اُصلبد اُسش٣ش٣خ أُٜٔخ لأٓشاض  Gingival Sulcusػٔن الأخذٝد أُؾ٤ظ ثبُسٖ 

 (.(Newman etal.,2001سٖ ٍٞ آُب ؽ
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 نه  مرضٌة التً تصٌب الفم وٌعرؾ على أهم الحالات المن أ اما مرض تسوس الاسنان فٌعد  

تحةٌم لنسٌج السن بفعل المركبات الحامضٌة الناتجة عن الاٌض البكتٌري خاصة عملٌة التخمر 

ن ٌساعدان فً تحفٌا هذه العملٌة وقد تحدث السكري، وتعد ةبٌعة الاسنان واللعاب عاملٌن مهمٌ

فرالمروؾ الملائمة امما ٌؤدي الى تو محٌة اللثة ؼٌر متواانعملٌة التسوس عندما ٌكون 

على حساب الانواع Lactobacillusو S.mutansار انواع بكتٌرٌة منتجة للحامض مثل لانتش

العامل الرئٌسً فً احداث  S.mutans(، وتعد بكترٌاLi etal.,2010البكتٌرٌة الاخرى)

لمحفمة من الكلوكان تلتصق بسةح السن بسبب انتاجها  ( إذTanzer etal.,2001التسوس )

توجد على الؽشا  الساٌتوبلاامً ثم تنتقل الى خارج الخلٌة ةة اناٌمات اسالتً تصنع بو

(Samaranayake,2006.) 

تأتً بالدرجة Lactobacillusبكترٌا العصٌات اللبنٌة  الى أن  (Tanzer etal.,2001اشار)

اد تتواجد بنسبة قلٌلة فً الحالات الةبٌعٌة الا انها تاد الاهمٌة فً عملٌة التسوس ،إذالثانٌة من 

 م السكرٌات ٌتحول السكر الى حامض بعملٌةنسبة الحموضة فً الفم، فعند هضدة باٌا

التً تكون بة لنمو وتكاثر العصٌات اللبنٌة فر بٌئة مناساالذي ٌوالتخمرالسكري بفعل بكترٌا الفم 

مماٌؤدي الى سحب الكالسٌوم والفوسفات من مٌنا السن  وتحمله الحامض قدرة على انتاجلها ال

 (.Winston etal.,1998وتكوٌن التجاوٌؾ فٌها )

وٌنؽمر هذا المجتمع فً ارضٌة من السكرٌات  امتنوع امٌكروبٌ اتضم اللوٌحة السنٌة مجتمع

بالنمو المتعددة ذات المصدر البكتٌري وبعض البولٌمرات اللعابٌة وتسمح هذه اللوٌحة للبكترٌا 

بات التً وتعمل كواقً ٌمنع دخول المضادات البكتٌرٌة الٌها وبذلك تقل فعالٌة علاج الالتها

 (.Rajivt et al. ,2013تصٌب اللثة او الاسنان )

 Causes of dental cariesمسببات التسوس2-2

حٌوي  ؼشا سعة من الكائنات الحٌة المجهرٌة التً تنمو على شكل لمجموعة وا االفم موةن ٌعد  

ن الابتدائٌات والخمائر متنوع على الاؼشٌة المخاةٌة وسةوح الاسنان ، هذه الكائنات تتألؾ م

التً تتراكم فً الشقوق والحفر وجوانب ( Dewhirst etal.,2010بلااما والبكترٌا )والماٌكو

ببة حالات وشقوق اللثة او المنةقة المحٌةة بعنق الاسنان مس التاج والمنةقة الواقعة بٌن الاسنان

 (.Jennifer,2003مرضٌة للفكٌن والفم مثل التسوس وامراض اللثة والتهاب العمم )
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تمهر البكترٌا المسببة للتسوس على سةح التاج اولا كبقعة مجهرٌة مبهمة فً المٌنا وهذه البقعة 

ٌة فٌصبح خشنا وفً النها سةح المٌنا اللون وتاداد بعدها بالحجم اما قد تكون بٌضا  او بنٌة

ٌمهر تجوٌؾ صؽٌر وٌستمر هذا التجوٌؾ بالنمو حتى ٌتم التعامل معه اذ ٌصل الى حجرة اللب 

والانسجة الناعمة المتعرضة للاصابة وهذا التعرض ممكن ان ٌؤدي الى التهاب ودمار العمام 

انا وخسارة الاسنان ومجموعة الالتهابات تتجمع وتشكل قٌحا فً المنةقة وهذا القٌح مقٌد احٌ

ة من اللب المحتوٌة على الالتهاب لمد ٌشكل الخراج ،اما ؼرفة دار النسٌج اللٌفً ومن ثم  بج

تصل اسفل قناة الجذر  ومع تقدم الاصابة ٌمكن للعدوى أن   الوقت فً النهاٌة تؤدي الى قتل اللب

 (.Jennnifer ,2003فً العمام والانسجة الرابةة )

ٌتم من خلالها متنوعة ضمن تجمعات ق ممٌاة وائةرةة اسلمسببة للتسوس بوتتفاعل البكترٌا ا

( وتستفٌد Robert etal.,2001وتبادل المادة الوراثٌة ) ثٌل الؽذائً واتصالات خلٌة بأخرىالتم

البكترٌا من هذه الالٌات للبقا  ولمنح الاؼشٌة الحٌوٌة المقاومة للمضادات الحٌوٌة مما ٌجعلها 

ٌتكون المجتمع المكروبً للوٌحة السنٌة من (، و(Kolenbrander etal. 2006 صعبة العلاج.

  Streptococcusالبكترٌا المنتجة للحامض والمتحملة له الموجبة لصبؽة ؼرام مثل 

(S.mutans   ،S.mitis  ،S.salivarius  ،S.sanguis  ،S.mitior و )Lactobacillus  و

Entrococcus ( التً تسبب ااالة سرٌعة للمٌناLoesche,1986 وبكترٌا )

Staphylococcus aureus  وStaphylococcus epidermides  بالاضافة الى انواع قلٌلة

 Entrobacter  ،Eschereichia coli (Jone andمن البكترٌا السالبة لصبؽة ؼرام مثل 

Lindsay,2006.) 

بالاضافة الى مسببات مهمة لامراض الاسنان  Lactobacillusو   S.mutansوتعد بكترٌا 

 Quirynenفً تفشً مرض تسوس الجذر) Actinomycetesاشتراك الجراثٌم الخٌةٌة 

etal.,1999 وبعض الخمائر مثل )Candida albicans (Thronton and Terry,1994.) 
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  Streptococcus mutansبكترٌا3-2

 ًالمسبب الاول فً حدوث عملٌة التسوس مقارنة بالنبٌت الةبٌع  S.mutansتعد بكترٌا

انتاج الحامض وتحمل ذلك الحامض ، ولها  وذلك بسبب قدرتها علىٌالمتواجد فً التجوٌؾ الفم

اُوِت ٝأُلبصَ ٝاُغِذ اخشٟ ك٢ ٓ٘بطن ٓخزِلخ ٜٓ٘ب ثزوشؽبد ٝآشاض ا٣ضب  ػلاهخ 

 .(Forsstenet.al .,2010ٝاُؼضلاد ٝاُغٜبص اُؼصج٢ أُشًض١ )

ٝ   S.muantsاُز٢ رضْ ثـــٌــزش٣ـــــــبMutans groupا٠ُ ٓغٔٞػخ S.mutansر٘ز٢ٔ ثٌزش٣ب

sobrinusS.  ٝcricetusS.ٝ  S. rattuٝS.downeiiٝ.S.macacae كشاد اُز٤٤ٔض ث٤ٖ أ ٕ  ، ٝإ

ئص اُســـطؼ ٛزٙ أُغٔٞػخ ٣ؼزٔذ ػ٠ِ الاخزلاكبد ك٢ اُزلبػلاد ا٤ٌُٔٞؽ٣ٞ٤خ  ٝخصب

(  كضـــلا ػٖ اســـزخذاّ  physiochemical surface properties) اُل٤ض٣ـ٤ًٔٞــبئ٤ــخ 

 . (Whiley and Beighton,1998)اُزو٤٘ــــبد اُغض٣ئـــ٤خ

(ٓب٣ٌش٤ٓٝزش رزشرت ًأصٝاط 1-0.5رٌٕٞ اُخلا٣ب ث٤ض٣ٞخ ا٠ُ ًش٣ٝخ ثأهطبس رزشاٝػ ث٤ٖ )

-nonٝؿ٤ش ٌٓٞٗخ ُلاثٞاؽ  non-motileاٝسلاسَ ٝٓٞعجخ ُصجـخ ؿشاّ ٝؿ٤ش ٓزؾشًخ

sporing ٝلاٛٞائ٤خ اخز٤بس٣خfacultative زطِت ٝعٞد صب٢ٗ اًٝس٤ذ اٌُبسثٕٞرCO2  ُ٘ٔٞٛب

رز٤ٔض ٛزٙ أُغٔٞػخ ػٖ ثو٤خ أٌُٞساد (، Gronros,2000ٝٝؿ٤ش ٓ٘زغخ ٌُِزب٤ُض) %5ٝث٘سجخ 

ٝهذ  (Linke,1977)رِزصن ثبُسطٞػ اُشه٤وخ  ش أُب٤ٗزٍٞ ٝاُسٞسث٤زٍٞ ٢ٛٝاُل٣ٞٔخ ثٌٜٞٗب رخٔ

ك٢  ػ٘ذ اُظشٝف اُؾبٓض٤خٓب٣ٌش٤ٓٝزش  (1.5-3.0)ػص٤بد هص٤شح ٣زشاٝػ طُٜٞب ٖٓرٌٕٞ 

٣ٌٖٔ ٓلاؽظخ اُشٌَ اُؼص١ٞ ك٢ اُؼضلاد اُؾذ٣ضخ ك٢ اُؼ٤٘بد  الاٝسبط اُسبئِخ ٝاُصِجخ ،ًٝزا

 اُل٣ٞٔخ.

 العالم  ح الاسنان وعالت لاول مرة من لدنوعلى سة  S.mutansعادة ماتتواجد بكترٌا

J.K.Clarke   العدٌد  المانٌتول بالاضافة الىوتتمٌا بكونها تمتلك القدرة على تخمٌر 4994عام 

 تكون عملٌة الاٌض  رافٌنوا ، انٌولٌن ، سالسٌن ، إذ، لاكتوا ،  مثل الكلوكوا من السكرٌات

 تتمكن من مهاجمة  ( من دون انتاج ؼاا وكذاLactic acidتخمرٌة ومنتجة لحامض اللاكتٌك )

 37Cº( ودرجة الحرارة المثلى لنموها هً hemolysis-αمحللة اٌاها جائٌا )كرٌات الدم 

(Gronross,2000.) 
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تلك ثلاثة اشكال مصلٌة تم S.mutansالى ان البكترٌا  Samaranayake,(2002)اشار 

serotype ( ًوهf   ،e  ،c  وتتمٌا بقدرتها) على الالتصاق على سةوح الاسنان بوجود

( وتداخلات EPSوبأستخدام عدة مٌكانٌكات منها تكوٌن عدٌد السكرٌد الخارجً ) السكروا

cell-to-cell (Shakair et.al.,1974;Syed and Loesche,1973.) 

 Streptococcus mutans امراضٌة بكترٌا4-2

التً تقوم بها بعض انواع بكترٌا الفم القابلٌة على تكوٌن التسوس ترتبة بعملٌة اٌض السكر إن  

التً تعانً من خلل فً S.mutansسلالات  الالتصاق على سةح الاسنان ،إن  وبقدرتها على 

بنا  الكلوكان ؼٌر الذائب فً الما  تكون ؼٌر قادرة على الالتصاق واستعمار الاسنان بفعالٌة 

 مثل السلالات الابوٌة .

من القٌام بفعالٌاتها حتى بؽٌاب الؽذا  الكاربوهٌدراتً بسبب قدرتها  S.mutansتتمكن بكترٌا 

 اداخلٌ ارمصدالذي تستخدمه  Intrapolysaccharide(IPS)على بنا  عدد السكرٌد الداخلً 

أٌض لاعةا  الحموضة ، وتعود ضراوة هذه البكترٌا الى امتلاكها عدة للكاربوهٌدرات التً تت

التً تشمل قابلٌتها على نقل السكرٌات بصورة اع البكتٌرٌة ٌاها عن باقً الانوخصائص تم

سرٌعة عندما تتنافس مع بكترٌا التسوس الاخرى وسرعة تحوٌل السكرٌات الى حامض وكذلك 

تها حتى فً المروؾ البٌئٌة الصعبة مثل انخفاض على نموها وفعالٌاالقدرة على المحافمة 

 (.pHالاس الهٌدروجٌنً )

اؼلب  لمروؾ الحامضٌة لمدة ةوٌلة إلا أن  الفموٌة تكون قادرة على تحمل ا القلٌل من البكترٌا

لاتستةٌع فقة  Lactobacilliوالعصٌات اللبنٌة  Mutans streptococciالمسبحٌات العقدٌة 

تعٌش تحت مروؾ حامضٌة بل تتمكن اٌضا من الاستمرار بالقٌام بالانقسام والعملٌات  أن  

الاٌضٌة وذلك من خلال قدرتها على الحفام على التواان الحامضً المناسب داخل الخلٌة على 

 (.Marsh and Martin ,2009)الرؼم من التقلبات الحادة للاس الهٌدروجٌنً خارج الخلٌة.

 Virulence factors عوامل الضراوة5-2

 من عوامل الضراوة منها: اعدد S.mutansتمتلك بكترٌا 
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 القدرة على انتاج الحامض وتحمل الظروف الحامضٌة1-5-2

تعد اكثر الانواع  إذ S.mutansعوامل الضراوة لبكترٌا  ىتعد القدرة على انتاج الحامض احد

البكتٌرٌة الموجودة فً منةقة التسوس قدرة على انتاج الحامض بسبب قابلٌتها على تخمٌر مدى 

 (.De soet etal.,2000) ة بمعدل عال  ٌواسع من الكاربوهٌدرات ورفع الحامض

عدة  S.mutansٌمتلك هذا العامل اهمٌة كبٌرة فً احداث عملٌة التسوس حٌث تمتلك 

تمكنها من مقاومة الاجهاد الحامضً واكدت الدراسات الحدٌثة على دور  ستراتٌجٌات

proton-translocating ATPase (H+-ATPase) رئٌسً ٌساهم فً هذه العملٌة إذ  كعامل

 Hassan et )ٌؤدي الى التواان الحامضً الداخلًداخل الخلٌة مما+Hٌعمل على تنمٌم اٌونات 

al.,2014.) 

2-5-2Bacteriocin (Mutacin) 

وهً مركبات بروتٌنٌة لها القابلٌة على  Mutacinالقدرة على انتاج  S.mutansتمتلك بكترٌا 

نواع السالبة الاابادة او تثبٌة البكترٌا الموجبة لصبؽة ؼرام خصوصا المسبحٌات وبعض 

واع كانٌة البكترٌا المنتجة لهاعلى التنافس مع الانؼرام ، وتاٌد البكترٌوسٌنات من املصبؽة 

( ، وتكمن Kayaoglu and Qrsavik,2004الاخرىعلى المؽذٌات الموجودة فً محٌةها )

قدرتها على الابادة والتثبٌة من خلال دورها فً تثبٌة بنا  البروتٌنات اوتصنٌع ةبقة 

 Scotlandالؽشا  الخلوي) نات فًالببتٌدوكلاٌكان اوعن ةرٌق تكوٌن قناة ذات نفاذٌة للاٌو

,1999.) 

  Heamolysin enzymeانزٌم الهٌمولاٌسٌن 3-5-2

 Benzالبكترٌا الموجبة والسالبة لصبؽة ؼرام )ٌفرا من (Toxin) سمً وهو بروتٌن

etal.,1989 )(  وٌقوم بتدمٌر الؽشا  الخلوي لكرٌات الدم الحمراRBC وذلك للحصول على )

 Bacteremiaلدم تجرثم ااثر مما ٌؤدي الى تحللها والهٌموكلوبٌن الضروري للنمو والتك

(Liawetal.,2000  والتحلل إما أن ، )  ٌكون من نوع بٌتاBeta    وٌكون التدمٌر كامل لؽشا

ن  Alphaكرٌة الدم الحمرا  او من نوع الفا   ( Han etal.,2010فً الجدار الخلوي ) اثقوب ٌكو 

. 
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 Adhesionالالتصاق 4-5-2

عوامل الضراوة المهمة لبكترٌا  ىتعد القابلٌة على الالتصاق على سةوح الاسنان احد

S.mutans تحدث هذه العملٌة بصورة اولٌة عن ةرٌق تفاعل بروتٌناتتوجد على سةح إذ

مٌنا السن مكونة لتً تحصل لها عملٌة ادمصاص منالخلٌة البكتٌرٌة مع بروتٌنات اللعاب ا

بروتٌنات ( ومن هذه البروتٌنات Marsh and Martin ,2009)ماٌسمى بالؽشا  التكٌفً

بٌنما ٌتفاعل  S.mutansالتً تحفا التصاق بعض سلالات بكترٌا  ولٌنحامضٌة ؼنٌة بالبر

agglutinin ( مع  تٌن كلاٌكوجٌنً ذو وان جاٌئً عال)وهو بروP1 وهً ببتٌدات متعددة(

هذا  توجد على سةح معمم المسبحٌات الفموٌة ( الموجود على سةح الخلٌة البكتٌرٌة ،

تحتوي على اناٌمات مثل  ةبقة الؽشا  التكٌفً أن  بالاضافة الى 

glucosyltransferases(GTFs)  التً تبقى قادرة على انتاج الكلوكان الذي ٌعد عامل التصاق

الاخرى مما ٌاٌد من  Mutansstreptococciٌرتبة مع بروتٌنات موجودة على سةح  امهم

 (.Marsh and Martin ,2009قابلٌتها على الاستعمار)

 Biofilmطبقة الغشاء الحٌوي 6-2

هً عبارة عن ةبقة متكونة من انواع بكتٌرٌة متعددة تتجمع على الاسنان واللسان والنسٌج 

(وتكون المستعمرات Madigan and Martinko,2006الةلائً فً التجوٌؾ الفمً )

 (.Kenneth,2004)مع ةبقة خارج خلوٌة شبه مسامٌة واشكال مختلفةالبكتٌرٌة ذات احجام 

ٌعتقد ان الارتباة بٌن الانواع البكتٌرٌة المختلفة ٌنمم من خلال قدرتها على الالتصاق وقابلٌتها 

تتمثل  تكوٌن الؽشا  الحٌوي بعدة مراحل تمرعملٌة، وستثنائٌة لى النمو تحت مروؾ اع

التصاق انواع و النقل السلبً لبكترٌا الفم الى سةح السنوسةح السن للمواد اللعابٌة  بأدمصاص

 Marsh and Martin) تكاثر الاحٌا  المجهرٌة المرتبةةو بكتٌرٌة وارتباةها مع بعضها

,2009). 

 Condtioing membrane formatiomغشاء التكٌفًتكوٌن ال1-6-2

ه ٌتةلب نا إذ مختلفة من الاؼشٌة الحٌوٌةممٌاا بٌن الانواع ال ٌعد الؽشا  الحٌوي الفموي ؼشا 

التً تعد اول خةوة فً تكوٌنه رٌة لعابٌة تسهل عملٌة الالتصاق بروتٌنات سك

(Hanning,2009)  ، فً هذه المرحلة ٌحصل ادمصاص لبروتٌنات لعابٌة وبروتٌنات
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عبارة عن  لؽشا ن المكونات الرئٌسٌة ل،وتكو اسةحٌ ؼشا السن مكونة  نٌة من  مٌناكلاٌكوجٌ

مكونات دفاعٌة للمضٌؾ ومكونات ولبٌداتواتٌة بروتٌنات فوسفوبروتٌنات كلاٌكوجٌنٌة  لعابٌة

عندما ترتبة ، هما فً عملٌة الالتصاق البكتٌري التً تلعب دورا موكلوكان  GTFsبكتٌرٌة مثل 

بروتٌنات اللعاب بسةح السن تخضع لتؽٌرات جاٌئٌة وهذا ٌؤدي الى تكوٌن مستقبلات خاصة 

الكلوكان لتسهٌل بنا  تركٌب محور لمادة ل GTFsلارتباة البكترٌا وقد ٌحصل تؽٌٌر فً فعالٌة 

 .(.(Marsh and Martin,2009عملٌة الالتصاق

 Reversible adhesionلالتصاق الانعكاسً ا2-6-2

 passiveعن ةرٌق عملٌة النقل السلبً  ؽشا  التكٌفًنتقل الاحٌا  المجهرٌة الى الت

transport ( وتلتصق بها بفعل القوى الفٌاٌائٌة والكٌمٌائٌة التً تتولد فً هذه الةبقةMarsh 

and Martin,2009) ، وحالما ٌبدأ الالتصاق تبدأ البكترٌا بأفراا مواد سكرٌة خارج خلوٌة

(EPS)Exopolysaccharide   التً تساعد البكترٌا على الالتصاق والارتباة مع بعضها

 (.Handley,1990نمو جرثومً احادي الةبقة )البعض  ومن ثم تكوٌن 

 Co-adhesionالالتصاق الاضافً 3-6-2 

تتمكن من الارتباة  ؽشا  التكٌفًً لاتستةٌع الارتباة بةبقة البعض الاحٌا  المجهرٌة الت

بالةبقة الاولٌة من البكترٌا من خلال تفاعلات مستقبلات خاصة بالالتصاق فٌما بٌنها بالاضافة 

فر مروؾ االى عملٌات الاٌض التً تمارسها البكترٌا الاولٌة تؽٌر من البٌئة المحٌةة بها لتو

ت ونواتج عملٌات تخمر التً لٌات مؽذٌاتولد هذه العم إذنمو البكترٌا الصعبة الانما   مناسبة ل

باقً الاحٌا  المجهرٌة كمصدر ؼذائً اولً وبأستمرار هذه العملٌة تتكون عدة تستخدم من 

 (Marsh and Martin,2009ةبقات من انواع مختلفة من الاحٌا  المجهرٌة.)

 Mature biofilmالغشاء الحٌوي الناضج 4-6-2 

ام والتكاثر وتكوٌن نموات ذات ةبقات متعددةعلى تبدأ بالانقس د التصاق البكترٌا مع بعضهابع

هذه المواد المادة  د( وتع(EPSشكل عناقٌد بالاضافة الى افراا مواد سكرٌة خارج خلوٌة 

 .(Dige et.al.,2009)لبكترٌا على السةح مع بعضها الاساس التً تثبت ا
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 Detachmentمرحلة الانفصال  5-6-2

بالانفصال عن الاؼشٌة الحٌوٌة وتنتقل الى مكان جدٌد وتبدأ بتكوٌن تبدأ الخلاٌا البكتٌرٌة 

نقص  ل عدة منها نقص المؽذٌات ومن ثم  الاؼشٌة الحٌوٌة الجدٌدة وٌتم ذلك تحت تأثٌر عوام

كمٌة المواد عدٌدة السكرٌات المحٌةة وانسٌاب او جرٌان السوائل المختلفة فوق الؽشا  الحٌوي 

لها الى مكان اخر بالاضافة الى عوامل بٌئٌة فتنفصل بعض الخلاٌا وتنق

 .(Kaplan,2010اخرى.)

  S.mutans  Streptococcus mutans genes بكترٌا جٌنات7-2

رتبة بسةح السن كجا  بكترٌا العقدٌة الةافرة ت أن   الى Watnick and Kolter,(2000)اشار

وتعرض نمةا متمٌاا من النمو ٌختلؾ عن باقً انواع الخلاٌا البكتٌرٌة وهذا  ؽشا  الحٌويمن ال

 ةةاسه المقاومة بصورة مستمرة وذلك بوٌد هذاالنمة ٌتمٌا بالمقاومة للمضادات الحٌوٌة وتتا

ٌتم من خلالها تحوٌل المعلومات من الجٌنات فً  عملٌاتهً ) عملٌات التعبٌر الجٌنً المختلفة

 (.Weiner,2004)( ٌنات الومٌفٌة وهذه المنتجات ؼالبا ماتكون بروتٌنات تركٌب منتج الج

 فً عملٌة تكوٌن الؽشا  الحٌوي وهو اناٌمات امهم ةتمتلك العقدٌة الةافرة عامل فوع

(GTFs)glucosyletransferases ً4311وهً بروتٌنات ةوٌلة جدا تتكون من حوال-

تمتلك ةرفٌن الاول ٌسمى الجا  (،وDevuiapaiie etal.,1997حامض امٌنً )4711

ل عن انشةار السكروا والةرؾ ووهو مسؤ aminoterminal portionالةرفً الامٌنً 

المسؤول عن ارتباة  carboxlic terminal portionالاخر هو الجا  الكاربوكسٌلً 

 (.Colby andRussell,1997الكلوكان )

عامل  دالخارجً من السكروا حٌث ٌعرٌد على بنا  عدٌد السك GTFsعمل اناٌمات ت       

تقوم العقدٌة و (Loesche,1986عن عملٌة تحفٌا عملٌة تسوس الاسنان) مسؤولااوفوعة مهم

من خلال تمافر ادوار ثلاثة جٌنات  α (،1-6)-α-(3-1)الةافرة  بتكوٌن بولٌمرات الكلوكان 

 .GTFsالتً تشفر اناٌماتgtfB،gtfC،gtfDهً 

على التوالً والمسؤولة عن بنا   GTF-I  ،GTF-SIتشفر الاناٌمات  gtfB،gtfCالجٌنات 

 Aoki etal.,1986;Hanada andذائب فً الما  )الؼٌر  α-(3-1الكلوكان )
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(Kuramitsu,1988 اما الجٌنgtfDٌشفرGTF-S ( 6-1المسؤول عن بنا  الكلوكان)-α 

 .(Hanada and Kuramitsu,1989الذائب فً الما  )

 Dental caries treatmentعلاج تسوس الاسنان 8-2

استخدمت عدة علاجات كٌمٌائٌة لعلاج امراض الفم ومن هذه العلاجات المضادات الحٌوٌة مثل 

Penicillin  ،Erythromycin  ، Cephalosporin،Tetracycline  

(Bidaultet.al.,2007إذ )  قتل الجراثٌم فً التجوٌؾ الفمً وتعمل هذه المضادات على تثبٌة

بالمقابل لاتخلو من الاثار الجانبٌة التً ممكن ان تؤثر سلبا على صحة الفرد مثل التقٌؤ  لكنها

 كذلك تستخدم، و(Park etal.,2003ضافة الى انها تسبب تصبػ الاسنان )والاسهال بالا

رٌد الصودٌوم ٌة منها فلوالتً تحتوي على عدة مركبات كٌمٌائالفم  معاجٌن الاسنان وؼسولات

( Stookey,1995) والقضا  على البكترٌا المسببة له لمكافحة التسوسوالكلوروهكسدٌن 

وٌستخدم الكلوروهكسدٌن بوصفه مضمضة للفم الذي ٌقوم بأختاال اللوٌحة الجرثومٌة بوصفه 

مع التصاق  لالتهابات اللثة لكونه ٌعمل ضد مدى واسع من البكترٌا والفةرٌات وٌتداخل امضاد

اكتشؾ  أن ه إلابسةح الفم وٌفرا ببةئ الى اللعاب البكترٌا بالاسنان وٌرتبة الكلوروهكسدٌن 

مؤخرا مهور بعض الاثار السلبٌة لهذه المواد وذلك لاحتوائها على مواد سمٌة تسبب امراضا 

 (.Samaranayake,2006مثل الحساسٌة وهشاشة العمام وؼٌرها)

حثٌن فً مجال المضادات الةبٌعٌة للاحٌا  المجهرٌة الى استخدام كثٌر من البالذلك اشار 

المستخلصات النباتٌة لاسباب عدٌدة منها وفرتها وسهولة الحصول علٌها وقلة كلفتها والاهم من 

 .(DeBoer et.al.,2005ذلك هو انها اكثر امانا لقلة تأثٌراتها الجانبٌة )

ٌعمل على تثبٌة بكترٌا  Propolisمستخلص العكبر  ن  اشارت الدراسات الى أ

S.mutans من خلال تأثٌره على عملٌة انقسام  وذلكوالتً تعد المسبب الاول لتسوس الاسنان

تقلل من تكوٌن الصفٌحة السنٌة والكلوكان ؼٌر الذائب  Propolisالخلاٌا وان ؼسولات الفم مع 

لعدٌد من المستخلصات النباتٌة ل اهناك تأثٌر ، ووجد اٌضا أن   (Duailibeetal 2007)فً الما 

مثل الشاي ومستخلص العنب الاحمر والاخضر والكاكاو  S.mutansالاخرى على بكترٌا 

بسبب احتوائها على المركبات الفٌنولٌة المعروفة بفعالٌتها المضادة للبكترٌا وٌمتلك العسل اٌضا 

وكسٌد الهٌدروجٌن بسبب احتوائه على الفلافونٌدات وبٌرS.mutansفعلا مضادا لبكترٌا 

( التً Loesche,1986والاامواٌة العالٌة نتٌجة التركٌا العالً للسكرٌات  )
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 Anyanwuتثبٌة نموها ) ة سحب الما  من البكترٌا ومن ثم  وهً عملٌ  plasmolysisتحفا

CU.,2011.) 

 إذ S.mutansٌد من الاحٌا  المجهرٌة ومن ضمنها بكترٌا للعد امضاد اللانجبٌل تأثٌر أن   وجد

تحفا تكوٌن الكلوكان ؼٌر التً  GTFsالى تأثٌره على اناٌمات  Sadaf et.al.,(2015)اشار

على سةوح الاسنان وذلك من   S.mutansفً التصاق بكترٌا  الذائب الذي ٌؤدي ومٌفة مهمة

اعاقة العملٌات الفسٌولوجٌة داخل الخلٌة  على حموضة الساٌتوبلاام ومن ثم   خلال تأثٌره

 البكتٌرٌة.

 Zingiber officinaleنبات الزنجبٌل  9-2 

وهو التً سمٌت بأسمه نمرا لأهمٌته Zingiberaceaeٌعود الانجبٌل الى العائلة الانجبٌلٌة 

نبات حولً معمر ذو ااهار خضرا  مصفرة وجذور درنٌة وسٌقان منتصبة القامة وتكثر 

 McGee andً الصٌن والهند وجنوب شرق اسٌا وؼرب افرٌقٌا ) اراعته ف

Harold,2004 حسب المناةق التً ٌارع بها فالانجبٌل فً نٌجٌرٌا ب(، وٌختلؾ الانجبٌل

 ،ؼامق اللون صؽٌر الحجم وذو ةعم لاذع وانجبٌل افرٌقٌا ؼامق اللون وذو ةعم لاذع اكثر

تقةع البراعم وتارع فً  الانجبٌل بةرٌقة التبرعم إذكاثر واقل نكهة من انجبٌل جاماٌكا ، وٌت

 (.Ali,1998تربة ةٌنٌة ؼاٌرة السقً وٌحتاج الى مناخ دافئ ورةب لنموه )

للنباتات الةبٌة أثر واضح فً علاج العدٌد من الامراض وتكمن الفائدة الةبٌة لهذه        

ٌة فً جسم الانسان وٌعد الانجبٌل النباتات فً بعض مكوناتها الكٌمٌائٌة التً تؤدي ومٌفة فسلج

اول من وصؾ هذا الجنس وضع له   Linnaeus(، وٌعد العالم Kumar etal.,2011احدها)

فه الى  اشهرها واكثرها استعمالا أما العالم  Z.officinaleنوعا ، وٌعد النوع  85إسما وصن 

William Roscoe  به لحد الان  واعةاه الاسم الذي بات ٌعرؾ 1807وصؾ هذا النوع عام

(Fosster,2000 .) 

 Voliteوهً الاٌوت الةٌارة ٌتكون الانجبٌل من مجموعتٌن متمٌاتٌن من المركبات الكٌمٌائٌة 

oils التً تتألؾ منZingiberene   ،Curcumene   ،Farmesene  ،beta-

phellanderene   ،mono and sesquiterperes  ،camphene  ،cineole  ،

geranylacetate  ،terphineol  ،terpenes  ،borneol  ،geraniol  ،limonine  ،

beta-sesquiphellanderen  ،beta-bisabolene (Mustafa et.al.,1993) 
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،  gingerols  ،shogaolsفتشمل  Non-volite compoundsالمركبات ؼٌر الةٌارة اما 

paradols  وzingerone ماسبق ٌحتوي الانجبٌل التً تعةً الةعم اللاذع ، بالاضافة الى

معادن واناٌم و فٌتامٌناتوشموع وما   وكاربوهٌدرات و الٌاؾوبروتٌنات و اٌضا على دهون

zingibain (Ghosh et.al.,2011وامتلاك ال )فائدة  انجبٌل لهذه المكونات جعلت منه ذا

 علاجٌة مهمة لامراض كثٌرة .

 

 

 ( راٌزومات نبات الزنجبٌل2-1شكل )

 الفائدة الطبٌة للزنجبٌل1-9-2 

سنة حٌث استخدمه الصٌنٌون والٌونانٌون 9111ن عرفت الفائدة الةبٌة للانجبٌل قبل اكثر م

والهنود فً علاج العدٌد من الامراض ، وٌستخدم الانجبٌل فً علاج مشاكل القلب لما له من 

التً ٌد من الفعالٌة الاٌضٌة الخلوٌة لعضلة القلب ولدوران الدم فً الجسم مما ٌاتأثٌر محفا 

 Tanabeتساعد على التقلٌل من التوتر والتشنجات وضؽة الدم والاجهاد القلبً )

etal.,1993.) 

ر وؼٌر مباشر على ضؽة الدم امباش اتأثٌر للانجبٌل الى أن   Afzal et.al.,(2001)واشار

ضؽة الدم الشرٌانً فضلا  دي الى خفضونبض القلب ووجد ان جرعات معٌنة من الانجبٌل ٌؤ

الذي ٌستحث اصابة العضلة القلبٌة بالاجهاد التأكسدي   isoproterenolله فعالٌة ضد  عن أن  

عود الفعل المضاد للأكسدة للعدٌد من المركبات ٌ، و (Ansari et.al.,2006فً الفئران )

ٌحتوي على المجامٌع الكٌمٌائٌة  مثل الفٌنولات والفلافونٌدات  الى تركٌبهاالكٌمٌائً الذي 

الهٌدروكسٌلٌة التً تقوم بمنح ذرة هٌدروجٌن الى الجذور الحرة وتجعلها مركبات قلٌلة الفعالٌة 

المحفاة  Fe+2و  Cu+2الى تقٌٌد الاٌونات الحرة مثل بالاضافة الى قابلٌة المركبات الفلافونٌدٌة 

على نشو  انواع جدٌدة من الجذور الحرة عند تفاعلها مع جذر فوق الاوكسجٌن السالب ، وبذلك 
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اذ تتراوح فعالٌة الفلافونٌدات ، تكون قادرة على كسر سلسلة تفاعلات الاكسدة للجذور الحرة 

 Shi et.alعلى التوالً ) Eو  Cمرات من فعالٌة فٌتامٌن  5او  4المضادة للاكسدة بما ٌعادل 

2003;Roback et.al.,2004.) 

هضمٌة علاج مشاكل القناة ال الى استخدام الانجبٌل اٌضا فً Stewart etal.,(1991)اشار 

م والامتصاص والتخفٌؾ من الامساك والانتفاخ عن ةرٌق اٌادة من خلال تحفٌاه لعملٌة الهض

من السمٌة التً قد تنتج  دٌحمً الكبوٌقلل من الؽثٌان والتقٌؤ والفعالٌة العضلٌة للقناة الهضمٌة 

(، وٌفٌد الانجبٌل فً علاج الالتهابات  El-Sharaky etal.,2009بسبب فعالٌاته الاٌضٌة )

والبروستاكلاندٌن  Leukotrieneلٌوكوترٌن ة البنا  الحٌوي لوالروماتام من خلال تثبٌ

Prostaglandin(Kiuchi etal.,1990 واشار، )Thomson et.al.,(2002)   الجرع  الى أن

فً المصل الى حد  Prostaglandin E2العالٌة من الانجبٌل تعمل على تخفٌض مستوى 

 Thromboxane(TXB2)وكذلك ٌعمل على تخفٌض .I.Pكبٌرعندما ٌؤخذ فموٌا او عن ةرٌق 

 ٌة تثبٌةٌة للخلاٌا السرةانٌة إذفعال الانجبٌل اٌضا وٌمتلكوبذلك فهوٌمتلك دورا مضادا للتخثر، 

 Abdullahواشار فهو ٌمنع انتشارها ،  مو ومن ثم  حد من نموها وٌمنعها من الاستمرار فً النٌ

etal.,(2010)   الانجبٌل ٌحصر خلاٌا الى أنHT29)  )(وHCT116 )Human colorectal 

cancer cell فً اةوارG2/Mٌقمع نمو الخلاٌا السرةانٌة وٌعةل  فً سرةان القولون إذ

 .apoptosisوٌستحث الموت المبرمج للخلاٌا  DNAوٌقلل من بنا   G0/G1 phaseةور 

الى دور الانجبٌل فً تخفٌض مستوٌات الفركتوا التً ٌؤدي Kato etal .,(2006)اشار 

 aldoseارتفاعها الى ارتفاع مستوٌات الدهون فً الدم  وذلك بسبب احتوائه ؼلى مثبةات 

reductase. 

  Inhibition activity of zingiber  للجراثٌم لٌة الزنجبٌل التثبٌطٌةفعا2-9-2

ضد الاحٌا  المجهرٌة خاصة البكترٌا السالبة والموجبة  اواسع اٌمتلك الانجبٌل مدى تثبٌةٌ

 in vitroى البكترٌا خارج جسم إلكائن الحً واثبتت الدراسات التً اجرٌت عل  لصبؽة ؼرام

والسالمونٌلا  Streptococciالمسبحٌات و Staphylococciتأثٌره فً تثبٌة نمو العنقودٌات 

Salmonella (White,2007 وبكترٌا القولون )E.coli سام الخلاٌا وٌكمن تأثٌره اما على انق

هً  shogaolsو  gingerolsن  الى أ Masniari,(2011)واشار او على الؽشا الخلوي ، 
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فً الؽشا  الخلوي مماٌؤدي  تعمل على احداث ثقوبإذ  المسؤولة عن الفعالٌة التثبٌةٌة للبكترٌا

 الى فقدان فعالٌته وخروج المواد الخلوٌة .

تأثٌر الانجبٌل على عملٌة الانقسام  E.coliبٌنت التجارب التً اجرٌت على بكترٌا القولون 

التً ر المهضومة ٌالخلوي لهذه البكترٌا ، وتعمل بكترٌا القولون على تخمٌر الكاربوهٌدرات ؼ

 Gupta andفأن توقؾ الانقسام ٌؤدي الى توقؾ هذه العملٌة ) من ثم  تسبب انتفاخ البةن و

Ravishankar,2005 واشار ،)Adeshina et.al.,(2011)  الى ان عصٌر الانجبٌل الةااج

 E.coliو  S. aureusو  Prophyromonasaeruginosaلاٌمتلك اي فعالٌة تثبٌةٌة تجاه 

و  P.aeruginosaالى كفا ة المستخلص الاٌثانولً ضد  Azu etal.,(2007)بٌنما اشار

S.aureusالمركبات الفعالة فً الانجبٌل تذوب وتتركا بسهولة اكبرفً المذٌبات  ن  مشٌرا الى أ

 العضوٌة مقارنة بالما  المقةر.

 Helicobacterpylori(HP)Mahadyالعامل الرئٌسً المسبب للقرح المعدٌة هً بكترٌا  ن  إ

etal.,2005))  واثبت ،Nanjundaiah etal.,(2009)  ذلك من خلال  التجارب التً اجراها

جتها لومن ثم معا H.pyloriعلى الجرذان بعد استحداث القرحة فٌها من خلال اصابتها ببكترٌا 

مستخلص الانجبٌل المائً ٌمتلك القدرة على  ن  تخلص المائً للانجبٌل ، واستنتج أفموٌا بالمس

وٌوفرحماٌة مضادة للاكسدة من خلال   H.pyloriتثبٌة افراا الحامض المعدي وتثبٌة نمو 

 حماٌة الؽشا  المخاةً المعدي من الاجهاد التأكسدي الذي ٌسبب تقرحها وتلفها.

الى ان مستخلصات نبات الانجبٌل تمتلك دورا تثبٌةٌا ضد بكترٌا  Siqueiraetal.,2012اشار 

S.mutans  من خلال دورالفلافونٌدات والفلافونات التً تؤثر وبصورة عالٌة على فعالٌة

المسؤولة عن انتاج الكلوكونات التً تساعد  glucosyltransferases(GTFs)اناٌمات 

وبالاضافة الى  ،احداث عملٌة التسوس ثم   لتصاق على سةوح الاسنان ومنالبكترٌا على الا

الذي ٌؤدي مباشرة الى ا الؽشا  الخلوي للبكترٌ فً التأثٌر على gingerolsدور

رة اٌضا على تثبٌة بعض انواع للانجبٌل القدو،  (Badreldin et.al.,2008)تثبٌةها

الذي AspergillusوAlternaria alternateو  Fusarium oxysporumالفةرٌات مثل 

استخدم ضد الةفٌلٌات ومنها ، وكذا carcinogenو  aflatoxinٌنتج السموم الفةرٌة 

 (.Kalesaraj,1975;Fawzi et.al.,2009التً تصٌب الانسان)Ascarisالاسكارس 
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 Materials and Methods المواد وطرائق العمل

  and Devices Materials والاجهزة المستخدمة المواد 1-3 

 المستخدمة  المختبرٌة الاجهزة والادوات1-3-1

 ( الاجهزة والادوات المختبرٌة3-1جدول )

 

 د

 

 والأدواخ الأخهسج      

  

   ح وانًُشأانشركح انًظُع        

 Plastic Pitridish Sterilin, Englandأطباق بتري بلاستٌكً 1

 .Plastic Tubes AFMA-Dispoأنابٌب بلاستٌكٌة معقمة 2

 Eppendrof tubes Biobasi-Canadaانبوبة اختبار  3

 Refrigerator Ishtar, Iraqالثلاجة  4

 Distiller Ogawa, Japanجهاز تقطٌر الماء  5

6 Exispin vortex centerfuge جهازالطرد

 المركزي المازج

Bioneer-Korea 

7 Miniopticon Real-Time PCRجهاز BioRad-USA 

8 Nanadrop 

spectrophptometerجهاز 

Thermo-U.K 

 جهاز الدورات الحرارٌة 9

Thermocycler apparatus(PCR) 

Bioneer-Korea 

 Incubator Gallen Kamp, Englandحاضنة  11

 Anaerobic Jar BBL, Englandحاوٌة لا هوائٌة  11

 Water Bath Memmert, Germanyحمام مائً  12

 Conical flasks BBL-USAدورق مخروطً  13

 Slides andشرائح زجاجٌة وأغطٌة 14

Covers 

Meheco-China. 

 Para Film BDH (England)شرٌط شمعً لاصق  15
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 Hote plate Labtech-Korea صفٌحة ساخنة 16

 Loop Loop Rhndon, Englandعروة ناقلة  17

 Oven Gallen Kamp, Englandفرن كهربائً  18

 Laminar flowباٌلوجً  كابٌنة 19

capinate 

Jeio-Tech-Korea 

 Vortex CYAN-Chinaمازج  21

 Vortex Mixer Barnstead – USAمازج  21

 Micropipetes Human-Germanyماصات دقٌقة  22

  Compound Light مجهر ضوئً مركب 23

    Microscope 

Motic -  Germany 

 .Syringes Meheco-Chinaمحاقن مختلفة الأحجام 24

 filter millipore Himedia-India مرشحات دقٌقة 25

 

 Transport Cottonمسحات قطنٌة ناقلة  26

Swab 

ATACO-Brand 

 BenzeneBurnner Shndon, Englandمصباح بنزن   27

 Maximan-PRS مطحنة كهربائٌة 28

 Autoclave LabTech _Koreaمؤصدة  29

مٌزان حساس                                                                              31

Sensitive balance 

Sartarius_ Japan 

-Cool ultraنابذ مركزي عالً التبرٌد 31

Centrifuge 

Hettich – Germany 

 Centrifuge Hettich – Germanyنابذ مركزي 32

 Shaker Biotek _USAهساز الأطثاق انًُاعٍح  33
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 . Kitsالعٌدد 2-1-3

 ( العدد الكٌمٌائٌة المستخدمة3-2جدول)

 مكوناته العدةاسم  ت
الشركة وبلد 

 المنشأ

1 
AccuZol™ Total RNA 

Extraction Kit 
Trizol Reagent 100ml 

Bioneer 

(Korea) 

2 

AccuPower® RocktScript RT 

PreMix 

 

- RocketScript Reverse 

Transcriptase (200 u) 

Bioneer 

(Korea) 

- 5× Reaction Buffer 

(1×) 

- DTT       (0.25 mM) 

- dNTP     (250 µM each) 

- RNase Inhibitor (1 u) 

3 
AccuPower® 2× Greenstar 

qPCR Master Mix 

2× Greenstar Master 

mix 

Bioneer 

(Korea) 

-8 Well strips × 12 each 

-DEPC – D.W.  1.8 ml × 

4  

  Tubes 

4 DNase I enzyme set kit 

DNase I enzyme 
BioBasic 

(Canada) 
10X buffer 

Free nuclase water 



  Material and Methodsالفصل الثالث                                      مواد وطرائق العمل                

                         

 
08 

  Primersالبادئات  3-1-3

 NCBI GenBank Dataموقع  تم تصمٌم هذا البادئات فً هذه الدراسة وذلك باستخدام      

. وقد تم تجهٌز هذا البادئات من قبل شركة  Primer3 plusوباستخدام برنامج تصمٌم البادئات 

 (3-3الكورٌة.جدول)نٌر باٌو

 ( البادئات المستخدمة فً الدراسة3-3جدول )

 البادئات التسلسل  الحجم

   

142bp 

 

F CCGAAGCGACATCTAAGCAAG 

GtfB 

R TCACCATTAGAAGCTGTTTCCC 

132bp 

F TTCGAAGCAACGCGAAGAAC 

16SrRNA 

R AACCCAACATCTCACGACAC 

  

 Chemical material  3-1-4 المواد الكٌمٌائٌة المستخدمة  

ة المستخدمة( المواد الكٌمٌائٌة والحٌاتٌ  جدول(4-3

 
 انًادج 

 المنشأ والشركة المصنعة

Bacetracin 10ug Himedia-India 

DEPC water Bioneer/ Korea 

Free nuclease water   Bioneer/ Korea 

Isopropanol BDH (England) 
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Optochin 5ug Himedia-India 

Vancomycin 30ug Himedia-India 

 acetone Ajax (Australia)اسٍرىٌ 

 Iodine    Fluka (Switzerland)الأٌىدٌٍ

 Crystal violet Fluka (Switzerland)انثهىري انثُفسح

تٍروكسيييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييٍذ انهٍيييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييييذروخٍٍ                                                    

(H2O2)Hydrogen peroxide 

Fluka (Switzerland) 

 raffinose Himedia-Indiaرافٍُىز

 Safranin Fluka (Switzerland)سفراٍٍَ 

 sucrose Himedia-Indiaسكروز 

 sorbitol Himedia-Indiaسىرتٍرىل

 phenol red Fluka (Switzerland)طثغح احًر انفٍُىل 

 congored Fluka (Switzerland)طثغح انكىَغى انحًراء 

 Ethanol Ajax (Australia) كحىل اثٍهً      

 Glycerol BDH (England)كهٍسٍرول 

 mannitol Himedia-Indiaياٍَرىل

 Decolerizer Fluka (Switzerland)يحهىل انمظر 

 Methanol Ajax (Australia)يٍثاَىل 
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 Culture media الاوساط الزرعٌة المستخدمة 5-1-3

 انواع الاوساط الزرعٌة المستخدمة(  3-5جدول )

 

 الاوساط الزرعٌة

 الشركة المصنعة
 والمنشأ

 الغرض منه

Mitis- salivarius 
Bacitracin agar 

Himedia-India 

 

 S.mutansعزل بكترٌا 

TYCSB))Trypone yeast 
extract cysteine 

sucrose bacitracin 
agar 

 
 تحضٌري

 
 S.mutansعزل بكترٌا 

 اختبار قابلٌة البكترٌا على تحلٌل الدم Blood agar Himedia-Indiaاكار الدم 

 Congoالكونغو الاحمر اكار
red 

اختبار قابلٌة العزلات على تكوٌن  تحضٌري
 طبقة الغشاء الحٌوي

 Nutrientالمرق المغذي 
broth 

Himedia-India ل حفظ العٌنات بعد اضافة الكلٌسٌرو
 %20بنسبة 

 تنمٌة الغشاء الحٌوي Tryptic soy (TSB) Himedia-Indiaمرق 

-Mullerهنتون -مولرمرق 
Hinton broth 

Himedia-India لات البكتٌرٌة اختبار حساسٌة العز
 لمستخلص الكحولًل

 مرق نقٌع القلب والدماغ
Heart-Brian infision 

broth 

Himedia-India  
 البكتٌرٌةتنشٌط العزلات 

وسط اكار نقٌع القلب والدماغ 

Heart-Brian infusion 
agar 

Himedia-India  
 تنمٌة وحفظ العزلات البكتٌرٌة

وسط الاكار المغذي 
Nutrient agar 

Himedia-India تنمٌة العزلات البكتٌرٌة 

-Mullerهنتون -وسط مولر
Hinton agar 

Himedia-India  البكتٌرٌة اختبار حساسٌة العزلات
للمضادات الحٌوٌة والمستخلص 

 الكحولً

 

  Culture mediaعٍح لأوساط انسرذحضٍرا 6-1-3

ذح ـثبٌّؤطحغت رؼ١ٍّبد اٌششوبد اٌّظٕؼخ ٚػمّذ الأٚعبؽ اٌــضساػ١خ  حؼشد        

 دل١مخ. 15ٌّٚذح ²ثبٚٔذ / أظ 11َ رحذ ػغؾ °121ثذسعـخ حـشاسح 
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 انكىاشف وانًحانٍم 7-1-3

 كاشف انكرانٍس 1-7-1-3

ِٓ ث١شٚوغ١ذ ا١ٌٙذسٚع١ٓ فٟ ل١ٕٕخ ِؼزّخ ٚاعزؼًّ ٘زا  %3اٌىبشف ثزشو١ض  حؼش       

 ( Macfaddin,2000اٌىبشف ٌّؼشفخ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب ػٍٝ أزبط أض٠ُ اٌىزب١ٌض )

 

 %0.85انًحهىل انفسٍىنىخً  2-7-1-3

غُ ِٓ وٍٛس٠ذ اٌظٛد٠َٛ  0.85اعزؼًّ ٘زا اٌّحٍٛي لاغشاع اٌزخف١ف ٚحؼش ثأراثخ        

 ًِ ِٓ اٌّبء اٌّمطش.100فٟ 

 ( Lennette et.al.,1985)غراو  طثغح عذج3-7-1-3

 رزىْٛ ٘زٖ اٌظجغخ ِٓ :       

  طجغخ اٌىش٠غزبي اٌجٕفغغ١خCrystal violete  

  ِٓحٍٛي الا٠ٛد٠Iodin solution 

 (ِحٍٛي اٌمظشDecolarizer) 

  ٓطجغخ اٌغفشا١ٔ 

 ((5اَاتٍة ياكفرلاَذ انمٍاسٍح اَثىتح رلى 4-7-1-3

اعزؼٍّذ ٘زٖ الأبث١ت ثأػزجبس٘ب ٚحذاد ِمبسٔخ ٌىضبفخ اٌجىزش٠ب فٟ اٌّحٍٛي اٌٍّحٟ        

 اٌفغ١ٌٛٛعٟ ٚاعزؼٍّذ ا٠ؼب فٟ اخزجبس اٌحغبع١خ ٌٍؼٛاًِ اٌّؼبدح ٌٍجىزش٠ب.

 

  Methodsطرائك انعًم  2-3

 Sample collectionخًع انعٍُاخ 1-2-3

ػ١ٕخ ِٓ اٌزغ٠ٛف اٌفّٟ ٌٍّشػٝ اٌّظبث١ٓ ثزغٛط الاعٕبْ ِٚبحٛي الاعٕبْ 75عّؼذ        

ت الاعٕبْ فٟ عبِؼخ ِٓ اٌّشاعؼ١ٓ ٌٍّغزٛطف اٌظحٟ فٟ حٟ اٌحش ٚاٌّغزشفٝ اٌزؼ١ٍّٟ ٌط

( عٕخ 01-6ٚرشاٚحذ اػّبس اٌّشػٝ ) 1/2/2111ٌٚغب٠خ  1/11/2111ِٓ  وشثلاء ٌٍّذح

خ ِؼمّخ ٚثأششاف ؽج١ت اعٕبْ ٚاخزد اٌؼ١ٕبد ِٓ ِٕطمخ اٌزغٛط ِٚبحٛي اٌغٓ ثّغحبد لط١ٕ

 خ اٌظٍجخ ٚحؼٕذ فٟ حب٠ٚخ صُ ٔمٍذ اٌؼ١ٕبد اٌٝ اٌّخزجش ٚصسػذ ػٍٝ الاٚعبؽ اٌضسػ١ ِخزض

ذ اٌّغزؼّشاد اٌزٟ عبػخ ٚٔمٍ 48ٌّٚذح  37Cºٚفٟ دسعخ حشاسح   %5ثٕغجخ  CO2ِغ رٛف١ش 

اٌٝ ٚعؾ  اٌٝ الاٚعبؽ اٌضسػ١خ الأزخبث١خ ٌزأو١ذ اٌزشخ١ض صُ ٔمٍذ S.mutansرّزٍه طفبد 

 .4Cºذ ثذسعخ ٔم١غ اٌمٍت ٚاٌذِبؽ ٚحفظ
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 انسرع عهى الاوساط انظهثح 2-2-3

ٌّٚذح 37Cº ثذسعخ حشاسح ٚحؼٕذ   blood agarسػذ اٌؼ١ٕبد ػٍٝ ٚعؾ اوبس اٌذَص       

صُ ٔمٍذ اٌّغزؼّشاد اٌزٟ رّزٍه طفبد اٌؼمذ٠خ اٌطبفشح %5 ثٕغجخ  CO2ِغ رٛف١ش  عبػخ  48

 ml/ 0.2ِغ إػبفخ  MSB))Mitis saluvaris bacitracin agarاٌٝ الاٚعبؽ الأزخبث١خ 

unit   ٞٛاٌّؼبد اٌح١ ِٓBacitracin ٚ20%  ٚعىشٚصTYCSB . ٌزأو١ذ اٌزشخ١ض 

 

 انفحض انًدهري 3-2-3

ٔبلً صُ ػًّ ِٕٗ ِغحخ  ؽخبعثٛ م١غ اٌمٍت ٚاٌذِبؽٔب١ِخ ػٍٝ ٚعؾ ٔ ِغزؼّشح ِٓ خز عضءأ         

 .صُ فحظذ ِغٙش٠بغشاَ  طجغذ ثظجغخ

 

 اخرثار انكشف عٍ اَسٌى انكرانٍس 4-2-3

ؽخ إٌبلً اٌٝ شش٠حخ صعبع١خ ٔظ١فخ  صُ بعِٓ ثىزش٠ب اٌؼمذ٠خ اٌطبفشح ثٛٔمٍذ ِغزؼّشح        

مبػبد د١ًٌ ػٍٝ ( ، اْ ظٙٛس اٌف(%3اػ١ف ٌٙب لطشح ِٓ ِحٍٛي ث١شٚوغ١ذ ا١ٌٙذسٚع١ٓ 

٠ٚغزؼًّ ٘زا اٌىشف ٌّؼشفخ لبث١ٍخ اٌجىزش٠ب ػٍٝ أزبط أض٠ُ اٌىزب١ٌض اٌزٞ ٠حًٍ إٌز١غخ اٌّٛعجخ ، 

 (Baron et.al.,1994اٌٝ اٚوغغ١ٓ ِٚبء) H2O2ث١شٚوغ١ذ ا١ٌٙذسٚع١ٓ 

 

 اخرثار ذحهم انذو 5 2-3-

 37Cºثذسعخ  اٌجىز١ش٠خ ٚحؼٕذصُ ٌمح ثبٌؼضلاد  دَ %5ثأػبفخ  حؼش ٚعؾ اوبس اٌذَ       

اٌزٟ رّضً د١ٌلا اٌٍْٛ حٛي اٌّغزؼّشاد اٌجىز١ش٠خ عبػخ صُ ٌٛحع رىْٛ ٘بٌخ خؼشاء 24ٌّذح 

 (Cowan,1985ػٍٝ لذسح ٘زٖ اٌجىزش٠ب ػٍٝ رح١ًٍ اٌذَ )

 

 اخرثار انحساسٍح نهًضاداخ انحٍىٌح 6-2-3

ٌٍّؼبداد اٌح٠ٛ١خ ثأعزخذاَ  S.mutansاعشٞ ٘زا الاخزجبس ٌٍزحشٞ ػٓ حغبع١خ ثىزش٠ب        

 (.Baron etal.,1994) %5ف ٌٗ دَ ثٕغجخ ٕ٘زْٛ ٚاػ١-ٌِٛش ٚعؾ اوبس

ػجؾ  حؼش اٌّؼٍك اٌجىز١شٞ ثٕمً ِغزؼّشح اٚ ِغزؼّشر١ٓ اٌٝ اٌّحٍٛي اٌفغ١ٌٛٛعٟ ٚرُ

( ػٍٝ ِب٠ىش١ٌٚزش100( صُ ٔشش اٌؼبٌك اٌجىز١شٞ ثحغُ )5ػىٛسرٗ ِغ أجٛثخ ِبوفشلأذ اٌم١بع١خ )

عطح اٌٛعؾ اٌّحؼشفٟ اؽجبق ثزشٞ ثأعزخذاَ ِغحخ لط١ٕخ ِؼمّخ صُ رشوذ الاؽجبق ٌّذح 

ٚحؼٕذ  الشاص اٌّؼبداد اٌح٠ٛ١خ ثأعزخذاَ ٍِمؾ ِؼمُٚصجزذ دل١مخ ٌغشع الاِزظبص 15
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عبػخ ٚثؼذ اٌحؼٓ رُ ل١بط لطش اٌزضج١ؾ حٛي وً لشص  24ٌّٚذح 37Cºثذسعخ حشاسح الاؽجبق 

 ؽخ ِغطشح.بثٛع

 

 كسرراٌذاخرثار اَراج ان 7-2-3

 (Guthof,1970اعزخذَ ٘زا الاخزجبس ٌّؼشفخ لذسح اٌجىزش٠ب ػٍٝ أزبط ِبدح اٌذوغزشاْ )       

 ( ِٓ اٌّشق2mlاٌٝ ) S.mutansٔمٍذ ِغزؼّشح اِٚغزؼّشر١ٓ ِٓ ثىزش٠ب اٌؼمذ٠خ اٌطبفشح إر 

ؽخ عٙبص إٌجز بعسط اٌّضسٚع اٌجىز١شٞ ثٛ عبػخ ،48ٌّذح 37Cºثذسعخ ٚحؼٕذ  اٌّغزٞ

 ِٓ اٌؼبٌك اٌجىز١شٞ ml 0.1 ٌّذح ػشش دلبئك صُ عحت  دٚسح/دل١مخ (3000اٌّشوضٞ ثّؼذي )

 (ِٚضعذ ع١ذا %10ِٓ اع١زبد اٌظٛد٠َٛ ) 0.3mlأبث١ت حب٠ٚخ ػٍٝ  خاٌٝ صلاص

 1.5mlِٓ الا٠ضبٔٛي ٌلأجٛة اٌضبٟٔ ،  1.2mlِٓ الاع١زْٛ اٌٝ الأجٛة الاٚي ،  0.8mlاػ١ف

اٌزىزً فٟ  ػ١ٍّخٚوبٔذ ِٓ ا١ٌّضبٔٛي اٌٝ الأجٛة اٌضبٌش .سعذ الأبث١ت ٌّذح صلاس دلبئك ، 

ػٍٝ أزبط  اٌضلاصخ اٚ فٟ أجٛة الاع١زْٛ ٚاٌؼىٛسح فٟ اٌىحٛي د١ٌلاالأبث١ت عٛأت ٚلؼش 

 اٌذوغزشاْ.

 

 (%4اخرثار ذحًم كهىرٌذ انظىدٌىو ترركٍس) 8-2-3

حبٚٞ ػٍٝ وٍٛس٠ذ  HBI broth ٔم١غ اٌمٍت ٚاٌذِبؽ صسػذ اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ فٟ ٚعؾ       

ػبفخ اٌٝ أجٛة ع١طشح ثبلا ٌىً أجٛة10mlِٚٛصع فٟ أبث١ت ثٛالغ  %4اٌظٛد٠َٛ ثزشو١ض

ٌّٚذح  37Cºٚعؼٕذ الأبث١ت ثذسعخ حشاسح ػٍٝ وٍٛس٠ذ اٌظٛد٠َٛ ثذْٚ ثىزش٠ب٠حزٛٞ 

ػٍٝ لذسح ٘زٖ  حذٚس اٌؼىٛسح د١ٌلاوبْ ِمبسٔخ ِغ أجٛة اٌغ١طشح، عبػخ  ٚل١غذ اٌؼىٛسح48

 (Essam et al.,2014)اٌجىزش٠ب ػٍٝ إٌّٛ ٚرحًّ اٌزشاو١ضاٌؼب١ٌخ ِٓ وٍٛس٠ذ اٌظٛد٠َٛ.

 

 

 عهى ذخًٍر انكارتىهٍذراخ انثكررٌا لذرجرثار اخ 9-2-3

ِٓ اٌغىش٠بد ٟٚ٘ )اٌغىشٚص،ساف١ٕٛص،عٛسث١زٛي،ِب١ٔزٛي( ثؼذ  أٛاع خاػ١فذ اسثؼ       

اٌحبٚٞ ػٍٝ طجغخ HBI broth ٔم١غ اٌمٍت ٚاٌذِبؽ  اٌٝ ٚعؾ %1اٌزؼم١ُ ثبٌزشش١ح ٚثٕغجخ 

ٌذِبؽ ٔم١غ اٌمٍت ٚا ع١طشح ِٛعجخ ٚٚعؾٚاعزخذَ اٌغىشٚص ثٛطفٗ  phenol redاحّش اٌف١ٕٛي 

 ع١طشح عبٌجخ .اٌخبٌٟ ِٓ اٌّحٍٛي اٌغىشٞ ثٛطفٗ 

ٚاٌحبٚٞ ػٍٝ اٌّحٍٛي اٌغىشٞ فٟ أبث١ت صعبع١خ ِؼمّخ  HBI brothٚصع اٌٛعؾ         

ح ثذسعخ حشاس اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ ٚحؼٕذلطشح ِٓ  3-2ٌىً أجٛة صُ ٌمحذ  4mlثٛالغ 
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37Cº  ػٍٝ إٌز١غخ  بْ رغ١ش اٌٍْٛ ِٓ الاحّش اٌٝ اٌٍْٛ اٌظفش د١ٌلاٚوعبػخ ، 72ٌّٚذح

  (Fingold and Baron,1986.)اٌّٛعجخ ٚلذسح ٘زٖ اٌجىزش٠ب ػٍٝ رخ١ّش اٌغىش٠بد

 

 انًسرخهض انكحىنً نُثاخ انسَدثٍم10-2-3

(ًِ ِٓ 1000ٔجبد اٌضٔغج١ً فٟ ) سا٠ضِٚبد (غُ 200ِٓحؼش اٌّغزخٍض ثأراثخ )       

لاخزجبس حغبع١خ اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ ٚوزٌه رأص١شٖ ػٍٝ رى٠ٛٓ  %95وحٛي ا١ٌّضبٔٛي ثزشو١ض 

 (. Biofilmاٌغشبءاٌح١ٛٞ )

اٌٝ حب٠ٚبد صعبع١خ  ػخ ٚفٟ ا١ٌَٛ اٌزبٌٟ ٔمً إٌّمٛععب24ٔمغ اٌضٔغج١ً ثب١ٌّضبٔٛي ٌّذح       

دٚسح/دل١مخ 150عبػخ ٚثّؼذي 24عخ حشاسح اٌغشفخ ٌّذحِؼمّخ ٚٚػؼذ فٟ حبػٕخ ٘ضاصح ثذس

سشح اٌّغزخٍض ثٛاعطخ ػذح ؽجمبد ِٓ اٌشبػ اٌطجٟ اٌّؼمُ صُ ثأٚساق رشش١ح ٚلذ ،

Whatman No.1 ّخ ٚرشن ثذسعخ حشاسح اٌغشفخ ١ٌغف ٚطت فٟ اؽجبق صعبع١خ ِؼم

(Nelson and Reginald,2007). 

 

 رركٍس انًثثظ الادَى انذحضٍر انرراكٍس انلازيح نهكشف عٍ 11-2-3

ًِ ِٓ وحٛي ا١ٌّضبٔٛي  10غُ ِٓ ِغزخٍض اٌضٔغج١ً )اٌجبٚدس( ٚاػ١ف ٌٗ  1.5ٚصْ        

صُ ػجئ فٟ لٕبٟٔ  Stock solutionٍِغُ/ًِ ِٓ اٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ 150فزُ اٌحظٛي ػٍٝ  95%

 .  4Cºِؼزّخ ثذسعخ

اٌزضج١ط١خ ٌٍّغزخٍض اٌىحٌٟٛ اٌزخبف١ف اٌزؼبػف١خ اٌلاصِخ لأخزجبس اٌفؼب١ٌخ حؼشد       

الار١خ  بٌزشاو١ضٚث 0.22ٚاٌزٟ ػمّذ ثبٌّششحبد اٌغشبئ١خ اٌذل١مخ  ٌٍضٔغج١ً ِٓ اٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ

 ٚوّب ٠ٍٟ:( 2014اٌذػّٟ ،) ًِ \ٍِغُ( 12.5, 25 , 50 , 100 , 150)

 (( mg/ml 150(ِٓ اٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ ٌزحؼ١ش رشو١ض3mlعحت ).1

ٌزحؼ١ش  95(ِٓ وحٛي ا١ٌّضبٔٛي %1mlاٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ ٚاػ١ف ٌٗ ) (2mlِٓعحت ).2

 (.100mg/mlرشو١ض )

ٌزحؼ١ش  %95( ِٓ وحٛي ا١ٌّضبٔٛي 2ml)(ِٓ اٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ ٚاػ١ف ٌٗ 1mlعحت ).3

 (.mg/ml 50رشو١ض )

 %95( ِٓ وحٛي ا١ٌّضبٔٛي 2.5ml( ِٓ اٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ ٚاػ١ف ٌٗ )0.5mlعحت ).4

 (.mg/ml 25ٌزحؼ١ش رشو١ض)

 %95( ِٓ وحٛي ا١ٌّضبٔٛي 2.75ml( ِٓ اٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ ٚاػ١ف ٌٗ )ml 0.25عحت ).5

 (.12.5mg/mlٌزحؼ١شرشو١ض)
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 %95( ِٓ وحٛي ا١ٌّضبٔٛي 3ml( ِٓ اٌّحٍٛي اٌخض٠ٓ ٚاػ١ف ٌٗ )0.125mlعحت ).6

 (.6.25mg/mlٌزحؼ١ش رشو١ض )

 

 Inhibition activity testاخرثار انفعانٍح انرثثٍطٍح12-2-3

      ّغزخٍض اٌضٔغج١ً ػٍٝ خلا٠ب ثىزش٠بْ لاخزجبس اٌزأص١ش اٌزضج١طٟ ٌاعزخذِذ ؽش٠مزب       

S.mutans   : 

 

 Well diffusionطرٌمح الاَرشار تانحفر1-12-2-3 

اعزخذِذ ؽش٠مخ الأزشبس ثبٌحفش ٌٍىشف ػٓ اٌفؼب١ٌخ  اٌزضج١ط١خ ٌٍّغزخٍض اٌىحٌٟٛ ٌٕجبد        

 .  S.mutansثىزش٠ب اٌؼمذ٠خ اٌطبفشحاٌضٔغج١ً ػذ 

 5) )خففذ اٌؼضلاد ثبٌّحٍٛي اٌفغٍغٟ ٌٍٛطٛي اٌٝ ػىٛسح أجٛثخ ِبوفشلأذ اٌم١بع١خ.1

دل١مخ 15ؽخ ِغحبد لط١ٕخ ِؼمّخ ٚرشوذ بعٌىً ؽجك ثٛ ِب٠ىش١ٌٚزش(100 )ٔششد ثٛالغ. 2

 ٌغشع الاِزظبص.

      صُ ٍِئذ وً حفشح اٌّضسٚع ٍُِ( ػٍٝ عطح الاوبس 6اعزخذَ صبلت ف١ٍٕٟ ٌؼًّ صمٛة لطش٘ب ). 3

(  25,12.5 , 50 , 100 , 150 )ِٓ وً رشو١ض ِٓ اٌزشاو١ضا٢ر١خ ِب٠ىش١ٌٚزش(50) ثٛالغ

ع١طشح ثٛطفٙب   Ampicillin %32ىً رشو١ض ِغ حفشح ٌٍّؼبد اٌح١ٛٞٚثّؼذي حفشح ٌ

عبػخ ٚحؼش ثّؼذي  24ع١طشح عبٌجخ ٌّٚذح ثٛطفٙب  %95ِٛعجخ ٚحفشح ٌىحٛي ا١ٌّضبٔٛي 

 صلاس ِىشساد ٌىً رشو١ض.

 عبػخ . 24ٌّٚذح  37Cºحؼٕذ الاؽجبق ثذسعخ حشاسح .4

ل١غذ ِٕبؽك اٌزضج١ؾ حٛي اٌحفش ٚلٛسٔذ ِغ ِؼبًِ اٌغ١طشح اٌحبٚٞ ػٍٝ وحٛي .5

 (.Perez C. et.al.,1990;Chessbrough,2000.)%95ا١ٌّضبٔٛي

 

  Microtiter plateانذلٍمح  ًعاٌرجان طفائح طرٌمح2-12-2-3 

    5) )ػذٌذ ػىٛسح اٌؼبٌك اٌجىز١شٞ ثبٌّمبسٔخ ِغ أجٛثخ ِبوفشلأذ اٌم١بع١خ-1

( ٚرُ 150، 100،  50،  25، 12.5،  (6.25ِٓ ِغزخٍض اٌضٔغج١ً ر١خحؼشد اٌزشاو١ض ا٢ -2

 ِب٠ىشْٚ.  0.45رؼم١ُ وً ِٕٙب ثبٌّششحبد اٌغشبئ١خ اٌذل١مخ ثمطش 

فٟ وً حفشح صُ ٚػغ   Muller Hinton broth ِب٠ىش١ٌٚزش( 180ِٓٚػغ ) -3

ٌؼبٌك اٌجىز١شٞ ٚحؼٕذ اٌظف١حخ ٌّذح ِب٠ىش١ٌٚزش( ِٓ ا10اٌّغزخٍض ٚ) ِب٠ىش١ٌٚزش(10ِٓ)

اعزخذاَ اٌّؼبد اٌح١ٛٞ  ِغذي ِىشس٠ٓ ٌىً رشو١ض ٚحؼش ثّؼ 37Cºعبػخ ثذسعخ حشاسح 24
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Ampicillin 32% وّؼبٍِخ ع١طشح عبٌجخ%95  وحٛي ا١ٌّضبٔٛيٚ  وّؼبٍِخ ع١طشح ِٛعجخ 

(Christenfen etal.,1985). 

 

 (Biofilmاخرثار ذكىٌٍ انغشاءانحٍىي )13-2-3 

 Congo redثأعزخذاَ ؽش٠مخ  لبث١ٍخ اٌؼضلاد اٌجىز١ش٠خ ػٍٝ رى٠ٛٓ اٌغشبء اٌح١ٛٞ اخزجشد       

agar ش ِٓ اٌّىٛٔبد ا٢ر١خاٌزٞ حؼ: 

HBI broth 37)  غ8ُ(غُ،طجغخ اٌىٛٔغٛ اٌحّشاء )(10 1( غُ،اوبس سلُ 50) (غُ ،عىشٚص) 

ٌمحذ الاؽجبق ثّؼذي ،  ػٓ ثبلٟ اٌّىٛٔبد حؼشد اٌظجغخ ٚػمّذ ثظٛسح ِٕفظٍخٚ

عبػخ ،  24ٌّذح  37Cºحشاسح ٘ٛائ١ب ثذسعخ حؼٕذ اٌجىز١شٞ ٚ ِٓ اٌؼبٌك ِب٠ىش١ٌٚزش(100)

ػٍٝ لذسح ٘زٖ اٌجىزش٠ب ػٍٝ رى٠ٛٓ اٌغشبء  بْ ظٙٛس اٌّغزؼّشاد اٌغٛداء د١ٌلاٚو

 (.Freeman etal.,1989اٌح١ٛٞ.)

 

 (Biofilmذأثٍر انًسرخهض انكحىنً نُثاخ انسَدثٍم عهى ذكىٌٍ انغشاء انحٍىي) 14-2-3 

حغت ث ثزى٠ٛٓ اٌغشبءاٌح١ٛٞ اػطذ ٔزبئظ ا٠غبث١خ ُ اخز١بس خّظ ػضلاد ثىز١ش٠خ ٚلذر       

ذِذ ؽش٠مخ ر١ّٕخ ٚاعزخ ، Congo red agarاٌىشف ػٓ اٌغشبء اٌح١ٛٞ ثطش٠مخ اخزجبس

(ٚ٘زٖ اٌطش٠مخ Chandra etal.,2001ؽخ اؽجبق ثزشٞ ؽجمب ٌطش٠مخ )بعاٌغشبءاٌح١ٛٞ ثٛ

 .Microtiter plateِطبثمخ ٌطش٠مخ 

 .( 5ٌزىْٛ ِطبثمخ ٌؼىٛسح أجٛثخ ِبوفشلأذ اٌم١بع١خ ) (100:1خففذ اٌؼضلاد ثزشو١ض ) .1

فٟ  Tryptic soy broth(TSB( ِٓ ِشق )9ml( ِٓ اٌؼبٌك اٌجىز١شٞ اٌٝ )1mlاػ١ف ).2

 .اؽجبق ٌىً ػ١ٕخ ِغ ؽجك ع١طشح خٚثّؼذي اسثؼعُ ( 6اؽجبق ثزشٞ حغُ )

 .عبػخ  24ٌّذح  37Cºثذسعخ حشاسح ٚحؼٕذ  Barafilmاح١طذ الاؽجبق ثشش٠ؾ .3

ٛي ٚغغٍذ ثبٌّحٍ عبػخ(48حؼٓ  اٌغ١طشح إرد الاؽجبق )ِبػذا ؽجك رُ اٌزخٍض ِٓ ِحز٠ٛب.4

 .اٌفغٍغٟ اٌطج١ؼٟ صلاس ِشاد 

ؽجبق اٌحب٠ٚخ ػٍٝ اٌغشبء ( ِٓ اٌّغزخٍض اٌىحٌٟٛ ٌٕجبد اٌضٔغج١ً اٌٝ الا(5mlاػ١ف .5

 . mg/ml 100,50,25,12.5)خ )ض ٌىً ؽجك  ِٓ اٌزشاو١ض ا٢ر١اٌح١ٛٞ إٌبِٟ ٚثّؼذي رشو١

 37Cºعبػخ ٚثذسعخ حشاسح  48حؼٕذ الاؽجبق لا٘ٛائ١ب ٌّذح .6

( 1mlاٌطج١ؼٟ صُ اػ١ف )عىجذ ِحز٠ٛبد الاؽجبق ِشح اخشٜ ٚغغٍذ ثبٌّحٍٛي اٌفغٍغٟ .7

 .ًّ ٌٙب لشؾ ثأداح ٔظ١فخ ِؼمّخاٌٝ الاؽجبق ثبلاػبفخ اٌٝ ؽجك اٌغ١طشح  ٚػ TSBِٓ ِشق 
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 10دٚسح/دل١مخ( ٌّذح  (3000ٔمٍذ اٌٝ أبث١ت اثٕذسٚف ِؼمّخ ٚػشػذ ٌٍٕجز اٌّشوضٞ ثّؼذي.8

 (.20-ذ ثذسعخ )دلبئك ٚحفظ

 

 فً انىلد انحمٍمً انكًً )الاسرُساخ انعكسً(  فحض ذفاعم سهسهح انثهًرج 15-2-3

Quantitative Reverse Transcription Real-Time PCR (RT-qPCR) 

العكسً( وذلك اجري فحص تفاعل سلسلة البلمره فً الوقت الحقٌقً الكمً )الاستنساخ        

لدلالة على مقدار التعبٌر الجٌنً ل( mRNAلقٌاس المستوٌات الكمٌة الحمض النووي المرسل )

  Streptococcus mutansفً جرثومة   glucosyltransferase( gtfB) gene لجٌن

لحساب التعبٌر  اقٌاسٌ امنظم اجٌنبوصفه  (16SrRNA gene) وكذلك استخدام جٌن 

 :كما فً الخطوات الآتٌة .(Klein et al.,2010)هذا الفحص حسب طرٌقة الجٌنً،واجري 

  Total RNA extractionانكهً  انراٌثىزي اسرخلاص انحايض انُىوي 1-15-2-3

المجهز  Trizol kitوذلك باستخدام عدة ال  Total RNAمض النووي االح استخلص         

ة المصنعة كما فً حسب تعلٌمات الشرك ولقد تم العمل بهذا العدة Bioneer-koreaشركة  من

 :الخطوات الآتٌة

جهاز الطرد المركزي  الى ابندروف ومن ثم نقل من العالق ووضع فً انبوبة  1mlاخذ  -1

 واحدة. لمدة دقٌقة دقٌقة\دورة  10000بسرعه 

  (Trizol)ن محلول م 1mlواضٌف له  (Pellet )تم التخلص من الطافً واخذ المترسب -2

 .دقٌقة 1لمدة   vortexعمل له رج مستمر باستخدام الووالذي ٌعمل على تحطٌم الخلاٌا 

لكل عٌنة للتأكٌد على تحطٌم الخلاٌا  chloroformلٌتر من كحول الماٌكرو  200اضٌف  -3

 . vortex  طةاسدقٌقة بو 15عمل لها رج لمدة و بشكل كامل

 دقائق. 10ضن الخلٌط فً الثلج لمدة ح-4

 .دورة/دقٌقة12000 دقائق بسرعة 10جهاز الطرد المركزي لمدة العٌنات فً  توضع-5

واضٌف   micropipetteطة اسبو ت الطبقة العلٌا )الشفافة( الى انبوبة ابندروف جدٌدةنقل-6

 مرات بالٌد. 4-5 ت الانبوبةقلبو RNAلغرض ترسٌب  isopropanolمن الٌها كمٌة متساوٌة
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 . دقائق 10لمدة  مْ 20-ت العٌنات بدرجة حرارة حضن-7

دقٌقة ثم تم التخلص  10دقٌقة لمدة \دورة 12000العٌنات فً جهاز الطرد المركزي توضع-8

 .pelletخذ المترسب من الطافً وأ

عمل له رج مستمر بجهاز % و80ٌزبترك ethanol alcoholمن  1mlضٌف للمترسب ا -9

vortex دقٌقة وتم  5مدة ل دقٌقة\دورة12000 الخلٌط بجهاز الطرد المركزي بسرعةضع ثم و

 .pelletاخذ المترسب التخلص من الطافً و

 50ثم اضٌف  دقٌقة 10( مْ ولمدة 25)جفف المترسب بتركه بدرجة حرارة الغرفة – 10

                                               حفظ بعد ذلك  دقائق10ووضع فً حمام مائً لمدة  DEPC waterمٌكرولٌتر من 

 مْ. 70- المستخلص فً درجه حرارة  RNAمض النووي احال

 RNAلٍاش ذركٍس وَماوج انحايض انُىوي  2-15-2-3

Assessing   RNA yield and quality 

من خلال استخدام جهاز خاص المستخلص  RNAكشف عن الحمض النووي       

Nanodrop spectrophotometer مض النووي   اوذلك من تحدٌد تركٌز الحng\µl 

RNA  مض النووي او قٌاس نقاوة الحRNA  من خلال قراءة الامتصاصٌة بدرجة

(260/280 nmًعلى النحو الآت ) : 

رُ اخز١بس ثشٔبِظ ل١بط اٌحّغ  spectrophotometer Nanodropثؼذ رشغ١ً عٙبص1-

 .RNAإٌٛٚٞ ٔٛع 

( ثبعزخذاَ ِبطخ (Free nuclease waterِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ 2اٌغٙبص ٚرٌه ثٛػغ  طفش2-

اٌشو١ضح  ظف١ش صُ ٔظفذِؼمّخ ػٍٝ عطح سو١ضح اٌّم١بط ٚإعشاء اٌز Micropipeteدل١مخ

 ثبعزخذاَ أٚساق رٕش١ف ٌم١بط اٌؼ١ٕبد.

ِٓ ٠ىش١ٌٚزش ِٓ وً ػ١ٕخ بِ 1ٚرٌه ثبعزخذاَ    RNA حبِغ إٌٛٚٞرشو١ض اٌ بط١رُ ل3-

ط اٌغٙبص ِشح اخشٜ ٌم١بط ٔظفذ سو١ضح اٌّم١باٌّغزخٍض ِٚٓ صُ  RNA حبِغ إٌٛٚٞاٌ

 اٌؼ١ٕخ الاخشٜ.



  Material and Methodsالفصل الثالث                                      مواد وطرائق العمل                

                         

 
20 

 Nanodropاٌّغزخٍض ثمشاءح الاِزظبط١خ عٙبص   RNAٔمبٚح ػ١ٕبد اي حذدد 4-

Spectrophotometer  ٓ260/280ػٍٝ ؽ١ٌٛٓ ِٛع١١ nm)اْ اٌحّغ إٌٛٚٞ  (  إر

RNA 1.8رىْٛ ٔغجخ الاِزظبط١خ ٟ٘  ػٕذِب بٔم١ اٌّغزخٍض ٠ؼذ).) 

 

 DNase I Treatmentيعايهح تاَسٌى   3-15-2-3

وذلك لتخلص  Dnase I treatmentباستخدام  RNAمض النووي الرٌبوسومً  االحعومل 

الاعتماد على طرٌقة عمل فً عملٌة الاستخلاص من خلال   DNAمن بقاٌا الحمض النووي 

 دة الأنزٌم وكما ٌلً :ع

 لكل عٌنة ووضع فً انبوبة RNAماٌكرولٌتر من الحامض النووي الراٌبوسومً  10 .اخذ1

      ابندروف.

 4و DEPC waterماٌكرولٌتر من  5و DNase enzymeمن  ماٌكرولٌتر 1.أضٌف   

( على التوالً الى الحامض النووي الراٌبوسومً bufferماٌكرولٌتر من المحلول الدارئ )

RNA. 

 دقٌقة . 30لمدة »م 37ضنة بدرجة حرارة .حضن المزٌج فً الحا3

لمدة  »م 65وحضن المزٌج بالحمام المائً بدرجة حرارة  EDTAِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ  1.اضٌف 4

 دقائق وذلك لتثبٌط فعل الانزٌم . 10

 

 cDNA DNA synthesis Complementaryطرٌمح ذظٍُع  4-15-2-3

مض امن عٌنات الح DNA المكمل cDNAمض النووي اطرٌقة تصنٌع الح تاستخدام        

 Accupower Rockscript RT Premix kitالمستخلص باستخدام عدة   RNAالنووي ال 

وكما  كاما . واجرٌت العملٌة حسب طرٌقة عمل العدةBioneer-Koreaشركة  نمالمجهزة 

 ٌلً:

لكل عٌنة الى انابٌب عدة  RNAماٌكرولٌتر من الحامض النووي الراٌبوسومً 10.اخذ 1

cDNA synthesis  ًالحاوٌة على انزٌم الاستنساخ العكسTranscriptase. 
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 4و Random primer(dNTP)ماٌكرولٌترمن  1و DTTماٌكرولٌترمن مادة  4.اضٌف 2

على التوالً  RNase inhibitorماٌكرولٌترمن  1و bufferماٌكرولٌترمن المحلول الدارئ 

 .الى انابٌب العدة 

الى انابٌب العدة إذ تعمل كمادة حافظة  DEPC waterماٌكرولٌترمن مادة  9.اضٌف 3

 للحامض النووي .

بسرعة  centrifuge(Exispin).وضعت جمٌع الانابٌب الى جهازالطرد المركزي المازج 4

3000 rpm  دقائق . 3لمدة 

وطبقت الظروف الحرارٌة  Thermocycler.نقلت الانابٌب الى جهاز الدوار الحراري 5

 . cDNAلعملٌة تصنٌع 

 (3-8.جدول)Real Time PCRلحٌن استخدامها لفحص »م 20-.حفظت العٌنات بدرجة 6

 cDNA( الظروف الحرارٌة المثلى  لعملٌة تصنٌع 3-8جدول )               

Time Temperature Step 

1 hour 50 °C 
cDNA synthesis (RT 

step) 

5 minutes 95 °C Heat inactivation 

 

  Quantitative Real-Time PCR (qPCR)فحص  5-15-2-3

عدة  لمجامٌع التجربة وذلك باستخدام cDNA لعٌنات qPCRفحص ال  اجري       

Accupower 2x Green Star qPCR kit شركة باٌونٌر الكورٌة، لاجراء هذا  من المجهزة

 جهازالتً تتفاعل مع الجٌنات المتضخمة فً لحاوي على صبغة الساٌبر الخضراء الفحص وا

Real-Time PCR :ًكما ٌات 
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 (3-9حسة خذول) ( gtfBدٍٍ انهذف )هن  qPCRذحضٍر يسٌح ذفاعم  -أ(

 gtfBدٍٍ هنqPCR ذفاعم  (يكىَاخ يسٌح 3-9خذول )

Volume qPCR master mix 

5µL cDNA template 

1µL 
gtfB gene Forward primer 

(10pmol) 

1µL 
gtfB gene Reverse primer 

(10pmol) 

12.5 µL 2x green star qPCR master mix 

5.5 µL DEPC water 

25 µL Total 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Material and Methodsالفصل الثالث                                      مواد وطرائق العمل                

                         

 
22 

 

 3-10)حسة خذول) 16SrRNAدٍٍ انمٍاسً نه  qPCRذحضٍر يسٌح ذفاعم  -ب(

 16SrRNAنهدٍٍ qPCR (يكىَاخ يسٌح ذفاعم 3-10خذول )

Volume qPCR master mix 

5µL cDNA template 

1µL 
16SrRNA gene Forward primer 

(10pmol) 

1µL 
16SrRNA gene Reverse primer 

(10pmol) 

12.5 µL 2x green star qPCR master mix 

5.5 µL DEPC water 

25 µL Total 

 

ثم وضعت جمٌع  الخاصة  qPCRالمكونات التً ذكرت فً الجداول اعلاه الى انابٌب  ثم اضٌفت  

 3000rpmبسرعة  vortex centrifuge (Exispin)الانابٌب فً جهز الطرد المركزي المازج 

 . Miniopticon Real-Time PCR)وبعدها نقلت صفٌحة  الى جهاز  .دقائق لمدة ثلاث

BioRad.USA)  الظروف الحرارٌة  وطبقتqPCR Thermocycler conditions  لكل الجٌنات

 (.3-8عمل العدة كما فً الجدول ) حسب طرٌقة
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المقاسة  16SrRNAو gtfBللجٌنات qPCR (الظروف الحرارٌة المثلى لمراحل 3-8جدول )

 حسب طرٌقة عمل العدة

Repeat 

cycle 
Time Temperature qPCR step 

1 3 min 95 °C Initial Denaturation 

45 

20 sec 95 °C Denaturation 

30 sec 58 °C 
Annealing\Extension 

Detection(scan) 

1 0.5 sec 60-95°C Melting 

 

 Real-Time PCR data analysisطرٌقة تحللٌل بٌانات  6-15-2-3

المتبلمر  فً الوقت الحقٌقً الكمً من خلال  لبٌانات الناتجه من تفاعل السلسلةا حللت       

( ( Livak and schmittgen, 2001التً وضعت من   livak methodاستخدام طرٌقة 

 Absolute والكمٌه المطلقة Relative Quantitive والتً تعتمد على استخراج الكمٌة النسبٌة

Quantitive حتى تكون  ات السٌطرةمن خلال عملٌة تصحٌح ومعادلة الجٌنات الهدف مع عٌن

لٌنتج مستوى  عٌنة السٌطرةمن عٌنات الهدف تصحح مع  النتائج ذات معنى باٌولوجً كل عٌنة

وتمثل بهذه  target geneوتتطلب هذه الطرٌقة وجود جٌن هدف النسبً محدد من التعبٌر 

ظم واٌضا الى جٌن من S.mutansالخاص ببكترٌا   gtfB glucotransferaseالدراسة الجٌن 

لحساب التعبٌر الجٌنً وتشمل 16SrRNA ٌن وتمثل بالج  House keeping geneقٌاسً 

 :الخطوات التالٌة Livakطرٌقة 

∆CT (test)=CT(target,test)-CT (ref,test) 

∆CT (control)=CT (target,control)-CT(ref,control) 
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CT(target,test) )ٌشٌرالى عتبة الدورة ) للجٌن الهدف ، العٌنة المعاملة : 

CT (ref,test) )ٌشٌر الى عتبة الدورة )للجٌن المحافظ ،العٌنة المعاملة : 

CT(target,control) )ٌشٌر الى عتبة الدورة ) للجٌن الهدف،عٌنة السٌطرة : 

CT(ref,control)  السٌطرة(: ٌشٌر الى عتبة الدورة )للجٌن المحافظ ،عٌنة 

 

 لعٌنة السٌطرة بأستخدام القانون الاتً: CT∆للعٌنة المعاملة بالنسبة الى  CT∆معادلة  2-

CT=∆CT(test)-∆CT(control)∆∆ 

 ( بأستخدام القانون الاتً:fold changeاٌجاد نسبة التعبٌرالجٌنً ) 3-

Gene expression Ratio=2∆∆CT 

 

          Statistical analysisانرحهٍم الاحظائً 16-2-3

واقل  One way ANOVAبأتجاه واحد  تحلٌل التباٌنباستخدام اختبار تم تحلٌل النتائج       

برنامج  0.05 ٌةعلى مستوى احتمال Least Significant Defference L.S.D فرق معنوي

SPSS  . (2007)الامام   
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 النتائج والمناقشة

Results & Discussion 

 العزل والتشخٌص1-4 

عٌنة للمرضى المصابٌن  75من S.mutansمن الجرثومة السبحٌة  زلةع 18الحصول علىتم 

وتعد هذه النسبة %24ول الاسنان وكانت نسبة الاصابة بمرض تسوس الاسنان والتهابات ماح

من المرضى % 17.2حٌث ذكر بأن  Thomas etal,(2008حث) امقاربة لماحصل علٌه الب

لما حصل علٌه  ومقاربة S.mutansالمصابٌن بتسوس الاسنان ٌحملون الجرثومة السبحٌة 

Desoet etal (2000) سوس الاسنان لدٌهم من الاطفال المصابٌن بت%  25الذي ذكر ان

 Mitis-salivarius bacitracinالنامٌة على وسطً  مستعمراتكانتالو،S. mutansبكترٌا 

agar( MSB)  وTYCSB agarشبه شفافة غٌر منتظمة الشكل مرتفعة عن سطح  صغٌرة دائرٌة

 .( Loesche,1986الاكار ومتماسكة القوام وذات مظهر حبٌبً )

 الكٌموحٌوٌة المظهرٌةو الفحوصات2-4 

عزلات الجرثومة السبحٌة  عٌتبٌن ان جملكٌموحٌوٌة االمظهرٌةو لفحوصاتمن خلال ا

S.mutans ظهرتبشكل خلاٌا دائرٌة الى بٌضوٌة الشكل موجبة لصبغة غرام ومرتبة بشكل 

بٌروكسٌد الهٌدروجٌن  عمل على اكسدةلانزٌم الكتالٌز الذي ٌ سالبة هاأن  ازواج او سلاسل ،و

H2O2 اوكسجٌن الىO ءوما H2Oالجدول .ثٌره السام على الخلٌة البكتٌرٌةوذلك للتخلص من تأ

(1-4) 
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 S.mutansبكترٌا ٌة والكٌموحٌوٌة ل(ٌوضح الاختبارات الشكل(4-1جدول 

 النتٌجة الاختبار ت

 + صبغة غرامتفاعل  1

 اختٌارٌة التهوٌة النمو احتٌاجات 2

 - اختبار الكتالٌز 3

 الفا ، كاما تحلل الدم 4

 + انتاج الدكستران 5

 + Nacl 4%النموفً  6

7 Mitis-salivarius agar + 

8 TYCSB agar + 

 

العزلات البكتٌرٌة اعطت نوعٌن من التحلل،تحلل من نوع الفا وتحلل من  إن  واظهرت النتائج 

ٌعد انزٌم الهٌمولاٌسن ذو طبٌعٌة بروتنٌة و (Facklam,1977نوع كاما وهذا ٌتفق مع ماذكره )

ان ( ،وBenz etal.,1989السالبة والموجبة لصبغة غرام )ٌفرز من انواع عدٌدة من البكترٌا 

الٌة عمل الهٌمولاٌسٌن فً احداث الامراضٌة تكون اما بصورة مباشرة عن طرٌق تحلٌل 

مصدرا مهما لنمو وتكاثر كرٌات الدم الحمراء وهذا ٌسبب تحرر الهٌموكلوبٌن الذي ٌعد 

البكترٌا او عن طرٌق التداخل مع العملٌات الدفاعٌة داخل جسم المضٌف حٌث ٌمتلك 

ٌحفز تحللها  اجم الخلاٌا المناعٌة ولكن دون أن  من التأثٌرات فهو ٌه االهٌمولاٌسٌن مدى واسع

 (.Goni and Ostolaza,1998لكنه بالمقابل ٌمنعها من اداء وظٌفتها )

جمٌع العزلات البكتٌرٌة تمتلك القدرة على انتاج مادة الدكستران ولكن بنسب  أن  لنتائج اظهرت ا

 ران انبوبة الاختباروبٌن كمٌة قلٌلةدمتفاوتة تراوحت مابٌن كمٌة واضحة ملتصقة على قعر وج

وفً بعض العزلات البكتٌرٌة اقتصر وجود مادة الدكستران فً انبوب الاختبار الحاوي على 

لوحظ حدوث تفاعل عند خلط العزلات ٌثانول ،ومع وجود عكورة فً المٌثانول والا الاسٌتون

،وٌعزى حدوث البكتٌرٌة مع الاسٌتون والمٌثانول والاٌثانول مما ٌدل على النتٌجة الموجبة

 dextransucraseالى انزٌم  الحاوٌة على المٌثانول والاٌثانولالعكورة فً انابٌب الاختبار
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السكرٌات تتحلل الى مواد ذائبة الكلوكان غٌر الذائب فً الماء إذ إن  من كمٌات الذي ٌقوم بتكوٌن

 .Guthof,(1970)وهذا ٌتفق مع ماذكره فً الكحول ثم تتحول لاحقا الى كلوكان غٌر ذائب 

 

 S. mutans(انتاج الدكستران لبكترٌا 4-2شكل )

ٌن نمو جٌد الى نمو متوسط فً اظهرت العزلات البكتٌرٌة نسب متفاوتة من النمو تراوحت ماب

من %4ٌزتعد القدرة على النمو فً تركو% 4زود بكلورٌد الصودٌوم بنسبة م BHI brothوسط

إذ ،Streptococcus mutans(Holt et.al.,1994)الممٌزة  كلورٌد الصودٌوم من الصفات 

غٌر الذائب فً  التركٌز الملحً احد العوامل التً تؤثر بصورة واضحة على تكوٌن الكلوكان إن  

ذائب وٌحفز الغٌر  الى وٌحول الكلوكان الذائب فً الماء الماء وٌزٌد من سرعة بناء الكلوكان

 Glucosyltransferases (Mukasa et.al.,1982)(GTFsفعالٌة )

 Carbohydrate fermentation testعلى تخمٌر الكاربوهٌدرات البكترٌا قدرةر اختبا3-4

من العزلات البكتٌرٌة تمتلك القدرة على % 61.1أن  ( (4-2الجدول ئج الموضحة فًبٌنت النتا

 Sorbitolوالسوربٌتول Mannitolوعلى تخمٌر المانٌتول  Raffinoseتخمٌر سكرالرافٌنوز 

 .%100بنسبة
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 ( قابلٌة العزلات البكتٌرٌة على تخمٌر الكاربوهٌدرات4-2جدول )

 
 العزلات

 
 الرافٌنوز

 
 المانٌتول

 
 السوربٌتول

 
 السكروز

 
 الموجبة

 
61.1% 

 

 
 
 
 
100      % 

 
 
 
 
100 % 

 
 

 
 
 
 

100        % 
 

 السالبة
 
11.1% 

 
 المتأخرة

 

27.8% 

 

 ااستخدم السكروز كسٌطرة موجبةوذلك لان السكروز ٌتحول بسرعة الى حامض مسببا انخفاض

ٌعد تغٌراللون من الاحمر الى الاصفر و مما ٌؤدي الىpHفً الاس الهٌدروجٌنً  اسرٌع

بالٌته السكروز وبالدرجة الاولى الغذاء الكاربوهٌدراتً المحفز لعملٌة التسوس بسبب قا

( وعدٌد EPSٌستخدم كمادة اساس فً بناء عدٌد السكرٌد الخارجً ) أن هالتخمرٌة بالاضافة الى 

 PaseLemeواشار،  (Bowen ,2002( فً اللوٌحة السنٌة )IPSالسكرٌد الداخلً )

et.al.,(2004)  عضوي الالى ان السكروز ٌخفض من تركٌز الكالسٌوم والفسفور غٌر

ٌعد انتاج الكلوكان وحامض اللاكتٌك عن طرٌق و ٌد فً الغشاء الحٌوي فً الاسنان والفلورا

 فً حدوث تسوس الاسنان . اتخمٌر الكاربوهٌدرات عامل ضراوة اساسٌ
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. 

 على تخمٌر الكاربوهٌدراتS. mutans( قدرة بكترٌا 4-3)شكل 

 

  Antibiotic sensitivity testاختبار الحساسٌة للمضادات الحٌوٌة 4-4

كما  S.mutansاستخدمت ثلاثة انواع من المضادات الحٌوٌة فً تشخٌص الجرثومة السبحٌة 

 .((4-3لهً مبٌنة فً الجدو

بنسبة  Bacitracin   ،Optochinجمٌع العزلات البكتٌرٌة مقاومة للمضادٌن  أن  بٌنت النتائج 

 ىقياسقطرمنطقةالتثبيطلواعتمدع% 100بنسبة  Vancomycinوحساسة للمضاد الحٌوي  100%

الى  Whiely and Beighton , (1998)اشار ، وNCCLS 2014ومقارنة ذلك مع ماورد فً 

مضاد المعزولة من الانسان تمتلك المقاومة لل Mutans streptococciكل  أن  

حٌث ٌعد مٌزة تفرٌقٌة لهذه المجموعة عن باقً المجامٌع الاخرى لذلك  Bacitracinالحٌوي

، اما المضاد الحٌوي  وتشخٌصها لعزلالجرثومة السبحٌة MS agarالى هذا المضاد ٌضاف

Optochin   فهو ٌمٌزS. Mutans  عنS.pneumonia خٌرة حساسة له حٌث تكون الا

(William and Wilkins ,2013 ) فانكوماٌسٌن مٌزة تفرٌقٌة اخرى للمضاد التعد الحساسٌة و

 (.Baron etal.,1994تمٌز الجرثومة السبحٌة عن باقً المسبحٌات الاخرى )
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 S.mutans( ٌوضح اختبار الحساسٌة للمضادات الحٌوٌة للجرثومة السبحٌة 4-3جدول )

 التركٌز الرمز المضاد الحٌوي ت

 ماٌكروغرام/قرص

 الحساسٌة  

1 Vancomycin VA 30 S 

2 Bacitracin B 10 R 

3 Optochin OP 5 R 

R ; resistant      ،S ; sensetive 

( او bacteriocidal) فهو اما ان ٌكون قاتلا ٌؤثر المضاد الحٌوي على البكترٌا بطرٌقتٌن

البكترٌا قد تتمكن من اعادة نشاطها اذا ازٌل هذا المضاد لاي  ( إذ إن  bacteriostatic) امثبط

سبب من الاسباب ،وٌؤثر المضاد الحٌوي اما على بناء بروتٌنات الجدار الخلوي او على بناء 

الحامض النووي او على بناء الجزٌئات الاٌضٌة ، وتستخدم البكترٌا طرٌقتٌن لتجنب او مقاومة 

عن طرٌق افراز  تحطٌم او الغاء تفعٌل المضاد الحٌوي تأثٌر المضادات الحٌوٌة وهً 

منع حدوث ثقوب فً المكان الذي ٌستهدفه ( اوBrook etal.,2001الانزٌمات المثبطة )

ان حدوث طفرة او تغٌٌر فً المكان  فضلا عن( Jacoby and Sutton ,1985)المضاد

 (.Levinson and Jawetz,2000ن البكترٌا من مقاومة ذلك المضاد)المستهدف ٌمك

 

 Vancomycinللمضاد الحٌوي S.mutans( حساسٌة بكترٌا 4-4شكل)
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عوامل المضادة وجهاز مناعة لل درجة عالٌة من المقاومةاما الاغشٌة الحٌوٌة فأنها تظهر 

(وتكون بمعدل اعلى من المقاومة فً البكترٌا حرة Dallawala etal.,2010المضٌف )

من جٌنات  % 20اكثر من عود السبب فً ذلك الى أن  ضعف وٌ 1000المعٌشة اذ تزداد الى 

الذي قد ٌنتج عنه حماٌة اكبرضد خلاٌا لحٌوي ٌتم تعبٌرها بصورة مختلفة البكترٌا فً الغشاء ا

فأن معدل  فعالٌاتها الاٌضٌة بطٌئة ومن ثم  ن البكترٌا تنمو ببطئ وتكو ر وكذا أن  البلعم الكبٌ

وتنتج البكترٌا كذلك مركبات ضمن الغشاء الحٌوي تعادل تأثٌر  تعرضها للمضادات ٌكون قلٌلا

تعمل كحاجز ٌحمً Exopolysaccharide(EPSالطبقة اللزجة ) فضلا عن أن  المضادات ،

 Estrela andالبكترٌا من فعل المضادات الحٌوٌة وتمنع نفاذٌة المضاد)

Abraham,2010;Hassan et.al.,2011). 

 طٌة لمستخلص نبات الزنجبٌلتقدٌر الفعالٌة التثبٌ 5-4

 well diffusionالحفرالانتشارب طرٌقة1-5-4

ضد الجرثومة ( مناطق التثبٌط للمستخلص الكحولً لنبات الزنجبٌل 4-4ٌوضح الجدول )

 Ampicillinاعطت السٌطرة الموجبة المتمثلة بالمضاد الحٌوي وقد   S.mutansالسبحٌة 

 % 95المتمثلة بالمٌثانول السٌطرة السالبةبٌنما اعطت ملم (17)منطقة تثبٌط  %32

-23ت مابٌن )حمناطق التثبٌط تراو ا واظهرت النتائج أن  ملحوظ االذي لاٌعد تثبٌط(ملم1.3)

جمٌع العزلات  اعداد البكترٌا وهذا ٌشٌر الى أن  معنوي فٌ مماٌدل على انخفاض( ملم 7.6

 الزنجبٌل. حساسة للمستخلص الكحولً لنبات
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( اقطارمناطق التثبٌط للمستخلص الكحولً لنبات الزنجبٌل ضد الجرثومة السبحٌة 4-4جدول )

S.mutans. 

 

 (مل\ملغم)التراكٌز

 

 )ملم(مناطق التثبٌططرق

150 23 

100 19 

50 15.3 

25 13.3 

12.5 7.6 

Control- 1.3 

Control+ 17 

 L.S.D(0.05) 1.7924 قٌمة 

 

، 13.3، 15.3، 19،  23( مناطق تثبٌط )12.5، 25،  50، 100،  150اعطت التراكٌز )

 الكحولً تزداد بزٌادة التركٌزإذ الً مماٌدل على ان الفعالٌة التثبٌطٌة للمستخلص( على التت7.6

فأن قابلٌة المستخلص على تثبٌط او ابادة  نسبة المواد الفعالة فٌه ومن ثم  كلما زاد التركٌز زادت 

( Al-Bayati and Sulaiman,2008;Eid et.al.,1990)فق مع الجراثٌم تكون اكبر وهذا ٌت

للمستخلص الكحولً لنبات  ا( الذي لم ٌجد تأثٌرAlmas,2001فً حٌن ٌخالف ماذكره الباحث)

المستخلص فقد فعالٌته  لصبغة غرام والذي عزى ذلك الى أن   الزنجبٌل على البكترٌا الموجبة

 بسبب استخدامه بعد شهر من تحضٌره.

تأثٌر المستخلص قد ٌعود سببه الى التركٌب البنائً لجدار البكترٌا الموجبة لصبغة غرام اذ ان 

تفتقر الى طبقة من الاغشٌة الخارجٌة تجعل نفاذٌة المواد الى داخل الخلٌة اكبر، ومن خلال 

ضد البكترٌا الموجبة لصبغة غرام وهذا ماٌتفق مع الباحثٌن  النتائج ٌعد النبات فعالا

((Cowan,1999  (و(Tyler etal.,1988  وذلك بتثبٌط تكوٌن جدارخلٌة الكائن المجهري

اوتثبٌط تخلٌق بعض البروتٌنات الاساسٌة فٌه وتكوٌن معقدات مع الجدار الخلوي تعٌق انتظام 
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النفاذٌة وتثبٌط بعض الانزٌمات ذات الدور الاٌضً المهم فً النمو والتكاثر وتمزٌق الاغشٌة 

 وظٌفتها. الخلوٌة اوتغٌٌر

 

 

 S.mutans( تثبٌط المستخلص الكحولً لنبات الزنجبٌل ضد بكترٌا 4-5)صورة 

  Microtiter plateالدقٌقة  المعاٌرة صفائحطرٌقة 2-5-4

 Microtiterبطرٌقة  MICفً اختبار100,50,25,12.5,6.25) استخدمت مجموعة التراكٌز)

plate  لم ٌلاحظ نمو  ( إذ12.5التركٌز المثبط الادنى كان عند التركٌز ) واوضح الاختبار أن

 (4-5)جدول .S.mutansللجرثومة السبحٌة 

 Microtiter plateالتركٌز المثبط الادنى بطرٌقة ( 4-5جدول )

 النمو التركٌز

100 - 

50 - 

25          - 

12.5 - 

6.25 + 

Control+ - 

Control- + 
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المٌثانول  أن  نوعٌة المذٌب تؤثر على درجة الفعالٌة التثبٌطٌة للمستخلص وبما  من المعروف أن  

الموجودة فً النبات الطبً ومن مذٌب كفؤ فً اذابة المركبات العضوٌة مذٌب عضوي لذلك فهو

،من (Ekwenye and Elegalam,2005)فأنه ٌركز المواد الفعالة المطلوبة لأبادة الجراثٌم  ثم  

 Zingerone،gingerols،shogaoles،voliteمواد الفعالة فً نبات الزنجبٌل ال

sesquiterpenes،monoterpenoids التً تعد هً المسؤولة عن ابادة الجراثٌم(Bensky 

and Gamble,1993)  إذ إن ،gingerols  وهو احد المركبات الفٌنولٌة ٌعمل على خفض الشد

وبقٌة المركبات الفٌنولٌة الاخرى تمزق  gingerolsفأن  السطحً لجدار الخلٌة البكتٌرٌة لذلك

حدث فقدان الخاصٌة التنافذٌة للغشاء وبالتالً فقدان دار الخارجً للخلٌة ونتٌجة لذلك ٌالج

السٌطرة على التنافذ وتسرب محتوٌات الساٌتوبلازم بما فً ذلك الاحماض النووٌة ونواتج 

ت مسؤولة عن تمزٌق الغشاء البلازمً وتلف التربٌنا ٌونات ، فضلا عن أن  الاٌض والا

محتوٌات الخلٌة وكذلك تأثٌر حامض الخلٌك فً خفض الاس الهٌدروجٌنً داخل الخلٌة مما 

-Oonmetta)ٌسبب تحلل البروتٌنات وفقدان الطاقة وترسٌب محتوٌات الخلٌة 

Aree,2006) وهذا ٌتفق مع ماتوصل الٌهMasniari,2011)الذي اشار الى امتلاك ) 

 المستخلص الكحولً لنبات الزنجبٌل فعالٌة عالٌة فً تثبٌط البكترٌا الموجبة لصبغة غرام.

 CRA))Congored agarتكوٌن الغشاء الحٌوي بطرٌقة باراخت6-4

، حٌث CRAبأستخدام طرٌقة ٌة على تكوٌن الغشاء الحٌوي قدرة العزلات البكتٌراختبرت 

(% فً تكوٌن الغشاء الحٌوي عن طرٌق تكوٌن 72.2اعطت العزلات نتائج اٌجابٌة بنسبة )

مستعمرات سوداء اللون ذات مظهر كرٌستالً ، اما العزلات التً اعطت نتائج متوسطة كانت 

(%من العزلات 16.6(% حٌث بدت العزلات ذات لون بنً داكن بٌنما اعطت )11.1بنسبة )

الجراثٌم  زلاتعأن  حثٌن من ( وهذا مطابق لما ذكره العدٌد من البا4-6نتائج سلبٌة )الجدول 

المكونة للاغشٌة الحٌوٌة تبدو بمظهر اسود جاف اوبراق فٌما وصفت الجراثٌم غٌر المكونة 

 للاغشٌة الحٌوٌة بلون وردي او احمربأستخدام الطرٌقة نفسها .

إن  التغٌر فً اللون بطرٌقة اكار احمر الكونغو ٌحدث فً المراحل الاخٌرة من عملٌة الحضن 

% اعطى نتائج  5وجود نواتج اٌضٌة ثانوٌة وإن  استخدام السكروز او الكلوكوز بنسبة نتٌجة 

متشابهة بوصفه عاملا اساسٌا لتحدٌد انتاج السكرٌات الخارجٌة بأستخدام طرٌقة احمر 

 (.Oliveria and Cunha,2010الكونغو)
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 ( قدرة العزلات البكتٌرٌة على تكوٌن الغشاء الحٌوي4-6جدول )

 النتٌجة العزلات ت

1 2 I 

2 3  W 

3 4 S 

4 8 W 

5 9 S 

6 15 S 

7 17 S 

8 18 S 

9 19 S 

10 22 S 

11 34 S 

12 35 S 

13 38 W 

14 41 S 

15 67 I 

16 71 S 

17 26 S 

18 44 S 

I : Intermediate  ،weakW :   ،S : strong 

هً الاسرع والاسهل من بٌن  CRAطرٌقة  الى أن   Sharavari and Chitra,(2012)واشار 

الطرق الاخرى المستخدمة فً الكشف عن الغشاء الحٌوي حٌث ٌمكن من خلال هذه الطرٌقة 

وٌتكون الغشاء  القدرة على تكوٌن الغشاء الحٌوي، الكشف عن الاحٌاء المجهرٌة التً تمتلك

معقدات ملونة  الحٌوي فً هذه الطرٌقة من خلال تفاعل احمر الكونغو مع السكرٌات مكونة

(Hassan etal.,2011.) 
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 CRAعلى تكوٌن الغشاء الحٌوي بطرٌقةS.mutansدرة بكترٌا (ق4-6) شكل

 

 (Biofilmتكوٌن الغشاء الحٌوي) تأثٌر الزنجبٌل علىاختبار7-4

مستخلص الزنجبٌل اظهر فعلا مضادا للتسوس من خلال تثبٌط  من خلال النتائج ٌتضح أن  

اعطى اعلى معدل تثبٌط وتلاه   150تكوٌن الغشاء الحٌوي بطرٌقة تعتمد على التراكٌز،فالتركٌز

المواد الفعالة تزداد  أن   ( على التوالً مما ٌدل على25,50ومن ثم باقً التراكٌز) 100التركٌز 

 .(Al-bayati and Sulaiman,2008) بزٌادة التركٌز وهذا ٌتفق مع
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 )CT) Livak∆∆-2بطرٌقة S.mutansلبكترٌا  gtfB( نتائج التعبٌر الجٌنً لجٌن 4-7جدول)

تراكٌز ال

mg/ml)) 

CT 

gtfB 

CT     

16SrRNA 

CT∆ 

Test 

CT∆ 

control 

CT∆∆ Fold 

change 

(2-∆∆CT) 

Mean 

T1(12.5) 

T1(12.5) 

T1(12.5) 

T1(12.5) 

T1(12.5) 

 

31.84 

32.63 

33.79 

33.14 

32.51 

33.31 

33.77 

33.85 

33.98 

33.29 

-1.47 

-1.14 

-0.06 

-0.84 

-0.78 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.54 

-0.21 

0.87 

0.09 

0.15 

1.45 

1.16 

0.55 

0.94 

0.90 

1.00±0.21 

 

T2((25 

T2(25) 

T2(25) 

T2((25 

T2(25) 

33.83 

34.22 

34.24 

34.54 

34.33 

34.89 

33.02 

34.22 

33.46 

33.55 

-1.06 

1.20 

0.02 

1.08 

0.78 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.13 

2.13 

0.95 

2.01 

1.71 

1.09 

0.23 

0.52 

0.25 

0.31 

0.48±0.23 

 

T3(50) 

T3(50) 

T3(50) 

T3(50) 

T3(50) 

35.78 

35.91 

36.51 

35.34 

35.45 

33.58 

33.59 

33.863 

33.48 

33.63 

2.2 

2.32 

2.65 

1.86 

1.82 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

3.13 

3.25 

3.58 

2.79 

2.75 

0.11 

0.11 

0.08 

0.14 

0.15 

0.118±0.01 

 

T4(100) 

T4(100) 

T4(100) 

T4(100) 

T4(100) 

36.67 

36.61 

36.51 

37.44 

37.25 

33.59 

34.14 

33.51 

34.20 

33.26 

3.08 

2.47 

3.00 

3.24 

3.99 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

4.01 

3.4  

3.93 

4.17 

4.92 

0.06 

0.09 

0.07 

0.06 

0.03 

0.062±0.00 

9 

Control 

Control 

Control 

Control 

control 

33.04 

33.19 

32.78 

33.88 

33.03 

34.16 

33.34 

34.74 

33.44 

34.55 

-1.12 

-0.15 

-1.96 

0.44 

-1.52 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.93 

-0.19 

0.78 

-1.03 

1.37 

-0.59 

1.14 

O.58 

2.04 

0.39 

1.51 

1.132±0.30 
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انخفاضا  T2(25mg/ml)فً المعاملة الثانٌة  gtfBاظهرت نتائج التعبٌر الجٌنً للجٌن 

بمقدار  T3(50mg/ml)(وانخفضت المعاملة الثالثة(0.238117618±0.48بمقدار

انخفضت بمقدار  T4(100mg/ml)( اما المعاملة الرابعة (0.118±0.012409674

( بالمقارنة مع عٌنة السٌطرة التً كان مستوى التعبٌر الجٌنً للجٌن (0.062±0.00969536

gtfB ونلاحظ ان التعبٌر الجٌنً للجٌن (0.301884084±1.132مرتفع بمقدار ، )gtfB  ًف

لاٌدل على وجود فرق معنوي بالمقارنة مع مستوى التعبٌر الجٌنً لعٌنة  T1المعاملة الاولى 

 السٌطرة.

وجود فرق معنوي بٌن معاملات  gtfB( للتعبٌر الجٌنً للجٌن 4-8الشكل البٌانً ) ٌظهر

فً حٌن اشار  P≤0.05( ومجموعة السٌطرة عند مستوى احتمال T1 ,T2 ,T3 ,T4التجربة )

ومجموعة السٌطرة عند مستوى احتمال  T1الى عدم وجود فرق معنوي بٌن المعاملة الاولى 

P≤0.05. 

 

 

 فً معاملات التجربة ومجموعة السٌطرة gtfB( التعبٌر الجٌنً النسبً للجٌن 4-8شكل )
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التعبٌر الجٌنً ٌنخفض بوجود مستخلص الزنجبٌل مثل  الى أن   Liu C. etal.,(2011)اشار 

التً تحفز تكوٌن الكلوكان غٌر الذائب فً الماء من خلال تشفٌر انزٌمات gtfCوgtfBجٌن 

GTFsالذي ٌحفز وٌل السكروز الى الكلوكان اللزج ، وتعد هذه الانزٌمات المسؤولة عن تح

 أن  الى  Prabu GR.etal.,(2006)واشار على سطوح الاسنان ،  S.mutansالتصاق بكترٌا

 . GTFsدور التثبٌطً ضد انزٌمات الفلافونات خاصة هً التً تقوم بال

ترتبط مباشرة مع زٌادة كمٌات الكلوكان غٌر الذائب وعملٌة تثبٌط  زٌادة عملٌة التسوس إن  

دة الاساس للغشاء الحٌوي التً تعد المار فً مادة عدٌد السكرٌد الخارجً تكوٌنه تؤدي الى تغٌٌ

انخفاض الكلوكان  ، إذ إن   (Hassan etal.,2012ٌؤدي ذلك الى التصاق غٌر فعال ) ومن ثم  

الذي سوف ٌؤثر على امراضٌة انخفاض فً تكوٌن الغشاء الحٌوي  ٌؤدي الى غٌر الذائب 

طة التأثٌر على مواقع الارتباط الموجودةعلى خلال عرقلة عملٌة الالتصاق  بوسا البكترٌا من

بٌن الخلٌة البكتٌرٌة  Hydrophobocity    سطح الخلٌة وعلى التفاعلات الكارهة للماء 

 (.Xu X.etal,2011التً تلعب دورا رئٌسٌا فً حدوث هذه العملٌة )والسطح 

الذي ComDEللزنجبٌل تأثٌرا على جٌنات اخرى مثل جٌن  اشارت الدراسات السابقة الى أن  

التً تؤدي دورا S.mutansلبكترٌا  quorum sensing ٌعد جزءا من اكتمال النصاب الحسً

والتعبٌر المنخفض لهذا الجٌن سوف ٌخفض من كفاءة نظام  كوٌن الغشاء الحٌويمهما فً ت

الاتصالات الداخلٌة التً تستخدمها البكترٌا لتغٌٌر تعبٌرها الجٌنً فً حالات استثنائٌة ،وكذلك 

المعروف بدوره فً  relAالذي ٌلعب دورا حاسما فً هٌكلة الغشاء الحٌوي وجٌن  brpAجٌن 

قدرة البكترٌا على تحمل  والٌات التحمل الحامضً حٌث ٌؤثر الزنجبٌل على الاجهاد التأكسدي

، ومن  ATPase-Fالقٌم الحامضٌة المنخفضة من خلال تأثٌره على مضخة البروتونات 

بكترٌا متحملة للحامض وتتمكن من القٌام بالتحلل السكري وباقً  S.mutansالمعروف ان 

فعالٌاتها الحٌوٌة فً قٌم الاس الهٌدروجٌنً المنخفضة للغاٌة وهذا ٌعود الى ان البكترٌا قادرة 

على الحفاظ على التوازن الهٌدروجٌنً عبر غشاء الخلٌة الذي ٌحافظ على قاعدٌة الساٌتوبلازم 

التً تحافظ على درجة الحموضة  ATPase-Fمضخة البروتونات  وٌعزى هذا التحمل الى

تساهم فً رفع الحموضة مما  ATPase-Fفأن الانخفاض فً اداء  ومن ثم  المتدرجة عبر الغشاء 

ٌنتج عنه انخفاض فً التكٌف الحامضً ، وحموضة الساٌتوبلازم تؤدي الى اعاقة عمل 

ثل التحلل السكري وانتاج عدٌد السكرٌد الداخلً الانزٌمات المشاركة فً العملٌات الفسٌولوجٌة م
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على بقاء على عملٌة تكوٌن الحامض ومن ثم  والخارجً وغٌرها مما ٌنتج عنه تأثٌر فعلً 

 (.Hassan etal.,2014)البكترٌا 
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 الاستنتاجات

 

 لألتهابات الفم وماحول الاسنان . امسببهً الاكثر شٌوعا بوصفها  S.mutansبكترٌا  .إن  1

إذ  المعزولة من منطقة الفم وماحول الاسنان  S.mutans.للزنجبٌل تأثٌر تثبٌطً على بكترٌا 2

 .ٌؤدي الى تثبٌط تكوٌن الغشاء الحٌوي لها

نتٌجة انخفاض مستوى التعبٌر  gtfBللمستخلص الكحولً لنبات الزنجبٌل تأثٌر مثبط لجٌن 3.

 .RT-PCRالجٌنً لذلك الجٌن بأستخدام تقنٌة 
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 التوصيات

 

 أخرى بكتٌرٌة حول الٌة التأثٌر التثبٌطً للزنجبٌل على مسببات اجراء دراسات واسعة.1

 لجسم .معزولة من مناطق مختلفة من ا

تها بأنواع بكتٌرٌة اصاب على الحٌوانات المختبرٌة بعدداخل الجسم الحً .اجراء دراسات 2

 معٌنة ومحاولة معالجتها بأستخدام الزنجبٌل.

من خلال دمجه مع المضادات الحٌوٌة وغسولات الفم  استخدام الزنجبٌل كعلاج دوائًامكانٌة .3

تجعل طبٌعة غٌر سامة  راض الفم وماحول الاسنان لكونه ذافً حالات ام ومعاجٌن الاسنان 

 .تمتلك تأثٌرا سلبٌا على صحة الفرد منه اكثر امانا من استخدام الادوٌة والعقاقٌر التً قد
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Sammary 

The aim of this study is isolation and identification of Streptococcus 

mutans  from oral cavity and periodontitis and assessment of 

antibacterial activity of ginger (Zinigber officinale) methanolic extract 

against S.mutans and biofilm formation.                                                            

The study included two concepts :                    

 first concepts : isolation and identification of S.mutans from infected 

patients with oral diseases and periodontitis from healthy dispensary of 

Al-Hur district and didactic hospital dentistary college,Karbala 

University.Samples were cultured on blood agar depending on their 

cultured charastaritics,microscopic and biochemical tests of the cells,18 

sample of S.mutans were isolated.                                                                      

Second concepts: assessment of antibacterial activity of ginger extract 

with  the following  concentrations (12.5,25,50,100,150) mg/ml .Result 

showed the bacterial sensitivity towards ginger extract where the 

concentration of 150mg/ml showed large inhibition zone (23)mm ,the 

inhibition zones were ranged between(7.6-23)mm, The Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) was 12.5%.                                                      

  

After that the bacterial ability of biofilm formation was tested by 

Congored agar method and the result showed that 72.2% of samples 

were biofilm producing ,11.1 of samples were moderate biofilm 

producing and 16.6% of samples were non-producing.                                   

 Also the antibiofilm activity of ginger extract was tested through 

quantitative expression of gtfB gene befor and after using of ginger 

extracts,the result showed high antibiofilm activity of the extract where 

the concentration (25,50,100)% showed noticible inhibition 

averages,while 12.5 % did not show noticible inhibition averages.The 

concentration of 100% showed the highest inhibition average followed 

by the concentrations (50-25)% respectivlly.                                                     
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 The presented study ,it is cocluded      that ginger have high antibacterial 

and antibiofilm activity which made it effective theraby against oral 

diseases and periodotitis.                                                                                      
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