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 الملخص
 وكيموحياتيا   شكليا العزلات شخصت العراق، جنوب البصرة فظةمحا من مختلفة مناطق من وترسبات مياه عينات من بكتيرية عزلة 20 عزلت

ــل تعود بكتيرية عزلات 5 عزلت كما  Bacillus للجنس مختلفة نواعلأ تعود بانها تبين  VITEK II compact التشخيص نظام وباستخدام ــ  انواع 5ــ
 و ,Kocuria kristinae Staphylococcus sciuri  هي غرام لصبغة موجبة منها  ثلاث ،(الهدف البكتيريا) الحيوية غشيةلأل مكونة

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), ,وهما غرام لصبغة سالبة ونوعين Pseudomonas aeruginosa و 
Escherichia coli  .جنس بكتيريا من الثانوية الأيوض واستخلاص  انتاج تم Bacillus حيث الهدف البكتيريا ضد يةالتثبيط فعاليتها واختبرت  

  باستخدام الثانوية الأيوض مكونات فصلت غرام، لصبغة السالبة البكتيريا ضد منها اعلى غرام لصبغة الموجبة البكتيريا ضد التثبيطية فعاليتها كانت
 سميت وقد Rf الجريان لمعدل قيمة اعلى اظهرت التي العزلة اختيرت حيث ببتيدية طبيعة ذات الأيوض هذه ان اظهرت والتي الرقيقة الطبقة كروماتوغرافيا

BS8، العزلة قدرة درست BS8 تثبيط على العزلة هذه قدرة الصور اظهرت حيث الماسح الالكتروني المجهر باستخدام الحيوية الاغشية تثبيط على 
 .التكوين حديثة الحيوية الاغشية تمزيق على وكذلك الحيوية الاغشية تكوين

 .الثانوية الأيوض الماسح، الالكتروني المجهر الحيوية، الاغشية ،.Bacillus spp الدالة: الكلمات

Abstract 

Twenty Bacillus spp. isolates were isolated from sediment and water samples from different locations in Basrah 

Governorate, Iraq. The bacterial isolates were cultivated, identified by morphological, biochemical and by using 

the VITEK BCL card, it found that they belong to different species, also 5 biofilm-forming bacterial isolates 

were isolated from the same locations, three were gram-positive: Staphylococcus sciuri, Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA), Kocuria kristinae, and two species were gram-negative: Pseudomonas 

aeruginosa and Escherichia coli. Secondary metabolites were produced and extracted from Bacillus and their 

antibacterial effect against target bacteria was examined, the antibacterial effect against gram-positive bacteria 

was higher than gram-negative bacteria, and constituents of secondary metabolites were separated by using thin 

layer chromatography which showed that the chemical nature of the secondary metabolites was peptides, the 

isolate which showed the higher Rf value was chosen to complete the study and designated BS8. The ability of 
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BS8 to inhibit biofilms was studied by scanning electron microscope, the images showed that the isolate had the 

ability to inhibit the biofilms as well as to disrupt the pre-formed biofilms. 

Keywords: Bacillus spp., Biofilm, Scanning Electron Microscope, Secondary Metabolites. 

 مقدمة    . ال1
وفيها تنطمر  biofilmsطح تدعى الاغشية الحيوية سلألى العيش ضمن مجتمعات ملتصقة باتميل البكتيريا الموجودة في الطبيعة ا

طات لتحمي نفسها من الضغو  Extracellular Polymeric Matrix (EPS)البكتيريا في مادة رابطة متبلمرة خارج خلوية 
: الانواع شيوعا بكتيرياومن اكثر  تستطيع العديد من انواع البكتيريا تكوين الاغشية الحيوية .حياء المجهريةلأالبيئية والعوامل المضادة ل

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Kochuria kristinae , Klebsilla pnumoniae ( وغيرها الكثير. (Kesel et al., 2017  
 صغير نسبيا، ففيحجمها ال برغم والطبية والبيئية تسبب الاغشية الحيوية كما هائلا من المشاكل الصناعية والغذائية

كما تسبب (Yebra et al., 2004)   الجانب الصناعي تستطيع الاغشية الحيوية زيادة قوة الاحتكاك واختزال كفاءة نقل الحرارة
. (Charlebois et al., 2017والعصائر وغيرها ) الألبانوالمشروبات مثل منتجات  الأغذيةالحيوية فساد العديد من  الأغشية

ب التغذية يسب حواضألمضخات وفي وا والأنابيبتدوير المياه  الحيوية في نظام الأغشيةفي مجال الاستزراع السمكي فان تكون  أما
 (. Cai and Arias, 2017) الأسماكنسب وفيات عالية بين  لىإتؤدي  أوبئةحصول 

          بائية النبضيةقول الكهر ية لحل مشكلة الاغشية الحيوية مثل الحلقد تمت تجربة العديد من الطرق الفيزيائية والكيميائ
pulsed electric fields (Khan et al., 2016)،  او استخدام  الدقائق النانويةnanoparticle المصاحبة combined 

 أوطويل لتظهر نتائجها  أمد لىإتحتاج  أوة الثمن ظباه أنها إما( لكن هذه المواد Ahmed et al., 2016للمضادات الحيوية )
لفة يئة ومنخفضة التكصديقة للب البحث عن مواد من مصادر طبيعية إلىلهذا اتجه الاهتمام  ،عند تحللها تنتج مواد سامة بيئيا  

واسعة  أفراداي يضم الذ Bacillusالمجهرية كاستخدام بكتيريا جنس  الأحياءعديمة السمية ومنها  أو منخفضةوذات سمية 
و الفعالة ضد  يمة السميةعد أومدى واسع من المواد منخفضة  إنتاجنتشار في البيئة وذات متطلبات نمو بسيطة وتستطيع الا

امضية مما الدالة الح أوارة نخفاض الحر ا أووذات قدرة عالية على تحمل الظروف البيئية المتطرفة مثل ارتفاع  الأخرىالمجهرية  الأحياء
ية الحيو  الأغشيةصال ية لغرض استئايوضها الثانو  أوالباحثين لاستخدام هذه البكتيريا  وأنظاراهتمام  هذا الجنس محط أفرادجعل 

المعزولة من  Bacillusنس ج. ولأجل التعرف على امكانية بكتيريا (Sawale et al., 2014وتثبيط نمو البكتيريا المنتجة لها )
 لحصول على عزلات تي تضمنت اا التثبيطية فقد اقترحت هذه الدراسة والهذه الأيوض ودراسة صفاته إنتاجالبيئة المحلية على 

لحيوية ا الأغشيةة ضد بكتيريا واستخلاص الأيوض الثانوية منها ودراسة قابليتها التثبيطي Bacillusبكتيرية محلية تعود للجنس 
 .Scanning Electron Microscope (SEM)باستخدام المجهر الضوئي الماسح 
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 المواد والطرق. 2
 . جمع العينات1.2

من اماكن مختلفة في محافظة البصرة، تم   ( 2016يسان ن – 2016انون الثانيك)جمعت خمسون عينة مياه وترسبات للفترة من 
الحيوية  شيةللأغلمكونة ا، جزء لعزل البكتيريا جزيئين إلىنقل جميع العينات الى المختبر لتشخيصها حيث قسمت كل عينة 

لمخصصة لعزل بكتيريا وقد وضعت اجزاء العينات ا .Bacillus sppيريا الهدف(، والجزء الاخر لعزل بكتيريا جنس )البكت
 (.E, 2015PHلقتل البكتيريا غير المكونة للسبورات ) مo 80 في حمام مائي بدرجة حرارة spp Bacillus.جنس 

 (Samples  Sedimentsعينات الترسبات ). 1.1.2

المعقم  spatulaالمعقمة الجافة، وبوساطة الملوق  أثيلينالبولي  أكياسم لكل عينة باستخدام ج 20سبات بواقع التر  جمعت عينات
ماء مقطر ثم تم عمل سلسلة تخافيف  يلترمل 10اختبار تحتوي على  أنبوبة إلىم من كل عينة ج 1 أضيفوفي ظروف معقمة، 

باستخدام اوراق   6-10×1، 3-10×1، 1-10×1رشحت التخافيف  من الماء المقطر، يلترمل /cfu 6-10×1عشرية لغاية 
 -Lauriaوضعت اوراق الترشيح في اطباق بتري حاوية  على وسط   µm 0.45نوع millipore filter paperالترشيح 

)Bertani agar (LB agar  مسحات من المستعمرات  أخذتساعة ثم  18م لمدة ◦ 35وحضنت في الحاضنة بدرجة حرارة
مية وصبغت بصبغة غرام وتم فحصها تحت المجهر الضوئي. اختيرت البكتريا العصوية الموجبة لصبغة غرام والمكونة للسبورات النا

كيدي والتي تضمنت تشخيص الصفات المظهرية والاختبارات الكيموحيوية واستخدام عدة التشخيص ألاختبارات التشخيص الت
VITEC BCL card  الأوساطف فقد اجريت عملية العزل كما ذكر اعلاه وقد تم  زرع العينات على اما لعزل البكتيريا الهد 

 Staphylococcus 110 agarو   Pseudomonas isolation agarو  Endo agarو   Nutrient agarالزرعية:
النامية  مسحات صبغة غرام للمستعمرات تملساعة ثم ع   18م لمدة ◦35و حضنت الاطباق بدرجة   agar Mannitol saltو

 تمهيدا لتشخيصها.

 (Water Samples. عينات المياه )2.1.2

 Nalgenفقد جمعت عينات المياه باستخدام قناني زجاجية معقمة من نوع  .Bacillus sppلعزل بكتيريا جنس 

polycarbonate conical flasks  من كل عينة  يلترمل 1 أضيفلكل عينة. في ظروف معقمة،  يلترمل 250وبواقع
من الماء المقطر،  يلترمل/cfu( 4-10×1–1-10×1من الماء المقطر المعقم وتم عمل سلسلة تخافيف عشرية ) يلترمل 9 إلى

اما لعزل البكتيريا الهدف فقد جمعت  ،( وتمت تنميتها كما ذكر في عينات الترسبات4-10×1–3-10×1رشحت التخافيف )
تم حفظ البكتيريا  المعزولة من الترسبات والمياه بطريقتي  في عينات الترسبات، عينات المياه كما ذكر اعلاه وتمت تنميتها كما ذكر

 م4oوحفظت بدرجة  slantالصلب المائل   Brain Heart Infusion( BHI) على وسط streakingالتخطيط 
 م.◦20-لعدة اشهر، وبالتجفيد والحفظ بدرجة 
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 (Identification) التشخيص .2.2
 18م لمدة o 35 بدرجة حرارةالصلب وحضنت هوائيا  LBفقد نميت العزلات على وسط  llusBaciلتشخيص عزلات جنس 

في مستشفى الصدر العام في محافظة ميسان حسب طريقة  VITEK2 BCL cardساعة ثم شخصت بوساطة عدة التشخيص 
(Pincus, 2011).  رعية ودرجة حرارة الحضن المناسبة الز  الأوساطشخيص عزلات البكتيريا الهدف فقد نميت العزلات على لتاما

 VITEKللبكتيريا الموجبة الغرام و  VITEK GB cardلكل نوع وصبغت بصبغة غرام وشخصت بواسطة عدتي التشخيص 

GN card .للبكتيريا السالبة الغرام 

 (Secondary metabolites production)انتاج الأيوض الثانوية . 3.2

( وحضنت في (Dusane  et al., 2013 حسب السائل المحضر في المختبر  LBط في وس  Bacillusنميت عزلات جنس 
ساعة، ثم وضعت المزارع البكتيرية في جهاز النبذ المركزي  48لمدة  مo 30دورة/دقيقة بدرجة حرارة  120الحاضنة الهزازة بسرعة 

 µm  millipore 0.22بر اوراق الترشيح بتمريره ع supernatantدقيقة، ثم عقم الراشح  15دورة/دقيقة لمدة  3500بسرعة 

filter paper  :واختبرت الفعالية البكتيرية للراشح ضد الانواع البكتيريةPseudomonas aeruginosa, Methecillin 

Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) و Kocuria kristinae و Escherichia coli  بطريقة الانتشار
 .(Dusane  et al., 2011عبر الاغار )

 (.Bacillus spp)استخلاص الأيوض الثانوية لبكتيريا . 4.2

اتج في الكحول ، ثم اذيب النAmin et al. (2015)حسب طريقة  .Bacillus sppتم استخلاص الأيوض الثانوية لبكتيريا 
 كمال باقي خطوات الدراسة.ل ثيلي يالا

 توغرافيا الطبقة الرقيقةكروما  باستخدامفصل مكونات الأيوض الثانوية . 5.2
 Thin layer chromatography (TLC)  

عاد بأ( و بsilica gel F 254 Merck, 0.25 mm layer thicknessتم استخدام صفائح جل السيليكا الزجاجية )
ة قطر( بنسبثيلي:حامض الخليك:ماء ميسم كطور ثابت فيما كان الطور المتحرك محلول مكون من )كحول ا 20×20

(17:38:50v:v:v ( وذلك حسب )Al-Sarairah et al., 2015)،  لجريان احسبت قيمة معدلFlow Rate (Rf)  
  من القانون التالي:

 Rf  (1.........  )....................    العينة(/) المسافة التي قطعها المذيب( قطعتها = )المسافة التي 
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 المجهر الالكتروني الماسحدراسة تثبيط الاغشية الحيوية باستخدام . 6.2
  (SEM) Scanning Electron Microscope   

  Psedomonas aeruginosaكما يلي: نميت كل من بكتيريا (  (Dusane et al., 2013 ذكرهاجري الاختبار طبقا لما ورد 
موجبة لصبغة  كورات)اختيرت لكونها م Staphylococcus sciuri)اختيرت لكونها عصوية وسالبة لصبغة غرام( وبكتيريا 

 3ل حفرة تحتوي على كحفرة   24وضعت الشرائح في صفيحة المعايرة الدقيقة ذات  سم( 1×سم 1غرام( على شرائح زجاجية )
ساعة عند درجة  18دة وحضنت الشرائح لم spp Bacillus.السائل واضيفت لها الأيوض الثانوية لبكتيريا  LBمن وسط  يلترمل

35oمع عينات السيطرة ثم قورنت النتائج  مcontrol  الأيوض  إضافةوف بدون التي نميت فيها البكتيريا الهدف بنفس الظر
طالية في كلية الصيدلة/جامعة ( الايGeminiالمجهز من شركة )  SEMالثانوية، صورت النتائج بواسطة المجهر الالكتروني الماسح 

 البصرة.

 Preformed biofilmsيثة التكوين الاغشية الحيوية حد Disruptionدراسة تحطيم  .7.2

لها الأيوض الثانوية  أضيفت ثمفي الصفيحة المعيارية  م 35oساعة بدرجة  18تمت تنمية نوعي البكتيريا المذكورة اعلاه لمدة 
التي  controlلسيطرة اثم قورنت النتائج مع عينات  م 35oساعة بدرجة  18وحضنت مرة اخرى لمدة  spp Bacillus.لبكتيريا 

 .SEMح ــكتروني الماسلمجهر الالاالأيوض الثانوية، صورت النتائج بواسطة  إضافةنميت فيها البكتيريا الهدف بنفس الظروف بدون 

 نتائج والمناقشةال. 3
   .Bacillus sppعزل وتشخيص بكتيريا جنس  .1.3
من موانئ البصرة  عزلة 17وبواقع   ةالمياه البحري( الى ان الغالبية العظمى من العزلات تم الحصول عليها من 1) يشير الجدول    

لبصرة وميناء لبحار في جامعة ااعزلات فقط من المياه العذبة من احواض تربية الاسماك في مركز علوم  3في حين تم الحصول على 
ا هذه البيئة بكونه تتصفبحرية و مصدر غالبية العزلات هو البيئة ال أنربما يعود السبب  في  ابي الخصيب جنوب محافظة البصرة،

ثل بكتريا لظروف المتطرفة متحمل هذه االبكتريا التي ت قليلة المغذيات وعالية الملوحة مما يحد من نمو وازدهار البكتريا فيها سوى
Bacillus ( تتفق هذه النتائج مع ما ذكر في دراسةParvathi et al., 2009. اذ ان افراد جنس )Bacillus spp  المعزولة من

ديد من غلالها في حل العلممكن استالبيئة البحرية تمثل مصادر واعدة للحصول على العديد من المركبات الفعالة حيويا والتي من ا
 المشاكل البيئية المستعصية  مثل مشكلة الالتصاق البكتيري.

تريا عزلة على انها بك 12لتشخيص هذه العزلات العشرون حيث شخصت  VITEK BCL cardاستخدم نظام 
اما التشخيص لحد مستوى النوع بموجب هذا النظام فقد كان التشخيص محصورا بين احد الانواع  .Bacillus sppتابعة للجنس 

لم يتمكن النظام من تشخيص العزلات الثماني المتبقية فتم .B.subtilis, B.amyloliquifaciens, B. atrophaeusالثلاثة 
( تبعا Logan and DeVos, 2015حيوية المذكورة في موسوعة بيركي التشخيصية )تشخيصها بواسطة الاختبارات الكيمو 
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(، تمكن نظام 2الموجود في الموسوعة ونتائج الاختبارات مذكورة في الجدول ) Bacillusللمفتاح التشخيصي لانواع جنس 
 VITEKجهاز  %  وقد تراوح تقييم60اي بنسبة  20عزلة من اصل  12من تشخيص  card VITEK BCLالتشخيص 

II compact . لعملية تشخيص عزلات جنسBacillus spp  جيد جدا، تعتبر هذه النسبة اقل مما ذكره  إلىبين المقبول
(Halket et al., 2010 حيث كانت النسبة المئوية للعزلات التي قامو ) ربما يعود %93ا بتشخيصها بموجب هذا النظام ،

العزلات الثماني المحلية محاطة بمادة  أن إلى أعلاهالحالية وبين ما توصل اليه الباحثون  السبب في انخفاض التشخيص بين الدراسة
ضافة الى الفرق في عدد العينات لتالي عدم القدرة على تشخيصها بامخاطية كثيفة سببت صعوبة في تعرف الجهاز عليها وبال

% من العزلات 6ة لحد مستوى النوع فيما شخصت عزل 101عينات استطاع النظام تشخيص  109المفحوصة اذ انهم فحصوا 
 % فقط من العزلات لم يتمكن النظام من تشخيصها.  1بشكل غير صحيح و

 

 .Bacillus sppمصادر العزلات التابعة لجنس . 1جدول 

 مصدر العزلة نوع العينة ت
 احواض تربية الاسماك في مركز علوم البحار ماء 1
 مركز علوم البحار احواض تربية الاسماك في ماء 2
 ميناء خور الزبير ترسبات 3
 ميناء ام قصر ترسبات 4
 ميناء خور الزبير ترسبات 5
 ميناء خور الزبير ترسبات 6
 ميناء ابو الخصيب ماء 7
 ميناء ام قصر ترسبات 8
 ميناء ام قصر ترسبات 9

 ميناء الفاو ترسبات 10
 ميناء الفاو ترسبات 11
 م قصرميناء ا ترسبات 12
 ميناء ام قصر ترسبات 13
 ميناء ام قصر ترسبات 14
 ميناء ام قصر ماء 15
 ميناء ام قصر ماء 16
 ميناء ام قصر ماء 17
 ميناء ام قصر ماء 18
 ميناء ام قصر ماء 19
 ميناء ام قصر ماء 20
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 المعزولة في الدراسة وطرق تشخيصها Bacillusانواع جنس  .2جدول 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 . عزل وتشخيص البكتيريا الهدف )المكونة للاغشية الحيوية(32.
رة ا في صفيحة المعاييوية بتنميتهغشية الحيوية حيث اختبرت قابليتها على تكوين الاغشية الحلأبكتيرية مكونة لعزلات  5تم عزل 

 و Pseudomonas aeruginosaالدقيقة الحاوية على الوسط الزرعي الملائم لكل نوع بكتيري، اختيرت العزلتان 
Staphylococcus sciuri ( 3واعتبارها البكتريا الهدف ويبين الجدول )لها.عز  وأماكنالعزلات  أسماء 

 
 

 ت اسم النوع الذي تعود اليه العزلة طريقة التشخيص
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 1 

 B. thurigenisis 2 الاختبارات الكيموحيوية
 B. pasteurii 3 الاختبارات الكيموحيوية

 B. pasteurii 4 الاختبارات الكيموحيوية
 B. thurigenisis 5 الاختبارات الكيموحيوية
 B. pasteurii 6 ةالاختبارات الكيموحيوي

 B. pasteurii 7 الاختبارات الكيموحيوية
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 8 

 B.pasteurii 9 الاختبارات الكيموحيوية
 B. thurigenisis 10 الاختبارات الكيموحيوية

VITEK BCL card B. amyloquifaciens 11 
VITEK BCL card B. amyioquifaciens 12 
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 13 
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 14 
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 15 
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 16 
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 17 
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 18 
VITEK BCL card B. amyloquifaciens 19 

 VITEK BCL card B. amyloquifaciens 20 
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 انواع البكتيريا المنتجة للأغشية الحيوية واماكن عزلها .3جدول 
 مكان العزل نوع البكتيريا ت
1 Staphylococcus sciuri ترسبات ام قصر 
2 MRSA صرترسبات ام ق 
3 Pseudomonas aeruginosa مياه ابو الخصيب 
4 Escherichia coli ترسبات الفاو 
5 Kocuria kristinae ترسبات السيبة 

 
غشية الحيوية هو الترسبات فيما كان مصدر عزلة واحدة  فقط هو المياه  عزلات بكتيرية مكونة للأ 4مصدر  أنربما يرجع سبب 

الترسبات كأوساط للالتصاق والتي تمثل المرحلة الاساسية  والاهم في عملية تكوبن الغشاء الخلوي  حيث ان البكتريا  تتخذ دقائق 
biofilms تكوين الاغشية الحيوية على مدى واسع من % من الاحياء المجهرية لها القدرة على 99.9ان اكدت الدراسات  وقد

 و  MRSAو Staphylococcus sciuriالاسطح الحية وغير الحية، اذ سجلت قدرة العديد من الانواع البكتيرية مثل 

Pseudomonas aeruginosa و Escherichia coli  وKocuria kristinae  على تكوين الاغشية الحيوية           
(Naves et al., 2010 اذ تميل بكتيريا )P. aeruginosa اذ تتجمع الخلايا المفردة وتحيط  بشدة لتكوين الاغشية الحيوية

هذا الغلاف شديد المقاومة extracellular polysaccharide matrix نفسها بغلاف سميك من مادة عديد السكريات 
 recyclingبتدوير  Staphylococcusكتيريا ( كما تقوم بHentzer et al., 2005للمواد المثبطة للأغشية الحيوية )

وتأقلم البكتيريا ضد الظروف  ثباتيهيتوبلازم لتكوين الغشاء الحيوي الخارج خلوي حيث تحفز هذه البروتينات البروتينات في الس
            ذا الجنستابعة له أنواععدة  أوالمتكونة من نوع واحد  الحيوية سواءا   الأغشيةالبيئية غير الملائمة كما تشجع تكون 

(Foulston et al., 2014.) 

 .Bacillus sppانتاج  الأيوض الثانوية لبكتيريا . 3.3

 تراوحت فترة تنمية افراد الأيوض الثانوية و بشكل عام إنتاجساعة تمكنت من  48لمدة   .Bacillus sppبعد تنمية بكتيريا  
اذ اشارت هذه البحوث الى ان   ساعة 72-24الأيوض الثانوية بين  إنتاجفي البحوث و الدراسات السابقة لغرض  هذا الجنس

ل المزرعة البكتيرية في مرحلة ساعة من النمو عند دخو  48كان بعد مرور   .Bacillus sppللايوض الثانوية لبكتيريا   إنتاجاعلى 
idiophase   من طور الثباتstationary phase  ،معدل النمو البكتيري  عندما يتناقصالأيوض الثانوية يبدأ  إنتاج أن إذ

 (. Teasdale et al., 2009) نتيجة استهلاك احد المغذيات الرئيسية مثل: الكربون، النتروجين او الفسفور

 .Bacillus sppاستخلاص الأيوض الثانوية لبكتيريا . 4.3
(، اذ 50:50وبنسبة )  Ethyl acetateثيليباستخدام خلات الا .Bacillus sppاستخلصت الأيوض الثانوية لبكتيريا 

ثيل افضل فعالية تضادية ملحوظة ضد البكتيريا الهدف مقارنة بالأيوض ياظهرت الأيوض الثانوية المستخلصة بواسطة خلات الا
استخدام عدة مذيبات لاستخلاص الأيوض الثانوية من  إمكانيةوقد ذكرت الدراسات  الأخرىالمستخلصة بالمذيبات العضوية 
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هكسان، داي كلوروميثان، الكلوروفورم، الميثانول، داي مثيل سلفوكسايد -مثل استخدام كل من المذيبات ن Bacillusبكتيريا 
(DMSOوخلات الا ،)ي( ثيلMarhaeni et al., 2011 وقد اسفرت الدراسة الحالية عن قدرة الأيوض الثانوية لبكتيريا )

Bacillus يا الهدف بنوعيها السالبة والموجبة لصبغة  غرام وهذا يتفق مع دراسة فعالية تثبيطية واضحة ضد البكتير ء بأبدا
(Mohan et al., 2016.)  بعد الحصول على مستخلصات الأيوض الثانوية لبكتيرياBacillus   تم اختبار فعاليتها البكتيرية

 و   K. kristinae ام متمثلة بالنوعــــينالموجبة لصبغة غر   ضد البكتيريا الهدف اذ كان التأثير التضادي للمستخلص ضد البكتيريا
MRSA   على منه في البكتيريا السالبة لصبغة غرام متمثلة بالنوعينPseudomonas aeruginosa  وE. coli ( كما هو

 .(4دول مبين بالج
 

 فلهدضد البكتيريا ا   Bacillusفعالية التثبيطية لمستخلصات الأيوض الثانوية لبكتيريا جنس ال .4جدول  

 ت
 قطر منطقة التثبيط )ملم(

K. kristinae MRSA E. coli P. aeruginosa 

BA1 16 16 12 10 
BA2 12 12 10 9 
BS3 14 12 12 11 
BS4 12 11 9 9 
BS5 11 10 9 7 
BS6 15 14 14 12 
BS7 11 9 9 7 
BS8 20 17 15 15 
BS9 12 12 10 10 
BS10 16 12 14 12 
BA11 14 14 12 11 
BS12 15 13 10 10 
BA13 17 16 14 13 
BS14 18 16 16 12 
BS15 14 13 14 10 
BA16 12 12 10 13 
BA17 16 14 12 12 
BS18 15 15 13 10 
BS19 13 14 12 10 
BS20 14 12 10 11 
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عزلة لنفس ال  ي الخامح البكتير كما اظهرت النتائج ان الفعالية التضادية للمستخلصات اعلى من الفعالية التضادية للراش
 اعلى  Bacillusلبكتيريا  بان الفعالية التثبيطية لمستخلص الأيوض الثانويةWilson et al. (2011 وهذا يتفق مع ما ذكره  )

لمنخفضة زى الى النفاذية اربما يعك منها في الراشح الخام لنفس السلالة عند تنميتها في المزارع البكتيرية السائلة، وان سبب ذل
حاجزا ضد المركبات  التي تمثل  lipopolysaccharideلخارجي للبكتيريا السالبة لصبغة غرام وكذلك وجود طبقة للغشاء ا

 .الكارهة للماء

                            (TLC)فصل مكونات الايوض الثانوية باستخدام كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة . 5.3
ظهور بقع بنفسجية عند استخدام كاشف الننهايدرين مما يدل على احتواء الايوض  TLCة بينت نتائج كروماتوغرافيا الطبقة الرقيق

، peptidesالثانوية طبيعتها الكيميائية  عبارة عن ببتيدات  الايوض أن أي ،الأمينيةعلى الاحماض  Bacillusالثانوية لبكتيريا 
 Bacillusكبات متعددة الببتيد من احدى عزلات جنس اذ انهم استخلصوا مر  Sawale et al., ( 2014هذا يتفق مع دراسة )

spp.  المحبة للملوحة والتي اظهرت فعالية تثبيطية ضد كلا من البكتيريا والفطريات، كما ظهرت بقع الايوض الثانوية على مستوى
 .     BS8متقارب ماعدا العزلة رقم 

نت القيم متقاربة حيث اذ كا  Bacillusلبكتيريا  قيم معدل الجريان لمستخلصات الايوض الثانوية (5)يبين الجدول 
فيما  0.7القياسية البالغة  surfactine( وهي قيمة مقاربة لقيمة معدل الجريان لمادة 0.897 -0.750تراوحت القيم بين )

        ليهق مع ما توصل اوهذا يتف 1.556 أنتجتهاالتي بلغت قيمة معدل الجريان للايوض الثانوية التي BS8 عدا العزلة 
(Sharon et al., 2013الذين ذكروا ان تقارب قيم معدل الجريان ناتج عن تقارب الاوزان الجزيئي )وقد تم ة للمستخلصات .

 بناء  على النتائج المتحصل عليها.  BS8اختيار العزلة 

 ماسحاو تمزق الاغشية الحيوية بواسطة المجهر الالكتروني ال تثبيط نمودراسة . 6.3
بة تيريا الهدف المستخدمة في التجر على تثبيط تكون الاغشية الحيوية للبك BS8صور المجهر الالكتروني الماسح قدرة العزلة  اظهرت

 ( كذلك تحطيم2شكل ال) Staphylococcus sciuri( و1 شكلال)Pseudomonas aeruginosa والمتمثلة بالنوعين  
الايوض الثانوية  أنلذين ذكروا ( اSriram et al., 2011هذه النتائج مع دراسة ) للبكتيريا الهدف، تتفق الأوليةالحيوية  الأغشية

 لتصاقها على سطح صفيحةالحيوية للبكتيريا الهدف من خلال منع ا الأغشيةثبطت نمو  Bacillus cereusالمنتجة من بكتيريا 
( والذين ارجعوا Sayem et al., 2011ج مع دراسة )، كما تتفق هذه النتائالأغشيةمنع تكون هذه  إلى أدىالمعايرة الدقيقة مما 

ا الهدف الى عدة اسباب على تثبيط تكون الاغشية الحيوية للبكتيري Bacillus lichniformisقدرة الايوض الثانوية لبكتيريا 
فيما  البكتيريا الهدف تصال خلايااهذه الايوض الثانوية تتداخل مع المركبات الموجودة على سطح البكتيريا الهدف لتعيق  أنمنها 

ى بادراك النصاب وهو ما يدع الحيوية الأغشيةالعدد المطلوب لتكون  إلىخلايا البكتيريا الهدف  أعدادبينها مما يمنع وصول 
quorum sensing ،لبكتيريا لسطح الخارجي هذه الايوض تستطيع تحوير الصفات الفيزيوكيميائية والترتيب الهندسي لل أن أو

 . بآلية فعل بعض المضادات الحيوية الحيوية وهذه الظاهرة شبيهة للأغشيةالمكونة 
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 يقةبواسطة كروماتوغرافيا الطبقة الرق Bacillus قيمة معدل الجريان للايوض الثانوية لبكتيريا .5جدول 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 

 Rfمعدل الجريان  مسافة تحرك المذيب مسافة تحرك العينة ت
1BA 7.8 8.8 0.886 
2BA 7.5 8.8 0.852 
3BS 7.6 8.8 0.863 
4BS 7.5 8.8 0.852 
5BS 7.4 8.8 0.840 
6BS 7.3 8.8 0.829 
7BS 6.6 8.8 0.750 
8BS 13.7 8.8 1.556 
9BS 7.9 8.8 0.897 

10BS 7.9 8.8 0.897 
11BA 7.8 8.8 0.886 
12BS 7.9 8.8 0.897 
13BA 7.5 8.8 0.852 
14BS 7.4 8.8 0.840 
15BS 7.8 8.8 0.886 
16BA 7.3 8.8 0.829 
17BA 7.8 8.8 0.886 
18BS 7.9 8.8 0.897 
19BS 7.8 8.8 0.886 
20BS 7.9 8.8 0.897 
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               الغشاء الحيوي لبكتيريا في تثبيط تكون Bacillusصور المجهر الالكتروني لدراسة تأثير الايوض الثانوية لبكتيريا  .1شكل ال

P. aeruginosa  a)  عينة سيطرةcontrol وض مستخلص الاي إضافةدون وتمثل الغشاء الحيوي للبكتيريا الهدف التي تمت تنميتها ب
يمثل المرحلة الاولى من مراحل تكون الغشاء الحيوي تمت و  pri-formed biofilmالغشاء الحيوي حديث التكوين   (b الثانوية.

 مستخلص الايوض الثانوية. فةإضاشاء الحيوي للبكتيريا الهدف تمت تنميته مع الغ (c .ثانويةمستخلص الايوض ال إضافةتنميته بدون 
d)  مستخلص الايوض الثانوية.( إضافةالغشاء الحيوي حديث التكوين للبكتيريا الهدف تمت تنميته مع 
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 لغشاء الحيوي لبكتيرياافي تثبيط تكون   Bacillusصور المجهر الالكتروني لدراسة تأثير الايوض الثانوية لبكتيريا. 2شكل ال

  S. sciuri  .a )عينة سيطرة control ويةة مستخلص الايوض الثانوتمثل الغشاء الحيوي للبكتيريا الهدف التي تمت تنميتها بدون اضاف. 
b)  الغشاء الحيوي حديث التكوينpri-formed biofilm يوي تمت تنميته بدون اضافة ة الاولى من مراحل تكون الغشاء الحويمثل المرحل

حديث التكوين  الغشاء الحيوي (d ة.الغشاء الحيوي للبكتيريا الهدف تمت تنميته مع اضافة مستخلص الايوض الثانوي (c مستخلص الايوض الثانوية.
 (.يوض الثانويةمستخلص الا إضافةللبكتيريا الهدف تمت تنميته مع 

 تالاستنتاجا. 4
للمضادات الحياتية  عدبديل واك  Bacillusاستخدام الايوض الثانوية لبكتيريا جنس  إمكانيةعن  اسفرت نتائج هذه الدراسة

د ضدرتها التثبيطية قوكفاءة  اإنتاجهوللعوامل المضادة للميكروبات بسبب سهولة الحصول عليها من البيئة المحلية ورخص تكلفة 
 عية والغذائية والبيئية.البكتيريا المهمة وفي المجالات الطبية والصناعية والزرا
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