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 الملخص 

 وباستخدام وكيموحيويا شكليا العزلات شخصت العراق، جنوب البصرة محافظة من مختلفة مناطق من وترسبات مياه عينات من بكتيرية عزلة 20 عزلت
 تعذو  بكتيريذة عذزلات 5 عزلذت كمذا  Bacillus للجذن  تذابعن نذوعن الى تعذو  العذزلات هذذه ان اظهر الذي VITEK II compact التشخيص نظام

 Staphylococcus sciuri, Methicillin Resistant Staphylococcusهذي غذرام لصذبغة موجبذة منها ثلاث الحيوية، غشيةللأ مكونة نواعأ 5ذذذذذذذل

aureus (MRSA), Kocuria kristinae ,هما غرام لصبغ سالبة ونوعن Pseudomonas aeruginosa و Escherichia coli. 
 كانذذت  حيذذ  الهذذد  تيريذذاالبك ضذذد التثبيطيذذة فعاليتهذذا واختذذ ت Bacillus جذذن  بكتيريذذا مذذن الثانويذذة يذذو الأ ونقيذذت  واستخلصذذت نتجذذتأ

 كروماتوغرافيذا  اسذتخدامب الثانوية يو الأ مكونات فصلت ، غرام لملون السالبة البكتيريا ضد منها اعلى غرام لملون الموجبة البكتيريا ضد التثبيطية فعاليتها
 الامتصذا و  الكتلذة مطيذا  جهذا  سذتخدامبا يذو الأ تحليذ  اكذده مذا وهذذا الامينيذة حمذا الأ علذى الثانويذة يذو الأ احتذواء اظهذرت والذي الرقيقة الطبقة
 العزلذة اختيرت ي ح الدراسة لإكمال ختيارهالا الثانوية يو للأ انتاجا كثرالأ العزلة لتحديد الثانوية يو الأ في الكلية ال وتينات قيمة حد ت الذري،
BS8 وBS14 حيذذذ  البلذذذوري بنفسذذذجيال صذذذبغة باسذذذتخدام الحيويذذذة الاغشذذذية تكذذذوين علذذذى الهذذذد  للبكتيريذذذا الكمذذذي التحديذذذد  رس البحذذذ ، لإكمذذذال 

  نىالأ المثذب  التركيذز قيمذة د تح ذ كمذا  ،K. kristinae لبكتيريذا كانذت  فقذد القيم اق  ماأ ،P. aeruginosa لبكتيريا  الامتصاصية قيم اعلى سجلت
MIC الثانوية الأيو  لمستخلصي. 

 microtiter الدقيقة المعايرة صفيحة في  الحيوية الاغشية تكون في BS14 و BS8 للعزلتن الثانوية الأيو  لمستخلصي التثبيطي التأثير  رس

plate  لتكذذذوين المئويذذذة النسذذذبة في كبذذذير  انخفذذذا  حذذذدوث لذذذوح  ذإ والتتراسذذذايكلن النالديكسذذذ  حذذذام  الحيذذذوين للمضذذذا ين التثبيطذذذي بالتذذذأثير ومقارنتذذذ 
   نىالأ المثذذب  التركيذذز يمثذذ  الذذذي التركيذذز عنذذد اذذذذذذذذذذذذذذذلاسيم المسذذتخلص مذذ  هاذذذذذذذذذذذذذذذذذذذذذحضن عنذذد S. sciuri و P. aeruginosa بكتيريذذا في الحيويذذة الاغشذذية

MIC التثبيطذي التذأثير  نتذائج من نسبيا   اق  كانت  فقد الحيوين للمضا ين التثبيطي التأثير نتائج ماأ تلي ، الي والتراكيز  البكتيريا هذه ضد للمستخلص 
 .الهد  البكتيريا ضد للمستخلص

 

 .الحيوية المضا ات الحيوية، غشيةالأ التثبيطية، الفعالية ،.Bacillus spp الثانوية، يو الأ الكلمات الدالة:

mailto:%20sabahalshatty@yahoo.com
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Abstract 

Twenty bacterial isolates were isolated from different locations in Basrah Governorate, southern Iraq. The 

isolates were identified biochemically by VITEK2 BCL cards, which showed that these isolates belong to two 

species of Bacillus. Also, five biofilm-forming bacterial isolates (target bacteria) were isolated and identified by 

VITEK GP & GN cards, the identification results showed that 3 isolates belong to gram-positive bacteria: 

Staphylococcus sciuri, Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), and Kocuria kristinae whereas 2 

isolates belong to gram-negative bacteria: Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli. 

The secondary metabolites (SM) were produced, extracted, and purified from Bacillus spp. their 

antibacterial activity against gram-positive was higher than those against gram-negative bacteria, and results of 

Thin Layer Chromatography showed that Bacillus secondary metabolites contain free amino acids, this was 

confirmed by GC-MS analysis, total proteins were determined to choose the isolates which produce the higher 

quantity of secondary metabolites, so SM extracts of BS8 and BS14 were chosen to complete the study. 

Results of quantitative determination of biofilm which formed by target bacteria in microtiter plate 

showed that P. aeruginosa was the higher biofilm producer among gram-negative bacteria while S. sciuri was 

the less biofilm producer. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined against target bacteria. The 

inhibitory effect of BS8 and BS14 SM in the inhibition of biofilm formation of P. aeruginosa and S. sciuri in 

microtiter plate in comparison to the inhibitory effect of nalidixic acid and tetracycline was studied, and the 

results showed that there was a decrease in the percentage of both bacterial species especially from the MIC of 

the s. m. extract and the concentrations beyond, the inhibitory effect of the antibiotics was less than that of the 

SM extracts. 

Keywords: Secondary metabolites, Bacillus spp., Antibacterial activity, Biofilms, Antibiotics. 

  مقدمةال. 1

 منخفضذة المذوا  مذن واسذ  مذد  نتذا إ وتسذتطي  يسذيرة نمو متطلبات وذات البيئة في نتشارالا واسعة فرا اأ Bacillus جن  يضم
 تحمذ  علذى العاليذة درتهاقذ نأ كمذا(  Sharma et al., 2010) خذر الأ المجهريذة حيذاءالأ ضذد الفعالذة و السذمية عديمذة وأ السذمية

 الجذذن  هذذذا  فذذراأ جعذذ  هذذذا كذذ   و يذذة، مالأ الظذذرو  وأ الحامضذذية الدالذذة وأ الحذذرارة نخفذذا ا او ارتفذذاع مثذذ  المتطرفذذة البيئيذذة الظذذرو 
 المنتجذة كتيريذاالب نمو وتثبي  لحيويةا غشيةالأ استئصال لغر  الثانوية يوضهاأ وأ البكتيريا هذه استخدام لغر  الباحثن عناية مح 
 سذكريات مأ بروتينذات سذواء   ياويذةالكيم طبيعتهذا في تنوعت الي الجن  هذا فرا أ من الثانوية يو الأ من العديد استخلص ذإ لها،

 المجهريذة حيذاءالأ ضذد ةملحوظذ كيمياويذة  فعاليذة المركبذات هذذه ظهذرتأ وقذد( Valle et al., 2006)  هنيذة بروتينذات وأ متعذد ة
 يذو لأا اسذتطاعت ذإ تكون  راح م من ولىالأ المرحلة تكون عند حتى وأ الحيوي الغشاء تكون قب  سواء   الحيوية للأغشية المكونة
 ذلذ و  المراحذ  بقيذة تكذوين تمذامإ نعذ الحيذوي الغشذاء مذن ولىالأ للمرحلة المكونة البكتيريا تثبي . .Bacillus spp لبكتيريا الثانوية
 (. Sawale et al., 2014) الحامضية والدالة الحرارة من واسعة مديات ضمن

 الحيويذذة، اتالفعاليذذ مذذن كبذذير  عذذد ب تقذذوم والذذي طبيعيذذا   المنتجذذة المركبذذات مذذن واسذذعة مجموعذذة الميكروبيذذة الثانويذذة يذذو الأ تضذذم
 هذذذذه كذذذنل الطبيعذذذي النمذذو تطلبهذذذاي الذذذي والهذذدم البنذذذاء فعاليذذذات في تشذذذتر  لا نهذذافي أ وليذذذةالأ يذذذو الأ عذذن الثانويذذذة يذذذو الأ تختلذذ 

 تلعذ (. Choudoir et al., 2018) فيهذا يعذي  الذي البيئذة في البقذاء فضذليةأ علذى تسذاعده صذفات للميكذروب تعطذي يذو الأ
 الميكذذروب كّذذنتم يذذو الأ هذذذه نأ ذإ لهذذا المنتجذذة للميكروبذذات البيئذذي والذذتلا م الفسذذيولوجي التكيذذ  في مهمذذا    ورا   الثانويذذة يذذو الأ

 .(Yan et al., 2018المنافسة ) الميكروبات نمو تثبي  من لها المنتج
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  الذاتيذذة طذذور اثنذذاء تنذذتج ئذذيالجزي الذذو ن قليلذذة عضذذوية بأنهذذا مذذوا  Secondary metabolites الثانويذذة يذذو الأ ر ذذذذذذذذذتعّ 
(idiophase )الثانويذذذة يذذذو الأ علذذذى مثلذذةالا ومذذذن  البيئيذذذة للضذذغو  فعذذذ  كذذذر   نتاجهذذاإ يذذذتم الميكروبذذذات مذذن نسذذذبيا قليلذذذة لأنذذواع :

 لانزيمذاتا ومثبطذات symbiosis والتعذاي  البيئذي التنذاف  علذى المذثثرة والعوامذ  والسموم والاحما  والصبغات الحيوية المضا ات
 . (Demain and Fang, 2000) والحيوانات للنباتات النمو ومحفزات والمبيدات الاورام ومضا ات

 مثذذذذ  الاخذذذذر  للميكروبذذذذات المضذذذذا ة الفعاليذذذذة ذات الثانويذذذذة يذذذذو الأ مذذذذن الكثذذذذير نتذذذذا إ Bacillus جذذذذن  افذذذذرا  تسذذذذتطي 
 حمذذا الأ ،Macrolactones الكبذذيرة اللاكتونذذات ،Polypeptides المتعذذد ة الببتيذذدات ،Lipopeptides الدهنيذذة الببتيذذدات

 ,.Isocumarines (Mondol et al المتنذاظرة والكيومارينذات ،Polyketides المتعذد ة الكيتايذدات ،Fatty acids الدهنيذة

 هذذذا افذذرا  قذدرة بسذذب  ،(Leifert et al.,1995) والصذذيدلانية الطبيذة الصذذناعات في واسذذ  بشذك  اسذذتخدمت وقذد ، (2013
 العصذوية نذواعالأ علذى ملحوظذة تذأثيرات المذوا  لهذذه نأ كمذا  الذذائ  ال وتذن تركيذ  في للميكروبذات المضذا ة المذوا  بنذاء علذى الجن 
 نمذو يتباطذأ عنذدما الثانويذة يذو الأ نتذا إ يبذدأ(. Priest et al., 1995) التجذاري للإنتذا  مرغوبذا الجذن  هذذا يعذد لذذل  الهذد 

 .الفوسفات وأ النتروجن او الكاربون: المغذيات مصا ر حدأ استهلا  بسب  بكتيريا نواعالأ
 تثبذذي  علذذى الثانويذذة يوضذذهاأ قابليذذة و راسذذة المحليذذة البيئذذة مذذن معزولذذة  Bacillus جذذن  مذذن بكتيريذذة عذذزلات علذذى الحصذذول ولأجذذ  

 .الدراسة هذه صممت فقد البكتيرية الحيوية غشيةالأ

 العمل المواد وطرق. 2

ماكن مختلفة في محافظة البصرة و ن قلت العينات أمن  2016بري  أ– 2016 جمعت خمسون عينة مياه وترسبات للفترة من يناير
  ,PHEبواغ )بكتيريا غير المكونة للأالنواع أم لقت  ◦80لى المخت  لتشخيصها حي  وضعت العينات في حمام مائي بدرجة حرارة إ

2015). 
 عينات الترسبات. 1.2

في ظرو  و المعقم  spatulaثيلن المعقمة الجافة، وبوساطة الملوق إياس البولي أكم لك  عينة( باستخدام ج 20عت العينات )جم  
م  ماء مقطر ثم ع ملت سلسلة تخافي  عشرية لغاية  10تحتوي على  ختبارالى انبوبة إم من ك  عينة ج 1ضي  أ، معقمة

باستخدام   6-10×1، 3-10×1، 1-10×1(/م  من الماء المقطر، رشحت التخافي  cfu(تكوين مستعمرة لوحدة   10-6×1
طباق بتري حاوية على الوس   أوراق الترشيح في أ، وضعت millipore filter paper  mµ 0.45وراق الترشيح نوع أ

 ثم ساعة 18 لمدة م◦ 35وحضنت في الحاضنة بدرجة حرارة  Lauria- Bertani   ((Hi Media, LB agar الزرعي الصل 
 لصبغةالعصيات الموجبة  ختيرتاغرام وفحصت تحت المجهر الضوئي.  بصبغةالمستعمرات النامية وصبغت  من مسحات خذتأ

VITEK2 BCL card (bioMérieux , France  )لإتمام عملية تشخيصها بوساطة عدة التشخيص  بواغللأغرام والمكونة 
 DNA Wizard (Promega ستخلا اباستخدام عدة  gyraseنزيم إنتا  لإصت جينيا  بتضخيم الجن المشفر و شخكما 

- USA )(Pincus, 2005). 
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 عينات المياه. 2.2
 ,Nalgen polycarbonate conical flasks (Merckعت عينات المياه باستخدام قناني  جاجية معقمة من نوع جم  

Germany  م  من الماء المقطر المعقم  9لى إم  من ك  عينة  1ضي  أفي ظرو  معقمة،  .م  لك  عينة 250( وبواق
، رشحت التخافي  ( وحدة تكوين مستعمرة/م  من الماء المقطر4-10× 1–1-10×1تخافي  عشرية ) سلسلة وع ملت

يت  ( 10-4× 1–10-3×1) ونتائج  فحوصة عدا  العينات المأ( مواق  و 1، ويبن الجدول )ذكر في عينات الترسبات كماونم 
 عدا  البكتيريا في عينات المياه والترسبات.ألمعدل  التخافي 

 

 والترسبات. عدا  البكتيريا في عينات المياهأعدا  العينات المفحوصة ونتائج التخافي  لمعدل أمواق  و  .1جدول 

 عدد العينات الموقع ت
 انواع العينات ومعدل اعداد البكتيريا فيها

 Cfu/10-4 مياه Cfu/10-6 ترسبات
 22 2 35 2 4 سما  في مركز علوم البحارحوا  تربية الأأ 1
 12 5 19 5 10 ميناء خور الزبير 2
 15 9 27 8 17 ميناء ام قصر 3
 10 2 18 2 4 ميناء ابو فلوس 4
 28 4 43 4 8 ابو الخصي  5
 7 1 15 1 2 ميناء الفاو 6
 13 1 29 1 2 السيبة 7
     1 1المياه المصاحبة لاحد الابار في الحق  النفطي  بير 8
     ps1 1المياه المصاحبة لاحد الابار في الحق  النفطي  9

     1 المياه المصاحبة لاحد الابار في منطقة ارطاوي 10

 

 (Secondary metabolites production) الثانوية الأيوضانتاج . 3.2

سذاعة  48 ة الهزا ة لمذدةالحاضن( بعد حضن المزرعة البكتيرية في Dusane et al., 2013طريقة )يو  الثانوية حس  نتجت الأا  
 .م° 30 قيقة وعند  رجة حرارة  ورة/ 120وبسرعة 

 .Bacillus sppالثانوية لانواع بكتيريا  الأيوضاستخلاص . 4.2

ثي  يخلات الإ ضيفتأذ إ Amin et al., (2015)حس  طريقة  .Bacillus sppنواع بكتيريا يو  الثانوية لأستخلصت الأا  
، ثم لمذدة سذت سذاعات  magnetic stirrer( وتم تحري  المذزيج بوضذع  علذى المذا   المغناطيسذي 1:1لى المزرعة البكتيرية بنسبة )إ

 قائق  10ورة/ قيقة لمدة   5000لنبذ المركزي على سرعة فصلت الطبقة العضوية العليا بواسطة قم  الفص  ووضعت في جها  ا
 otary evaporatorR، وجمذذ  المسذذتخلص وجفذذ  في المبخذذر الذذدوار لى  ورق نظيذذ إثيذذ  ونقلذذت ي يلذذت طبقذذة خذذلات الإأثم 

 Biuretقذة لثانويذة حسذ  طرييذو  اا  للأكثذر انتاجذالعزلتذان الأ ختذيرتاثيلذي، ي الكحول الإفي المستخلص ذي أ ثم م◦50بدرجة 
التعليمذذات  باتبذذاع Biolabo company- Italyكة  لكليذذة والمجهذذزة مذذن شذذر اوباسذذتخدام العذذدة التشخيصذذية لتحديذذد ال وتينذذات 

 .كمال باقي خطوات الدراسةلإ المرفقة م  العدة التشخيصية 
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  Bacillus  نواع بكتيريا جنسيوض الثانوية لأتنقية الأ. 5.2
 يذذذذذذوكروماتوغرافيا الترشيح الهلام Ion Exchange Chromatographyيوني كروماتوغرافيا التبا ل الأجريت خطوتي  أ  

Gel filtration chromatography   لطريقة طبقاAnju et al., (2015)   حس جري الرحلان الكهربائي أ  فيما 
Laemmli (1970) .  يو  الثانوية المنقاة ضد الانواع البكتيرية: خت ت الفعالية البكتيرية للأأPseudomonas 

aeruginosa،Escherichia coli  ،Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ،
Staphylococcus sciuri   وKocuria kristinae  ع  الأ نتشارالابطريقة( غذارDusane  et al., 2011 )رعت ذ    إ

 لاه بواسطة الناشرعأنواع المذكورة من المزارع البكتيرية السائلة للأم   0.1الصل  بنشر  LBطباق الزرعية الحاوية على وس  الأ

L- shape spreader  استخدام ثاق  الفلن ب الصل  الزرعي الوس  ثق  ثم  قيقة 15 لمدة م◦35ثم حضنت بدرجةcork 

poorer   50 ذذذذذذلئت الثقوب بوم Lµ   من الراشح المعقم لبكتيريا جنBacillus ،  18 لمدة م◦35طباق بدرجة ضنت الأح 
 .وسجلت النتائج المسطرة باستخدام( مم) التثبي  قطارأ يستق   ثم ساعة
 .Bacillus sppيوض الثانوية في بكتيريا التقدير الكلي للأ. 6.2

 Biolaboوباستخدام العدة التشخيصية لتحديد ال وتينات الكلية والمجهزة من شركة  Biuretجري هذا الاختبار حس  طريقة أ

company- Italy .باتباع التعليمات المرفقة م  العدة التشخيصية 
 يو  الثانوية( في العينة حس  المعا لة الأقدرت ال وتينات الكلية )

 امتصاصية العينةال وتن الكلي في العينة =  
 (1..........     )                                                    60×  امتصاصية العينة القياسية

 يوض الثانوية باستخدام كروماتوغرافيا الغاز ومطياف الكتلةتشخيص الأ. 7.2
  Gas Chromatography and Mass Spectroscopy(GC-MS) 

 .( (Mohan et al., 2016 ( حس  طريقةGC-MSيو  باستخدام جها  )د ت الجزيئات الفعالة في الأح  
 Quantitative Determination of the Biofilmالتحديد الكمي للاغشية الحيوية . 8.2

 . Toole,O  2011)(تم اجراء هذا الاختبار حس  
 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) تحديد التركيز المثبط الادنى. 9.2

 لمعذذايرة الدقيقذذة ذاتامذذ ( بوسذذ  مذذولر هنتذذون السذذائ  باسذذتخدام صذذفيحة رام/جمايكرو  100) يذذو  الثانويذذةخ فذذ  مسذذتخلص الأ
، 3.12، 6.25، 12.5، 25، 50، 100سلة التخافي  التالية )ضرت سلذ ح  إ well microtiter plate -96 حفرة 96
ضذذيفت أ  ة الواحذذدة، رام/مذذ  في الحفذذر جمايكرو  100ووضذذعت في الحفذذر بواقذذ  مذذ  رام/ج( مايكرو 0.1، 0.2، 0.4، 0.8، 1.6

فذذرة مذذن هذذذه الحفذذر حلى كذذ  إمذذ ( البكتيريذذا الهذذد  /cfu 5 10×5مذذايكرولتر مذذن الوسذذ  الزرعذذي السذذائ  الحذذاوي علذذى  ) 100
يريذذا قذذ  تركيذذز يثذذب  نمذذو البكتأنذ  أ نى علذذى تذذائج حيذ  ح ذذد  التركيذذز المثذذب  الأالن رئذذتسذذاعة ثم ق   18م لمذذدة ◦35وحضذنت بدرجذذة 

ى انتذذا  لبكتيريذذا علذذرة ا، اسذذتخدم كذذلا مذذن المضذذا ين الحيذذوين التتراسذذايكلن )الذذذي يتذذداخ  مذذ  قذذدtarget  bacteriaالهذذد  
، 1250، 2500لتاليذذة )ا( بذذالتراكيز استنسذذاا الحذذام  النذذووي البكتذذيري ال وتينذذات( وحذذام  الناليديكسذذ  )الذذذي  ذذول  ون

 (. (Dusane et al., 2013م  للمقارنة رام/ج( مايكرو 2.5، 5 ،10، 20 ،40، 80، 160، 312، 624
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 صفيحة المعايرة الدقيقةدراسة تثبيط تكون الاغشية الحيوية في . 10.2

 (.Dusane et al., 2013)حس  تم اجراء هذا الاختبار 
 التحليل الاحصائي . 11.2

خذذذ أصذذوية الهذذد  حيذذ  تم والانذذواع الع Bacillusتم عمذذ  التحليذذ  الاحصذذائي لتجذذارب الفعاليذذة التضذذا ية بذذن عذذزلات بكتيريذذا 
ختذذ ت العوامذذ  ا  و  ،(SPSS, 2009حصذذائي الحاسذذو  )باسذذتخدام ال نذذامج الإلذذت النتذذائج لمعذذدل القذذراءة لذذثلاث مكذذررات ثم ح  

 (.p< 0.05) حتماليةا( عند مستو  L.S.Dق  فرق معنوي بن المتوسطات )أ المدروسة بالاعتما  على

  والمناقشة النتائج. 3

   .Bacillus  sppعزل وتشخيص بكتيريا جنـــــــس . 1.3

لى إعزلة تعو   15ن أظهرت نتائج التشخيص أ ،(2 ،جدول) .Bacillus sppللجن   بكتيرية تابعةعزلة  20تم الحصول على 
كذده أوهذذا مذا   B. amyloliquefaciensتعذو   للنذوع    نهذاأعذزلات علذى   5فيمذا شخصذت Bacillus subtilis  النذوع 

بذدت العذزلات أتذائج موجبذة لعمليذة التضذخيم فيمذا ن B. subtilisذ اظهذرت العذزلات التابعذة للنذوع إ( 1التشخيص الجيني )شذك  
 نتائج سالبة.B. amyloliquefaciens التابعة للنوع 

 لإنتا بتضخيم الجن المشفر   Bacillusنتائج التشخيص الجيني لعزلات  العصوية  .1شكل  
   و  قاعدي 1500, با ئ ذو و ن جزيئي gyrase ,L: Ladderنزيم  إ
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 .Bacillus sppمصا ر العزلات التابعة لجن   .2جدول 

 

 .Bacillus sppنواع العصوية يوض الثانوية لأانتاج الأ. 2.3

 سذذذذاعة 72-24يذذذذو  الثانويذذذذة بذذذذن نتذذذذا  الأإفي البحذذذذوث والدراسذذذذات السذذذذابقة لغذذذذر   فذذذذرا  هذذذذذا الجذذذذن أ تراوحذذذذت فذذذذترة تنميذذذذة
  (Valle et al., 2006; Teasdale et al., 2009;  and Sharma et al., 2010) لى إشذارت هذذه البحذوث أوقذد

ساعة من النمو عند  خول المزرعة البكتيرية  48كان بعد مرور   .Bacillus sppنواع العصوية لأليو  الثانوية نتا  للأإعلى أن أ
 -Barriosليذذ  )إ، كمذذا تتفذذق هذذذه النتذذائج مذذ  مذذا توصذذ   stationary phaseمذذن طذذور الثبذذات  idiophaseفي مرحلذذة

Gonzalez et al., 2003 ) يذذو  الثانويذذة يبذدأ عنذذدما يتنذاقص معذذدل النمذو البكتذذيري نتيجذذة نتذا  الأإن ألى إشذذاروا أالذذين و
 ,.Motta et alتتفذذق هذذذه النتذذائج مذذ  مذذا ذكذذره )و الفسذذفور.  وأحذذد المغذذذيات الرئيسذذية مثذذ : الكذذاربون، النتروجذذن ألا  اسذذته

لى ذروت  في طور إنتا  تمي ووص  الإيية في الطور اللوغار يو  الثانو نتجت الأأالمعزولة من قبلهم  Bacillusن بكتيريا بأ( 2007
 . stationary phaseالثبات 

 

 النوع البكتيري المعزول مصدر العزلة نوع العينة ت
 B. amyloliquefaciens احوا  تربية الاسما  في مركز علوم البحار ماء 1

 B. amyloliquefaciens احوا  تربية الاسما  في مركز علوم البحار ماء 2

 B. subtilis ميناء خور الزبير ترسبات 3

 B. subtilis ميناء ام قصر ترسبات 4

 B. subtilis ميناء خور الزبير ترسبات 5

 B. subtilis ميناء خور الزبير ترسبات 6

 B. subtilis ميناء ابو الخصي  ماء 7

 B. subtilis ميناء ام قصر ترسبات 8

 B. subtilis ميناء ام قصر ترسبات 9

 B. subtilis ميناء الفاو ترسبات 10

 B.amyloliquefaciens ميناء الفاو ترسبات 11

 B. subtilis ميناء ام قصر ترسبات 12

 B.amyloliquefaciens ميناء ام قصر ترسبات 13

 B. subtilis ميناء ام قصر ترسبات 14

 B. subtilis ميناء ام قصر ماء 15

 B. subtilis ميناء ام قصر ماء 16

 B. amyloliquefaciens ميناء ام قصر ماء 17

 B. subtilis ميناء ام قصر ماء 18

 B. subtilis ميناء ام قصر ماء 19

 B. subtilis ميناء ام قصر ماء 20
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  .Bacillus spp العصوية لأنواعالثانوية  الأيوضاستخلاص . 3.3
اسذذتخدام كذذ  مذذن مثذذ   Bacillusيذذو  الثانويذذة مذذن بكتيريذا الأ لاسذذتخلا ذكذرت البحذذوث والدراسذذات اسذذتخدام عذذدة مذذيبات 

 Ethyl  ذذذذذذذذذذذذذذذذثيي، وخذلات الا(DMSO،  اي مثيذ  سلفوكسذايد )، الكلوروفذورم، الميثذانول،  اي كلوروميثانهكسان-المذيبات ن

acetate  (Barrios-Gonzalez et al., 2003; Marhaeni et al., 2011) ،يو  الثانوية المستخلصة  في ذ اظهرت الأإ
صذة يو  المستخلنواع العصوية الهد  مقارنذة بذالأافض  فعالية تضا ية ملحوظة ضد الأثي  يالدراسات السابقة بواسطة خلات الإ

فعاليذة تثبيطيذة  Bacillusنذواع العصذوية لأليذو  الثانويذة ظهذرت الأأذ إ  وهذذا يتفذق مذ  الدراسذة الحاليذة خر بالمذيبات العضوية الأ
 Mohan etواضذحة ضذد الانذواع العصذوية المسذتخدمة في الهذد  بنوعيهذا السذالبة والموجبذة لصذبغة غذرام وهذذا يتفذق مذ  مذا ذكذره )

al., 2016)،  يذو  الثانويذة لأنذواع العصذوية   في اسذتخلا  الأيذثين اسذتخدام خذلات الإكمذا أBacillus علذى الفعاليذة  اف  ذ
 نواع العصوية الهد . يو  ضد الأالتثبيطية لهذه الأ

 .Bacillus sppتنقية الايوض الثانوية لأنواع العصوية . 4.3
    Ion Exchange Chromatographyكروماتوغرافيا التبادل الايوني .  1.4.3

ضعها على سطح نتها بعد و على شح اعتما االثانوية  الأيو كونة لمستخلصات تم بواسطة هذه الخطوة فص  خلي  المركبات الم
  :(3و 2المبا ل الايوني  اخ  عمو  الفص  بمرحلتن )شك 

ل بهة لشحنة المبا وجبة مشامة جزاء الفعالة من المستخلصات( وتكون ذات شحنس  الاجزاء غير المرتبطة )وهي الأغ :اولا  
  الببتيذذدات دل علذذى خذذرو يذذ، ظهذذور هذذذه القمذذة لغسذذ  بشذذك  قمذذة واحذذدةول ان تذذرتب  بالمبذذا ل مذذ  محلذذأيذذوني والذذي مذذرت  ون الأ

 .وبع  المركبات ذات الشحنة الموجبة نتيجة حصول تنافر للشحنات فيما بينها وبن المبا ل
  العمذذو زاء بمغذذا رة جذذأت هذذذه الأذ بذذدإيذذوني رتبطذذت بالمبذذا ل الأاذات الشذذحنة السذذالبة الذذي غسذذ  الاجذذزاء المرتبطذذة  :ثانيذذا   

رتبذذا  الببتيذذدات  ل علذذى ا ممذذا علذذى كثافذذة شذذحنتها بشذذك  قمذذة واحذذدة ايضذذا وذلذذ  بزيذذا ة تركيذذز ملذذح كلوريذذد الصذذو يوم، عتمذذا اا
 شذحنةصذلة كثافذة الدت  علذى محخر  ذات الشحنة السالبة نتيجة حصول تجاذب فيما بينها وبن ما ة المبا ل والذي اعتمذدت شذالأ

 .  اتالي تمتلكها هذه الببتيد
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 BS8 يو  الثانوية للعزلةيوني للأكروماتوغرافيا التبا ل الأ .2 شكل
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 BS14كروماتوغرافيا التبا ل الايوني للايو  الثانوية للعزلة  .3شكل 

 

بطبقذذة يونذذات الملحيذذة لأالذذذي تحدثذذ  ا disruptionخذذلال  ذذدث الترسذذي  بملذذح ك يتذذات الامونيذذوم لل وتينذذات بسذذب  الإ
 حمذذا الجانبيذذة للأ ح والسلاسذذ ونذذات الملذذيأمذذلاب بذذن أفذذ   رجذذة الذائبيذذة عذذن طريذذق تكذذوين جزيئذذات المذذاء المحيطذذة بذذال وتن أي خ

ذه النتائج م  هتتفق  .(Mannerat and Phetrong, 2007ق  ذائبية من ال وتن لوحده )أتكون مينية المتأينة لل وتن الي الأ
يذوني الأ لى خطذوة التبذا لإشذاروا أالذذين  Gordillo and Maldonado, (2012) و Bechard et al., (1998)ا ذكذره مذ

لموا  غير خر  الي مثلت ان القمة الأعستخلص في قمة منفصلة  الة الموا  الصبغية الي تلوث العينة والي فصلت المإا في مثثرة جد  
 الفعالة في المستخلص الخام. 

  Gel Filtration Chromatographyالترشيح الهلاميكروماتوغرافيا .  2.4.3

لهلام  لما يمتا  ب  هذا النوع من ايو  الثانوية وذل  نظرا  في تنقية الأ S-25جري الترشيح الهلامي باستعمال هلام السيفا ك  أ
شك  ل  لعدة مرات )عماواستشيط  مكانية اعا ة تنإمن سمات مرغوبة وهي استيعاب  الواس  وفصل  العالي للموا  وسهولة تحضيره و 

ترشيح الهلامي يعد اختيارا  ستعمال هلام السيفا ك  في الان أ( Teixeira, et al., 2013لي  )إتتفق النتائج م  ماتوص   ،(4
      .نواع العصوية الهديو  الثانوية ضد الأفي  يا ة الفعالية التثبيطية للأ ذ ساهمإناجحا جدا  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 BS14 و  BS8 كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي للعزلتن. 4شكل 
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  يوض الثانويةلألمستخلصات ا Electrophoresisالرحلان الكهربائي . 3.4.3

 التذذون وجذذو  حذذذزمتن  6512ذو الذذو ن الجزيئذذي  aportininظهذذرت نتذذائج الذذرحلان الكهربذذائي باسذذتخدام معلذذم الذذو ن الجزيئذذي أ
خلا   وتنقيذة  سذتاتخدمة في ببتيديتن خاليتن مذن التلذوث بواقذ  حزمذة واحذدة لكذ  مسذتخلص ممذا يذدل علذى كفذاءة الطريقذة المسذ

، BS8زلذذة و  الثانويذة للعيذ التذون وكانذت لمسذتخلص الأ 3779لى و ويذة بلذغ الذو ن الجزيئذي للحزمذة الأيذو  الثانمستخلصذات الأ
 .(5) كما موضح في الشك   BS14يو  الثانوية للعزلة  التون وكانت لمستخلص الأ 379نية فيما بلغ الو ن الجزيئي للحزمة الثا

خلصذذة مذذن بكتيريذذا  ن الببتيذذدات المستأوالذذي ذكذذرت ( Bechard et al., 1998)  راسذذة ليذذ إ تاتفقذذت النتذذائج مذذ  مذذا توصذذل
Bacillus subtilis  والذذي قذذاموا بتمريرهذذا في الهذذلام بطريقذذةSDS-PAGE  تجمعذذات  قذذد ظهذذرت بشذذكaggregates  مكونذذة

والذي   surfactinثذ  وهذي صذفة شذائعة للببتيذدات الذي تمتلذ  خذوا  الشذد السذطحي م micelle structureتركيبا يشذب  الغذزل
ويذذة ا لتكذذون بذذدائ  حيدة ممذذا يثهلهذذنذذواع بكتيريذذة عديذذأة ضذذد لى قذذدرتها التثبيطيذذإ بالإضذذافةتمتلذذ  قذذدرة علذذى تنظيذذ  السذذطوب الملوثذذة 

 للموا  الكيمياوية المستخدمة لعلا  عد  من المشاك  البيئية ومنها الاغشية الحيوية.
 
 

 الغاز ومطياف الكتلة يوض الثانوية باستخدام كروماتوغرافيالأتشخيص ا. 4.4.3

  Gas Chromatography and Mass Spectroscopy(GC-MS)  

يو  الثانوية للعذزلتن ن الأأ BS14و BS8نتجت من قب  العزلتن أ  يو  الثانوية الي ظهرت نتائج تحلي  كروماتوغرافيا الغا  للأأ
 سترات والمركبذاتلإ  الاحما  الامينية ومشتقاتها واتحتوي على العديد من المركبات ذات الفعالية التضا ية تجاه البكتيريا الهد  مث

ن أ( الذذذين ذكذذرا Ramyabharathi and Raguchander, 2014، وهذذذا يوافذذق مذذا وجذذده )العضذذوية الهيدروكاربونيذذة وغيرهذذا
، تمتلذ  الحوام  الامينيذةعلى المركبات العضوية الحاوية على  حتوتا GC-MSيو  الثانوية الي قاما بتحلي  مكوناتها بجها  الأ

 , L- Lucineو  Norvaline n- propaglyoxycarbonyl-, nonylester  ة مثذ  هذذه المركبذات فعاليذة تثبيطيذة ميكروبيذ

N- cycloprpyl carbonyl-, butyl   والاسذترات مثذ d- proline , N – metoxycarbonyl -, pentyl ester  
في سذترات مينيذة والإالاحمذا  الأن وجذو  ألى إشذارا أذ إيذو  الثانويذة في الدراسذة الحاليذة، مستخلصذات الأ  يضا تم عزلها منأوالي 

يعطي لهذذه المستخلصذات فعاليذة تثبيطيذة قويذة ضذد الاحيذاء المجهريذة ممذا يثهلهذا  B.subtilisيو  الثانوية لبكتيريا مستخلصات الأ
ا يسذاعد في هريذة ممذلتكون عوام  سيطرة بايولوجية تساهم في القضاء على العديد من المشذاك  البيئيذة الذي تسذببها هذذه الاحيذاء المج

et al Leiman ;.ليذذ  )إشذذار أواتفقذذت النتذذائج مذذ  مذذا سذذتخدام المذذوا  الكيمياويذذة في عذذلا  هذذذه المشذذاك  البيئيذذة، إالتقليذذ  مذذن 

غشية الحيوية بشك  غير مباشر مذن خذلال تذداخلها مذ  تصذني  ال وتذن،  تثب  تكوين الأ dمينية من نوع ن الاحما  الأأ( 2013
تنذتج العديذد مذن  B. subtilis( الذذين ذكذروا ان Skariyachan et al.; 2013ليذ  )إتتفذق هذذه النتذائج مذ  مذا توصذ   كمذا

طلقذوا عليهذا أالترحيذ  الكهربذائي للعزلذة الذي  ذ ظهذرت لذديهم خذلالإمن منحني النمذو ال وتينات الخار  خلوية خلال طور الثبات 
مينيذة الموجذو ة في  حمذا  الأبقعذة لتحليذ  تتابعذات الأ 38منهذا  ختذيرتابقعذة في الهذلام  168B. subtilis  100-110  سما

قاتها حي  نن والفالن والليوسن ومشتالالأ والي اظهرت تواجد العديد من الاحما  الامينية مث  N- terminalالنهاية الامينية 
مينية في السايتوبلا م بمسذاعدة حما  الألخلية البكتيرية ثم تتجم  هذه الأغشاء امينية تتواجد في حما  الأذكروا ان بوا ئ هذه الأ

 ثناء طور الثبات.ألتحرر الى الوس  الزرعي  signal peptidasesانزيمات 
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 GC- MSبوساطة جها   BS8يو  الثانوية للعزلة المحلية لي  الأنتائج تح .3جدول 

 GC- MSبوساطة جها   BS14يو  الثانوية للعزلة  نتائج تحلي  الأ .4جدول 
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 SDSعلى الهلام بوجو  ما ة   BS14و   BS8 الرحلان الكهربائي للايو  الثانوية للعزلتن  .5شكل 

 

1) Marker  ببتيدaprotinin يو  الثانوية للعزلة الأ (2كيلو  التون.    6.512 يذو الو ن الجزيئBS8 ن جزيئيو  ذات  
 .كيلو  التون  0.694ذات و ن جزيئي  BS14يو  الثانوية للعزلة الأ (3. كيلو  التون  3.779

 

 يذذذا ة في  ذ حصذذذلتإعلذذذى التذذوالي  BS14و  BS8يذذذو  الثانويذذذة المنقذذاة للعذذذزلتن ( الفعاليذذذة التضذذا ية للأ5 جذذذدول )يبذذن
ظهر أ. د  م  ك  خطوة من خطوات التنقيةالعصوية الهنواع تجاه الأ Bacillusنواع العصوية يو  الثانوية لأالفعالية التثبيطية للأ

  BS8زلةذذذذذذذذ تفوقذت العإ Bacillus( في الفعاليذة التثبيطيذة بذن عذزلي جذن  p < 0.05حصائي وجو  فروق معنويذة )التحلي  الإ

(p < 0.05) ظهذر التحليذ  الاحصذائي وجذو  فذر أنواع العصوية الهد ، كما في فعاليتها التثبيطية ضد الأ( وق معنويذةp < 0.05 )
ية الهذذد  في واع العصذذو نذذعلذذى بذذاقي عذذزلات الأ Kocuria kristinaeبذذن عذذزلات الانذذواع العصذذوية الهذذد  اذ تفوقذذت بكتيريذذا 

 اذذذذذذذذذذذذفي حذذذن تفوقذذذت بكتيري p<0.05)عنذذذد مسذذذتو  )  Bacillusيذذذو  الثانويذذذة  المنقذذذاة لعذذذزلي جذذذن  حساسذذذيتها لمسذذذتخلص الأ
 P. aeruginosa نذذواع العصذذوية الهذذد  في مقاومتهذذا لمسذذتخلص الايذذو  الثانويذذة المنقذذاة  لعذذزلي جذذن  علذذى بذذاقي عذذزلات الأ

Bacillus (  عنذد مسذتوp < 0.05 تتفذق النتذائج مذ  مذا .)إشذار أ(  ليذLiu et al ., 2018 )يذو  الثانويذة المنتجذة مذن الأن أ
تكذذون مضذذا ات حيويذذة قذذا رة علذذى تثبذذي  العديذذد مذذن الممرضذذات ن تمتلذذ  صذذفات تثهلهذذا لأ Bacillusالعذذزلات البحريذذة لجذذن  

يذو  الثانويذة المنقذاة ن الفعاليذة التثبيطيذة لمسذتخلص الأأ( بذWilson et al., 2011البكتيريذة، كمذا تتفذق النتذائج  مذ  مذا ذكذره )
، كمذذا تتفذذق هذذذه البكتيريذذة السذذائلة هذذا في المذذزارععلذذى منهذذا في الراشذذح الخذذام لذذنف  السذذلالة عنذذد تنميتأ Bacillusنذذواع العصذذوية لأل

ن سذب  كذون التذأثير أ( الذذين ذكذرو ;Delcoue, 2009 Wiener and Horanyi, 2011ليذ  كذ  مذن )إالنتائج م  ما توص  
نذذواع العصذذوية علذذى منذذ  في الأأواع العصذذوية الموجبذذة لصذذبغة غذذرام ضذذد الانذذ Bacillusنذذواع العصذذوية لأليذذو  الثانويذذة التضذذا ي للأ

نذذواع العصذذوية السذذالبة لصذذبغة غذذرام وكذذذل  وجذذو  طبقذذة اذيذذة المنخفضذذة للغشذذاء الخذذارجي للألى النفإالسذذالبة لصذذبغة غذذرام ربمذذا يعذذز  
 الي تمث  حاجزا ضد المركبات الكارهة للماء.  lipopolysaccharideعديد السكريات الدهني 
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 BS14و  BS8المنقاة للعزلتين  ( الفعالية التضادية للايوض الثانوية5جدول )

 ت خطوات التنقية

 قطر منطقة التثبيط )ملم(

P. aeruginosa 

aeruginnosa 
E. coli MRSA K. kristinae S. sciuri 

كروماتوغرافيا 
 التبادل الايوني

BS8 16 17 19 22 20 
BS14 14 16 20 22 19 

كروماتوغرافيا 
 الترشيح الهلامي

BS8 19 20 22 24 23 
BS14 18 18 22 23 21 

 BS8 21 20 22 24 23 الرحلان الكهربائي
BS14 19 19 22 23 21 

 (  ظهور فروق معنوية عند مستوp < 0.05) 
 مكررات قراءة ثلاثتمث  معدل  الأرقام 
نوية يوض الثاللأ Minimum Inhibitory concentration (MIC)تحديد التركيز المثبط الادنى . 5.3
 البكتيريا الهدفضد 

ن إلى أائج شذذذذذارت النتذذذذذأذ إد  يذذذذذو  الثانويذذذذذة ضذذذذذد البكتيريذذذذذا الهذذذذذ نى للأالتركيذذذذذز المثذذذذذب  الأتحديذذذذذد  ( الى نتذذذذذائج6يشذذذذذير الجذذذذذدول )
على منهذا ألموجبة لملون غرام تجاه البكتيريا ا ظهرت فعالية تضا ية أ .Bacillus sppيو  الثانوية لبكتيريا جن  مستخلصات الأ

 ،0.2يذا الموجبذة لملذون غذرام هذذي )تجذذاه البكتير  BS8يذو  الثانويذة للعزلذة للأ MICذ كانذذت قذيم إه البكتيريذا السذالبة لملذون غذرام تجذا
وع ذذذذن النأحذ  علذى التذوالي ومذن الملا  S. sciuriو K. kristinae ، MRSA نذواعرام/مذ  لكذ  مذن الأج( مايكرو 1.6 ،0.4

K. kristinae  ما قيم أبالمستخلص،  كثر تأثرا  هو الأMIC يو  الثانوية للعزلة للأBS8 يريذا السذالبة لملذون غذرام فقذد تجذاه البكت
 على التوالي. E. coliو  P. aeruginosaمايكروغرام/م  لك  من النوعن  (3.12 ،1.6بلغت )

( 3.12، 0.8 ،0.4) غذذذذذرام هذذذذذيتجذذذذذاه البكتيريذذذذذا الموجبذذذذذة لملذذذذذون  BS14 للايذذذذذو  الثانويذذذذذة للعزلذذذذذة MICكانذذذذذت قذذذذذيم 
هذو   K. kristinaeذ كذان  النذوع إعلذى التذوالي   S. sciuriو  K. kristinae ،MRSA نذواعمذ  لكذ  مذن الأرام/جمايكرو 

 (6.25السذذالبة لملذذون غذذرام ) تجذذاه البكتيريذذا BS14يذذو  الثانويذذة للعزلذذة للأ MICبالمسذذتخلص، في حذذن بلغذذت قذذيم  كثذذر تذذأثرا  الأ
 .E. coliو  P. aeruginosaم  لك  من النوعن رام/جمايكرو 

علذى مذن الفعاليذة التضذا ية للمضذا ين أتخلصذات ضذد البكتيريذا الهذد  كانذت ظهرتهذا هذذه المسأالتضا ية الذي  ن الفعاليةإ
نذذذواع ألحذذذام  النالديكسذذذ  ضذذذد  MICذ بلغذذذت قيمذذذة إلتتراسذذذايكلن وحذذذام  النالديكسذذذ ( الحيذذذوين المسذذذتخدمن للمقارنذذذة )ا

و  K. kristinae  ،MRSA نواعرام/م  لك  من الأج( مايكرو 1250، 624، 312غرام هي )البكتيريا الهد  الموجبة لملون 
S. sciuri   ذ كذان النذوع إعلذى التذواليK. kristinae  بالمضذا  الحيذوي، في حذن بلغذت قيمذة  كثذر تذأثرا  هذو الأMIC   لحذام

 نذذذذذذذذذذذذذرام/مذذذذ  لكذذذذ  مذذذذن النوعيج( مايكرو 1250، 2500السذذذذالبة لملذذذذون غذذذذرام هذذذذي ) د نذذذذواع البكتيريذذذذا الهذذذذأالنالديكسذذذذ  ضذذذذد 
 P. aeruginosa  وE. coli مذا للتتراسذايكلن فقذد كانذت قيمذة أ، على التواليMIC  نذواع البكتيريذا الهذد  الموجبذة لملذون أضذد

ذ كذذان  إعلذذى التذوالي   S. sciuriو  K. kristinae  ،MRSAنذواعمذذ  لكذ  مذذن الأرام/ج( مايكرو 40، 20، 20غذرام هذي )
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نواع البكتيريا أللتتراسايكلن ضد  MICهما الاكثر تأثرا بالمضا  الحيوي، في حن بلغت قيمة  K. kristinae   ،MRSAالنوعان 
تتوافذق  ،علذى التذوالي E. coliو  P.aeruginosaمذ  لكذ  مذن النذوعن رام/ج( مايكرو 40، 80م هي )الهد  السالبة لملون غرا

يذو  الثانويذة المعزولذة مذن البكتيريذا البحريذة تمتلذ  قابليذة ن الأأالذذين ذكذروا ( (Das et al., 2008 لي إهذه النتائج م  ما توص  
نذذواع المتعذذد ة المقاومذذة للمضذذا ات الحيويذذة وكذذذل  البكتيريذذا المسذذببة للمشذذاك  البيئيذذة تجذذاه البكتيريذذا الممرضذذة خاصذذة الأ تثبيطيذذة عاليذذة
  والصناعية. 

 البكتيريا الهد  ضد Bacillusيو  الثانوية لبكتيريا رام/م ( للأجمايكرو نتائج تحديد التركيز المثب  الا نى)  .6جدول 
 مل(رام/جالتركيز المثبط الادنى) مايكرو  العامل التضادي

P. aeruginosa E. coli S. sciuri MRSA K.kristinae 

BS8 3.12 1.6 1.6 0.4 0.2 
BS14 6.25 6.25 3.12 0.8 0.4 

Nalidixic acid 2500 1250 1250 624 312 
Tetracycline 80 40 40 20 20 

  
 Quantitative determination of the biofilmالتحديد الكمي للأغشية الحيوية . 6.3

( نتائج تجربة التحديذد الكمذي للأغشذية الحيويذة الذي كونتهذا البكتيريذا الهذد  في حفذر الصذفيحة المعياريذة باسذتخدام 7يبن الجدول )
بالمذذايكروليتر  ظهذذرت النتذذائج وجذذو  علاقذذة طر يذذة بذذن حجذذم اللقذذاب البكتذذيريأ، spectrophotometerجهذذا  المطيذذا  الضذذوئي 

في حن    P. aeruginosaكثر انتاجا للأغشية الحيوية هي البكتيريا السالبة لملون غرام الأن أائج رت النتظهأوامتصاصية الجها ، 
( تكذوين 6يمثذ  الشذك  )كثر انتاجا  للأغشية الحيوية بن البكتيريا الموجبذة لملذون غذرام، و هي البكتيريا الأ S. sciuriكانت بكتيريا 

للأغشذية الحيويذة كذان علذى  P. aeruginosaن تكذوين بكتيريذا أذ لذوح  إالهذد  في الصذفيحة غشية الحيوية من قب  البكتيريا الأ
غشذية الحيويذة في فقذد كونذت الأ S. sciuri  مذا نمذو بكتيريذاأ (2ا بكتيريذا متحركذة  )العينذة رقذم جوان  حفر الصفيحة بسذب  كونهذ

 ,.Yaryura et alليذ  )إ(. تتفذق هذذه النتذائج مذ  مذا توصذ  5ذة )العينذة رقذم نذذذذها بكتذذذذذذذذذذذيريا غيذذذذذذذذر متحركذذذلأقعذر حفذر الصذفيحة 
كمذذا   ،عذذد  الخلايذذا الذذي في طذذور الثبذذات لى كميذذة الاغشذذية الحيويذذة الذذي تكونهذذا البكتيريذذا تذذرتب  عكسذذيا مذذ إ( الذذذين اشذذاروا 2008

غشذية هذي المفضذلة لزيذا ة كميذة الأ suboptimal conditionsقذ  مذن الظذرو  المثلذى أن ظذرو  النمذو الذي تكذون ألى إشذاروا أ
ن القذدرة علذى ألى إشذاروا أالذذين  ) et alSanchez.2013 ,(ليذ  إلحيويذة المنتجذة مذن قبذ  البكتيريذا، كمذا تتفذق مذ  مذا توصذ  ا

ن البكتيريذذذذا المقاومذذذذة للعوامذذذذ  المضذذذذا ة أحذذذذد  عوامذذذذ  الضذذذذراوة للبكتيريذذذذا ووجذذذذدوا إشذذذذية الحيويذذذذة بكميذذذذات كبذذذذيرة تعتذذذذ  غتكذذذذوين الأ
 .غشية الحيوية بكميات كبيرةتكوين الأللميكروبات غالبا ما تتمت  بالقدرة على 
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 قيم الامتصاصية للبكتيريا المكونة للأغشية الحيوية باستخدام صبغة البنفسجي البلوري .7 جدول

حجم  اللقاح البكتيري 
 )مايكروليتر(

 نانوميتر 590الامتصاصية عند 

P. aeruginosa E. coli MRSA S. sciuri K. kristinae 

0.1 0.661 .522 0 0.311 0.328 0.172 

0.2 0.788 0.598 0.423 0.442 0.180 

0.4 0.823 0.714 0.641 0.687 0.450 

0.8 0.903 0.823 0.722 0.756 0.734 

1.6 1.122 0.917 0.838 0.879 0.953 

3.12 1.872 1.395 1.113 1.034 1.007 

6.25 2.231 2.479 1.564 1.611 1.595 

12.50 3.446 3.215 2.468 2.543 2.131 

25 4.290 4.686 3.094 3.204 2.954 

50 5.304 5.324 4.876 4.923 3.466 

100 6.112 6.033 5.201 5.295 4.817 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 تكوين الاغشية الحيوية من قب  البكتيريا الهد  في صفيحة المعايرة الدقيقة .6شكل 
 P. aeruginosa 3) E. coli  4) MRSA   5) S. sciuri (2نواع: الارقام تمث  الأ

6) K. kristinae 
 Microtiter Plateصفيحة المعايرة الدقيقة  الحيوية في الأغشيةدراسة تثبيط تكون . 7.3

يذذو  الثانويذذة للبكتيريذذا الهذذد  بفعذذ  مستخلصذذي الأغشذذية الحيويذذة لى نتذذائج  راسذذة تثبذذي  تكذذون الأإ( 12الى  7شذذكال )تشذذير الأ
في صذذذذفيحة المعذذذذايرة الدقيقذذذذة ومقارنتهذذذذا بالتذذذذأثير التثبيطذذذذي للمضذذذذا ين الحيذذذذوين حذذذذام  النالديكسذذذذ   BS14و  BS8للعذذذذزلتن 
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الحيويذة بذن البكتيريذا  للأغشذيةبصفت  النوع الاكثر انتاجا    P. aeruginosaذ تم اختيار النوع إوالتتراسايكلن تجاه البكتيريا ذاتها 
ن البكتيريذا الموجبذة لملذون غذرام، غشذية الحيويذة بذكثر انتاجذا  للأبصفت  النوع الأ  S. sciuriالسالبة لملون غرام في حن اختير النوع  

  BS8يذ  الثذانوي للعزلذة بعد الحضن مذ  الأ P. aeruginosaشية الحيوية لبكتيريا ( نتائج تثبي  تكون الاغ7ذ يبن الشك  )إ
يذذ  الثذذانوي للعزلذذة بعذذد الحضذذن مذذ  الأ P. aeruginosa( نتذذائج تثبذذي  تكذذون الاغشذذية الحيويذذة لبكتيريذذا 8فيمذذا يبذذن الشذذك  )

BS14 ،ن  بالمقارنة م  عينة السيطرة والي تمث  بكتيريذا أ (7) ذ يلاح  في الشك إ P. aeruginosa  الذي نميذت في الصذفيحة
غشذذية د كانذذت النسذذبة المئويذذة لتكذذوين الأ، فقذذ%100كونذذت الاغشذذية الحيويذذة بنسذذبة يذذو  الثانويذذة و لصذذات الأبذذدون اضذذافة مستخ
ة تتنذذذاقص بزيذذذا ة تركيذذذز يذذذو  الثانويذذذمستخلصذذذات الأفي الصذذذفيحة مذذذ  اضذذذافة الذذذي نميذذذت  P. aeruginosaالحيويذذذة في بكتيريذذذا 

، 68، 81غشذية الحيويذة )ذ بلغذت النسذبة المئويذة لتكذوين الأإ P. aeruginosaي  الثانوي المضا  لعينة بكتيريذا مستخلص الأ
مذذذ  مسذذذذتخلص   P. aeruginosaعلذذذى التذذذوالي وذلذذذ  عنذذذذد حضذذذن بكتيريذذذا  (2%، 4، 6، 8، 18،15، 39، 46، 57
( 100، 50 ،25 ،12.5، 6.25 ،3.12، 1.6 ،0.8 ،0.4 ،0.2 ،0.1بذذذذذذذذذالتراكيز ) BS8يذذذذذذذذذو  الثانويذذذذذذذذذة للعزلذذذذذذذذذة الأ

 P. aeruginosaغشذية الحيويذة  في بكتيريذا ذ لوح  انخفذا  ملمذوس في النسذبة المئويذة لتكذوين الأإم  على التوالي، رام/جمايكرو 
للمسذذتخلص ضذذد MIC  نى رام/مذذ  والذذذي يمثذذ  التركيذذز المثذب  الأجمايكرو  3.12خلص ابتذذداء مذن تركيذذز عنذد حضذذنها مذذ  المسذذت

 3.12% عنذذذذذذد التركيذذذذذذز 18لى إرام/مذذذذذذ  جمايكرو  1.6% عنذذذذذذد التركيذذذذذذز 39ذ انخفضذذذذذذت النسذذذذذذبة المئويذذذذذذة مذذذذذذن إهذذذذذذذه البكتيريذذذذذذا 
 . %21غشية الحيوية  كان في النسبة المئوية لتكوين الأ ن مقدار الانخفا أي أ ،م /رامجمايكرو 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 BS8 لعزلةليو  الثانوية بعد الحضن م  مستخلص الأ P. aeruginosaتثبي  تكون الاغشية الحيوية لبكتيريا  .7شكل 
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 BS14لعزلة لبعد الحضن م  مستخلص الايو  الثانوية  P. aeruginosaتثبي  تكون الاغشية الحيوية لبكتيريا  .8شكل 
 

يذذت في الصذذفيحة بذذدون الذذي نم P. aeruginosaنذذ  بالمقارنذذة مذذ  عينذذة السذذيطرة والذذي تمثذذ  بكتيريذذا  أ( 8بذذن الشذذك  ) 
غشية الحيوية في ية لتكوين الأد كانت النسبة المئو ، فق%100كونت الاغشية الحيوية بنسبة يو  الثانوية و الأ ضافة مستخلصاتإ

ي  لأة تركيز مستخلص اة تتناقص بزيا يو  الثانويمستخلصات الأضافة إالي نميت في الصفيحة م   P. aeruginosaبكتيريا 
، 13، 15، 22 ،42، 57، 63، 74، 87، 95ذ بلغت النسذبة المئويذة )إ P.  aeruginosaالثانوي المضا  لعينة بكتيريا 

 بذالتراكيز  BS14يذو  الثانويذة للعزلذة مذ  مسذتخلص الأ P. aeruginosaعلى التذوالي وذلذ  عنذد حضذن بكتيريذا  %(9، 11
وح  ذ لذذذذذذذذذإرام/مذذذذذذذذذ  علذذذذذذذذذى التذذذذذذذذذوالي، ج( مايكرو 100، 50 ،12.5،25 ،6.25 ،3.12، 1.6 ،0.8 ،0.4 ،0.2 ،0.1)

  المسذتخلص ابتذداء مذن عنذد حضذنها مذ P. aeruginosaغشذية الحيويذة في بكتيريذا مذوس في النسذبة المئويذة لتكذوين الأانخفذا  مل
انخفضذت النسذبة المئويذة ذ إا للمسذتخلص ضذد هذذه البكتيريذ  MIC نىالتركيذز المثذب  الأرام/مذ  والذذي يمثذ  جمايكرو  6.25تركيذز 

رام/مذذذ  مذذذن جايكرو م  6.25% عنذذذد التركيذذذز22لى إرام/مذذذ  جمايكرو  3.12عنذذذد التركيذذذز  %42غشذذذية الحيويذذذة مذذذن لتكذذذوين الأ
 .%20كانت   P. aeruginosaفي النسبة المئوية لقدرة النوع   نخفا الان مقدار أالمستخلص مما يدل على 

وية في النسبة المئ BS8ة ( ان التأثير التثبيطي لمستخلص الايو  الثانوية للعزل8( و )7يتضح من مقارنة الشكلن )
في  BS14الثانوية للعزلة  الأيو  التثبيطي لمستخلص من التأثير اعلى P. aeruginosaبكتيريا  الحيوية في الأغشيةلتكوين 

 غشية الحيوية في البكتيريا ذاتها. النسبة المئوية لتكوين الأ
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 لنالديكس  ابعد الحضن م  المضا ين الحيوين حام   P. aeruginosaتثبي  تكون الاغشية الحيوية لبكتيريا  .9شكل 
n  الاعمدة الزرقاء( والتتراسايكلن( t)الاعمدة الحمراء( 

 

( في النسذذذبة المئويذذذة لتكذذذوين n( وحذذذام  النالديكسذذذ  )tالتثبيطذذذي للمضذذذا ين الحيذذذوين التتراسذذذايكلن )مذذذا نتذذذائج التذذذأثير أ
التذذذأثير التثبيطذذذذي   قذذذ  نسذذذذبيا  مذذذن نتذذذذائجأ( فقذذذد كانذذذذت 9والموضذذذحة في الشذذذذك  ) P. aeruginosaغشذذذية الحيويذذذة لبكتيريذذذذا الأ

 قذذذذدرة بكتيريذذذذاسذذذذ  المئويذذذذة لالسذذذذيطرة للمضذذذذا ين كذذذذان التنذذذذاقص في النذ بالمقارنذذذذة مذذذذ  عينذذذذي إ، في نفذذذذ  البكتيريذذذذاللمستخلصذذذذن 
 P. aeruginosa عنذذذد قيمذذذة لاإتزايذذذد تراكيذذذز المضذذذا ين الحيذذذوين غشذذذية الحيويذذذة قلذذذيلا  نسذذذبيا مذذذ  علذذذى تكذذذوين الأ MIC  لكذذذلا

 %( على22% و 40)ذ بلغت إ وحام  النالديكس  على التوالي م  للتتراسايكلنرام/جمايكرو  2500و 80المضا ين وهي 
على مذن التذأثير التثبيطذي أ P. aeruginosaكتيريا بن التأثير التثبيطي للتتراسايكلن ضد أ( 9التوالي، كما يلاح  من  الشك  )
 نفسها. لحام  النالديكس  ضد البكتيريا

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 BS8بعد الحضن م  مستخلص الايو  الثانوية للعزلة  S. sciuriتثبي  الاغشية الحيوية لبكتيريا  .10شكل 
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ي  الثانوي للعزلة   الأبعد الحضن م S. sciuriغشية الحيوية لبكتيريا نتائج  راسة تثبي  تكون الأ( 10يوضح الشك  )
BS8 يو  الثانوية للعزلة %( كان تأثير مستخلص الأ100يطرة )ن  بالمقارنة م  عينة السأذ إBS8  على مما هو أفي هذا النوع

، S. sciuri (77 ،70يا غشية الحيوية في بكتير ذ كانت النس  المئوية لتكون الأإ، P. aeruginosaعلي  الحال في بكتيريا 
 BS8لعزلة يو  الثانوية لم  مستخلص الأ S. sciuri(% عند حضن بكتيريا 1، 4، 10 ،15، 18، 24، 32، 53، 61

ذ إ تواليم  على الرام/ج( مايكرو 100، 50 ،25 ،12.5، 6.25 ،3.12، 1.6 ،0.8 ،0.4 ،0.2 ،0.1بالتراكيز )
 %.32بلغت  ذإم  رام/جمايكرو  1.6وهي  MICغشية الحيوية عند قيمة انخفا  النسبة المئوية لتكوين الألوح  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 BS14زلة ي  الثانوي للعمستخلص الأ بعد الحضن م  S. sciuri  غشية الحيوية لبكتيرياتثبي  تكون الأ .11شكل 
 

يذ  الثذانوي للعزلذة   الأبعذد الحضذن مذ S. sciuri( نتائج  راسة تثبي  تكون الاغشذية الحيويذة لبكتيريذا 11يبن الشك  )
BS14 يو  الثانوية للعزلة %( كان تأثير مستخلص الأ100يطرة )ن  بالمقارنة م  عينة السأذ إBS14 على مما هو عليذ  الحذال أ

، S. sciuri (88 ،76 ،63 ،57غشذية الحيويذة في بكتيريذا ذ كانذت النسذ  المئويذة لتكذون الأإ، P. aeruginosaفي بكتيريذا 
بالتراكيز  BS14يو  الثانوية للعزلة م  مستخلص الأ S. sciuri(% عند حضن بكتيريا 6 ،10، 10 ،13، 15، 20، 43

انخفا  وح  ذ لإ م  على التواليرام/ج( مايكرو 100، 50 ،25 ،12.5، 6.25 ،3.12، 1.6 ،0.8 ،0.4 ،0.2 ،0.1)
 .%20ذ بلغت إم  رام/جمايكرو  3.12وهي  MICغشية الحيوية عند قيمة النسبة المئوية لتكوين الأ
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 نالديكس المضا ين الحيوين حام  البعد الحضن م  S. sciuri تثبي  تكون الاغشية الحيوية لبكتيريا  .12شكل 
n عمدة الزرقاء( والتتراسايكلن )الأ tعمدة الحمراء()الأ 

 
ضذا ين الحيذوين حذذام  بعذد الحضذن مذ  الم S. sciuri( نتذائج تثبذي  تكذون الاغشذية الحيويذذة لبكتيريذا 12يبذن الشذك  )

الحضذذذن مذذذ   عنذذذدالحيويذذذة  غشذذذيةالنسذذذ  المئويذذذة لتكذذذوين الأفذذذا  في نخن الإأذ يلاحذذذ  مذذذن الشذذذك  إوالتتراسذذذايكلن  النالديكسذذذ 
وقذد  BS14و  BS8للعذزلتن  يو  الثانويةالمئوية عند الحضن م  مستخلصي الأنخفا  في النس  ق  من الإأالمضا ين الحيوين 

( 1250، 40ي )للمضذذذذا ين وهذذذذ MICغشذذذذية الحيويذذذذة عنذذذذد قيمذذذذة بذذذذير في النسذذذذبة المئويذذذذة لتكذذذذوين الألذذذذوح  حصذذذذول انخفذذذذا  ك
، %23غشية الحيوية )لتكوين الأ ذ بلغت النسبة المئويةإ وحام  النالديكس  على التوالي م  لك  من التتراسايكلنرام/جمايكرو 

 %( على التوالي.23
 د تناقصذذتلصذذفيحة قذذاي نميذذت في غشذذية الحيويذذة في البكتيريذذا الهذذد  الذذن النسذذبة المئويذذة لتكذذوين الأأعذذلاه أظهذذرت النتذذائج أ

ية غشية الحيو المئوية لتكوين الأ حا  في النسبةذ لوح  انخفا  إ، المضا  لها  BS8ي  الثانوي للعزلة بزيا ة تركيز مستخلص الأ
خلص ضذذد هذذذه للمسذذتMIC   نىكيذذز الذذذي يمثذذ  التركيذذز المثذذب  الأعنذذد حضذذنها مذذ  المسذذتخلص ابتذذداء مذذن التر  للبكتيريذذا الهذذد 

تزايد تراكيز بذ إبيطي للمستخلص تأثير التثالق  نسبيا  من نتائج أيطي للمضا ين الحيوين فقد كانت لتثبما نتائج التأثير اأ ،البكتيريا
  المضا ين. لكلا MICلا عند قيمة إ  المئوية للتناقص قليلا  نسبيا المضا ين الحيوين كان الفرق في النس
يذذو  الثانويذذة المنتجذذة مذذن بكتيريذذا ن الأأالذذذين ذكذذروا  Sriram et al., 2011)ليذذ  )إصذذ  تتفذذق هذذذه النتذذائج مذذ  مذذا تو 

Bacillus cereus سذطح صذفيحة المعذايرة الدقيقذة ممذا غشية الحيوية للبكتيريا الهد  من خلال منذ  التصذاقها علذى ثبطت نمو الأ
رجعوا قدرة ألذين واSayem et al. (2011   Abuجل  ). ويمكن تفسير هذه النتائج م  ما س   الى من  تكون هذه الاغشيةأ

ن أسباب منهذا ألى عدة إغشية الحيوية للبكتيريا الهد  على تثبي  تكون الأ Bacillus lichniformisيو  الثانوية لبكتيريا الأ
الهذد  فيمذا بينهذا ممذا يو  الثانوية تتداخ  م  المركبات الموجو ة على سطح البكتيريا الهد  لتعيق اتصال خلايا البكتيريذا هذه الأ

 quorumغشذية الحيويذة وهذو مذا يذدعى بذا را  النصذاب لى العذد  المطلذوب لتكذون الأإعذدا  خلايذا البكتيريذا الهذد  أنذ  وصذول يم
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sensing ،يذذذو  تسذذذتطي  تحذذذوير الصذذذفات الفيزيوكيميائيذذذة والترتيذذذ  الهندسذذذي للسذذذطح الخذذذارجي للبكتيريذذذا المكونذذذة ن هذذذذه الأأو أ
ن النتذذائج تتفذذق مذذ  مذذا توصذذ  اليذذ  أبآليذذة فعذذ  بعذذ  المضذذا ات الحيويذذة، كمذذا يمكذذن القذذول  للأغشذذية الحيويذذة وهذذذه الظذذاهرة شذذبيهة

(Dusane et al., 2013 ) يذذو  الثانويذذة لبكتيريذذا ن التذذأثير التثبيطذذي للأأظهذذرت ألكذذتروني لى صذذور المجهذذر الإإشذذاروا أالذذذين
Bacillus  الة طبقةإتمث  في  EPS ديد شذكل  الهندسذي والذي ربمذا تمذنح الغشذاء الحيذوي صذفة الضرورية لتثبيت الغشاء الحيوي وتح

 مقاومة المضا ات الحيوية والمبيدات.
لى الببتيذذدات إروا شذذاأ( الذذذين Cherif  et al., 2008ليذذ  )إتوصذذ   تتفذق النتذذائج المستحصذذلة في هذذذه الدراسذذة مذذ  مذا

 مثاليذذذذا   علهذذذذا خيذذذذارا  تتمتذذذذ  بالعديذذذذد مذذذذن الصذذذذفات الذذذذي تج Bacillusيذذذذو  الثانويذذذذة لأعضذذذذاء جذذذذن  العصذذذذوية المستخلصذذذذة مذذذذن الأ
ببة للعديذذد مذذن روبذذات المسذذالميكحيائيذذة مذذن الممكذذن اسذذتخدامها في القضذذاء علذذى العديذذد مذذن إتها عوامذذ  سذذيطرة سذذتخدامها بصذذفلا
  .مرا  والمشاك  البيئيةالأ

هنيذة المنتجذة مذن قبذ  ببتيذدات الدن الألى إشذاروا أ( الذذين Sriram et al., 2011ليذ  )إكما تنسجم الدراسذة مذ  توصذ  
العلاجذذات  حذذدأهلهذذا لتكذذون ممذذا يث ظهذذرت فعاليذذة تثبيطيذذة عاليذذة ضذذد البكتيريذذا المكونذذة للأغشذذية الحيويذذة أ Bacillusفذذرا  جذذن  أ

 الناجعة لهذه المشكلة البيئية المستعصية.
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