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الملخص 
نظــرا لازديــاد شــيوع صفــة مقاومــة المضــادات الحيويــة بــن البكتيريــا اتجــه الاهتــام إلى البحــث عــن مــواد فعالــة حيويــا يكــون مصدرهــا 
 species ــة ــواع العصوي ــة لأن ــتقلبات الثانوي ــة المس ــة إلى تنقي ــذه الدراس ــت ه ــد هدف ــذا فق ــة؛ له ــرة في البيئ ــة ومنت ــر ممرض ــا غ بكتيري
Bacillus المعزولــة محليًّــا ودراســة خواصهــا التثبيطيــة ضــد بعــض أنــواع البكتيريــا إذ جمعــت خمســون عينــة ميــاه وترســبات مــن مناطــق 
مختلفــة في محافظــة البــرة في جنــوب العــراق وعزلــت منهــا عــرون عزلــة مــن بكتيريــا العصويــة Bacillus. أُنتجــت واســتخلصت 
المســتقلبات الثانويــة لعــزلات بكتيريــا جنــس العصويــة Bacillus، واختــرت العزلتــان الأكثــر إنتاجًــا للمســتقلبات الثانويــة وســميتا 
BS8 وBS14 لإكــال البحــث إذ نُقّــي مســتخلصا المســتقلبات الثانويــة للعزلتــن وقــد أظهــرت نتائــج الرحــان الكهربائــي أن 
الــوزن الجزيئــي لمســتخلص المســتقلبات الثانويــة للعزلــة BS8 كان )3779( دالتــون فيــا بلــغ الــوزن الجزيئــي لمســتخلص المســتقلبات 
الثانويــة المنتجــة مــن العزلــة BS14 )379( دالتــون مــا يــدل عــى أنهــا ببتيــدات منخفضــة الــوزن الجزيئــي. اختــرت الفعاليــة التثبيطيــة 
ــة ــروق معنوي ــود ف ــي وج ــل الإحصائ ــر التحلي ــرام إذ أظه ــة غ ــالبة لصبغ ــة وس ــة موجب ــواع بكتيري ــد 5 أن ــة ض ــتقلبات الثانوي  للمس

ــة  ــواع العصوي ــد الأن ــة ض ــا التثبيطي ــة p < 0.05( BS8( في فعاليته ــت العزل ــن؛ إذ تفوق ــن العزلت ــة ب ــة التثبيطي )p < 0.05( في الفعالي
الهــدف، كــا أظهــر التحليــل الإحصائــي وجــود فــروق معنويــة )p < 0.05( بــن عــزلات الأنــواع العصويــة الهــدف؛ إذ تفوقــت بكتيريــا 
كوزوريــا كرســتنية Kocuria kristinae عــى بقيــة عــزلات الأنــواع العصويــة الهــدف في حساســيتها للمســتقلبات الثانويــة عنــد 
مســتوى )p < 0.05(، في حــن تفوقــت بكتيريــا الزائفــة الزنجاريــة Pseudomonas. aeruginosa عــى باقــي عــزلات الأنــواع 
ــة  ــن إمكاني ــة ع ــج الدراس ــفرت نتائ ــتوى )p < 0.05(. أس ــد مس ــة عن ــتقلبات الثانوي ــتخلص المس ــا لمس ــدف في مقاومته ــة اله العصوي
الحصــول عــى مــواد فعالــة بيولوجيــا تســاهم في حــل العديــد مــن المشــاكل البيئيــة، وقــد أوصــت الدراســة بالبحــث عــن مــواد جديــدة 

فعالــة بيولوجيــا ضــد الأنــواع العصويــة كــون مصدرهــا الأحيــاء المجهريــة الموجــودة في البيئــة المحليــة.
الكلمات المفتاحية: أنواع العصوية، الببتيدات المضادة للبكتيريا، التأثير التنافسي.

المقدمة
تضــم المســتقلبات الثانويــة الميكروبيــة مجموعــة واســعة 
ــن  ــر م ــدد كب ــوم بع ــا تق ــة طبيعيًّ ــات المنتج ــن المركب م
الثانويــة  المســتقلبات  تختلــف  الحيويــة،  الفعاليــات 
ــات  ــرك في فعالي ــا لا تش ــة أنه ــتقلبات الأولي ــن المس ع
البنــاء والهــدم التــي يتطلبهــا النمــو الطبيعــي لكــن هــذه 
المســتقلبات تعطــي للميكــروب صفــات تســاعده عــى 
 Choudoir( أفضليــة البقــاء في البيئــة التــي يعيــش فيهــا
دورًا  الثانويــة  المســتقلبات  تــؤدي   .)et al.; 2018
البيئــي  والتــاؤم  الفســيولوجي  التكيــف  في  مهــاًّ 
المســتقلبات  هــذه  إن  إذ  لهــا؛  المنتجــة  للميكروبــات 
تمكّــن الميكــروب المنتــج لهــا من تثبيــط نمــو الميكروبات 

.)Yan et al., 2018( المنافســة
 Secondary metabolites تعّرف المستقلبات الثانوية
بأنهــا مــواد عضويــة قليلــة الــوزن الجزيئــي تنتــج أثنــاء 
نســبيًّا  قليلــة  لأنــواع   )idiophase( الذاتيــة  طــور 
ــوط  ــل للضغ ــرد فع ــا ك ــم إنتاجه ــات يت ــن الميكروب م
الثانويــة:  المســتقلبات  عــى  الأمثلــة  ومــن  البيئيــة، 

المضــادات الحيويــة والصبغــات والأحمــاض والســموم 
والعوامــل المؤثــرة عــى التنافــس البيئــي والتعايــش 
symbiosis ومثبطــات الإنزيــات ومضــادات الأورام 
 والمبيــدات ومحفــزات النمــو للنباتــات والحيوانــات
)Demain and Fang, 2000(. يبدأ إنتاج المستقلبات 
الثانويــة عندمــا يتباطــأ نمــو الأنــواع العصويــة بســبب 
أو  الكاربــون  المغذيــات:  مصــادر  أحــد  اســتهلاك 

النتروجــن أو الفوســفات.
يســتخدم جهــاز الفايتــك في تشــخيص أنــواع البكتيريــا 
ــة Bacillus إذ يحتــوي  المختلفــة ومنهــا أنــواع العصوي
ــة  ــا يتــم مــن خــال مقارن ــارًا كيموحيوي عــى 64 اختب
نتائجهــا مــع قاعــدة البيانــات data base الموجــودة في 
ــا إلى حــد  ف التشــخيص الدقيــق للبكتيري ــرُّ الجهــاز تَعَ

.)Pincus, 2005( ــوع مســتوى الن
الكثــر  إنتــاج   Bacillus جنــس  أفــراد  تســتطيع 
المضــادة  الفعاليــة  ذات  الثانويــة  المســتقلبات  مــن 
الدهنيــة  الببتيــدات  مثــل  الأخــرى  للميكروبــات 
 ،polypeptides الببتيــدات المتعــددة ،lipopeptides
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الأحمــاض   ،macrolactones الكبــرة  اللاكتونــات 
المتعــددة  الكيتايــدات   ،fatty acids الدهنيــة 
المتناظــرة والكيومارينــات   ،polyketides

وقــد   ،)Mondol et al., 2013(  isocumarines
الطبيــة  الصناعــات  في  واســع  بشــكل  اســتخدمت 
بســبب   ،)Leifert et al., 1995( والصيدلانيــة 
قــدرة أفــراد هــذا الجنــس عــى بنــاء المــواد المضــادة 
للميكروبــات في تركيــب البروتــن الذائــب، كــا أن 
لهــذه المــواد تأثــرات ملحوظــة عــى الأنــواع العصويــة 
الهــدف؛ لذلــك يعــد هــذا الجنــس مرغوبــا للإنتــاج 

.)Priest et al., 1995( التجــاري 
أجريـت عـدة دراسـات في مجال اسـتخدام المسـتقلبات 
مثـل  الحيويـة  الأغشـية  تكويـن  لتثبيـط  الثانويـة 
 Wilson et al. )2011( ،Marhaeni et al. (2011(
Dusane et al. (2013) إذ أشـارت هـذه الدراسـات 
إلى أن المسـتقلبات الثانويـة للبكتيريـا البحريـة أظهرت 
قـدرة واضحة على تثبيط تكون الأغشـية الحيوية وعلى 
ولأجـل  التكويـن،  حديثـة  الحيويـة  الأغشـية  تمزيـق 
مـن  محليـة  عـزلات  على  الحصـول  إمكانيـة  ف  تَعَـرُّ
ذات  الثانويـة  للمسـتقلبات  منتجـة   Bacillus جنـس 
الفعاليـة التثبيطيـة تجـاه الأحياء المجهريـة ولعدم إجراء 

دراسـات محليـة سـابقة فقـد أجريـت هـذه الدراسـة.

المواد وطرق العمل
جمعــت خمســون عينــة ميــاه وترســبات للفــرة مــن 
ــة  ــن مختلف ــن أماك ــل 2016م، م ــر 2016م، إلى أبري يناي
المختــر  إلى  العينــات  ونُقلــت  البــرة،  محافظــة  في 
لتشــخيصها؛ حيــث وضعــت العينــات في حمــام مائــي 
بدرجــة حــرارة 80◦م لقتــل الأنــواع العصويــة غــر 

.)PHE, 2015( للأبــواغ  المكونــة 

عينات الترسبات
جمعــت العينــات )حــوالي 20 غم لكل عينة( باســتخدام 

وبوســاطة  الجافــة،  المعقمــة  إثيلــن  البــولي  أكيــاس 
الملــوق spatula المعقــم، وفي ظــروف معقمــة، أضيــف 
ــى  ــوي ع ــار تحت ــة اختب ــن كل عينــة إلى أنبوب ــم م 1 غ
10 مــل مــاء مقطــر، ثــم عُملــت سلســلة تخافيــف 
مســتعمرة  تكويــن  وحــدة    6-10×1 لغايــة  عشريــة 
(cfu(/ مــل مــن المــاء المقطــر، رشــحت التخافيــف 
أوراق  باســتخدام   6-10×1  ،3-10×1  ،1-10×1
 ،0.45 mµ millipore filter paper الترشــيح نــوع
بــري حاويــة  وضعــت أوراق الترشــيح في أطبــاق 
 Lauria- Bertani الصلــب  الزرعــي  الوســط   عــى 
الحاضنــة  في  وحضنــت   ،)Hi Media, LB agar(
بدرجــة حــرارة 35◦م لمــدة 18 ســاعة، ثــم أخــذت 
مســحات مــن المســتعمرات الناميــة، وتــم تصبيغهــا 
الضوئــي.  المجهــر  تحــت  وفحصــت  غــرام  بصبغــة 
ــة  ــرام والمكون ــة غ ــة لصبغ ــات الموجب ــرت العصي اخت
عــدة  بوســاطة  تشــخيصها  عمليــة  لإتمــام  للأبــواغ 
 bioMérieux,(  VITEK2 BCL ard التشــخيص 
الجــن  بتضخيــم  جينيًّــا  شــخصت  كــا   )France,
عــدة  باســتخدام   gyrase إنزيــم  لإنتــاج  المشــفر 
.)Promega - USA( Wizard  DNA اســتخلاص 

عينات المياه
زجاجيــة  قنــاني  باســتخدام  الميــاه  عينــات  جمعــت 
 Nalgen polycarbonate conicalــوع ــن ن ــة م معقم
Merck, Germany( flasks( وبواقــع 250 مــل لــكل 
عينــة. في ظــروف معقمــة أضيــف 1 مــل مــن كل عينــة 
ــلة  ــت سلس ــم، وعُمل ــر المعق ــاء المقط ــن الم ــل م إلى 9 م
تخافيــف عشريــة )1×10-1 – 1× 10-4( وحــدة تكويــن 
مســتعمرة/مل مــن المــاء المقطــر، رشــحت التخافيــف 
ــات  ــر في عين ــا ذك ــت ك )1×10-3 – 1× 10-4(، ونُمي
وأعــداد  مواقــع   )1( الجــدول  ويبــن  الترســبات، 
العينــات المفحوصــة ونتائــج التخافيــف لمعــدل أعــداد 

ــبات. ــاه والترس ــات المي ــا في عين البكتيري

جدول )1(: مواقع وأعداد العينات المفحوصة ونتائج التخافيف لمعدل أعداد البكتيريا في عينات المياه والترسبات

عدد الموقعت
العينات

نوع العينة
Cfu/10-4مياهCfu/10-6ترسبات

4235222أحواض تربية الأسماك في مركز علوم البحار1
10519512ميناء خور الزبير2
17827915ميناء أم قصر3

4218210ميناء أبو فلوس4
8443428أبو الخصيب5
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تابع جدول رقم )1(:

عدد الموقعت
العينات

نوع العينة
Cfu/10-4مياهCfu/10-6ترسبات

211517ميناء الفاو6

2129113السيبة7

لا يوجد نمو1المياه المصاحبة لأحد الآبار في الحقل النفطي زبير81
9ps1 لا يوجد نمو1المياه المصاحبة لأحد الآبار في الحقل النفطي
لا يوجد نمو1المياه المصاحبة لأحد الآبار في منطقة إرطاوي10

 Secondary metabolites إنتاج المستقلبات الثانوية
production

 Dusane أنتجــت المســتقلبات الثانويــة حســب طريقــة
في  البكتيريــة  المزرعــة  حضــن  بعــد   et al. (2013)
الحاضنــة الهــزازة لمدة 48 ســاعة، وبسرعــة 120 دورة/

ــد درجــة حــرارة 30◦م. دقيقــة، وعن

اســتخلاص المســتقلبات الثانويــة لأنــواع العصويــة 
Bacillus spp.

اســتخلصت المســتقلبات الثانويــة لأنــواع العصويــة 
 Amin et al., طريقــة  حســب   Bacillus spp.
المزرعــة  إلى  الإثيــل  خــات  أضيفــت  إذ  (2015)؛ 
البكتيريــة بنســبة )1:1(، وتــم تحريــك المزيــج بوضعــه 
عــى المــازج المغناطيــي  magnetic stirrer لمــدة ســت 
ســاعات، ثــم فصلــت الطبقــة العضويــة العليا بواســطة 
قمــع الفصــل، ووضعــت في جهــاز النبــذ المركــزي عــى 
سرعــة 5000 دورة/دقيقــة لمــدة 10 دقائــق، ثــم أزيلــت 
نظيــف،  دورق  إلى  ونقلــت  الإثيــل  خــات  طبقــة 
 Rotary وجمــع المســتخلص وجفــف في المبخــر الــدوار
evaporator بدرجــة 50◦م، ثــم أذيــب المســتخلص 
الأكثــر  العزلتــان  اختــرت  الإثيــي.  الكحــول  في 
 Biuret ــة ــة حســب طريق ــا للمســتقلبات الثانوي إنتاجً
ــد البروتينــات  وباســتخدام العــدة التشــخيصية لتحدي
 Biolabo company- الكليــة والمجهــزة مــن شركــة
Italy باتبــاع التعليــات المرفقــة مــع العــدة التشــخيصية 

ــة. ــوات الدراس ــي خط ــال باق لإك

تنقيــة المســتقلبات الثانويــة لأنــواع العصويــة جنــس 
 Bacillus

 Ion أجريــت خطــوتي كروماتوغرافيــا التبــادل الأيــوني
وكروماتوغرافيــا   Exchange Chromatography
Gel filteration chromatog� الهلامـ�ي  الترشـ�يح 

فيــا    Anju et al. (2015) لطريقــة طبقــا   raphy
 Laemmli إلى  طبقــا  الكهربائــي  الرحــان  أجــري 
(1970). اختــرت الفعاليــة البكتيريــة للمســتقلبات 
الآغــار عــر  الانتشــار  بطريقــة  المنقــاة،   الثانويــة 
 )Dusane et al., 2011(، ضــد الأنــواع البكتيريــة:
 ،Escherichia coli ،Pseudomonas aeruginosa
Kocuria kristinae و   Staphylococcus sciuri 

 Methicillin resistant Staphylococcus aureus
الحاويــة  الزرعيــة  الأطبــاق  زرعــت  إذ   ،(MRSA)
ــزارع  عــى وســط LB الصلــب بنــر 0.1 مــل مــن الم
ــطة  ــاه بواس ــورة أع ــواع المذك ــائلة للأن ــة الس البكتيري
النــاشر L- shape spreader، ثــم حضنــت بدرجــة 
الزرعــي  الوســط  ثــم ثقــب  15 دقيقــة،  لمــدة  35◦م 
cork poor� الفلـن ي ثاقـ�ب  باسـ�تخدام   الصلـ�ب 
ــم  ــح المعق ــن الراش ــوب بـــ µL 50 م ــت الثق er، وملئ
لبكتيريــا جنــس Bacillus، حضنــت الأطبــاق بدرجــة 
35◦م لمــدة 18 ســاعة ثــم قيســت أقطــار التثبيــط )ملــم( 

ــج. ــطرة وســجلت النتائ باســتخدام المس

التحليل الإحصائي 
تــم عمــل التحليــل الإحصائــي لتجــارب الفعاليــة 
ــواع  ــا Bacillus والأن ــزلات بكتيري ــن ع ــة ب التضادي
العصويــة الهــدف؛ حيــث تــم أخــذ معــدل القــراءة 
باســتخدام  النتائــج  حللــت  ثــم  مكــررات،  لثلاثــة 
 .)SPSS, 2009( الحاســوبي  الإحصائــي  البرنامــج 
أقــل  عــى  بالاعتــاد  المدروســة  العوامــل  اختــرت 
فــرق معنــوي بــن المتوســطات )LSD( عنــد مســتوى 

 .)p< 0.05( احتماليــة 

النتائج والمناقشة
  Bacillus spp. عزل وتشخيص بكتيريا جنس

ــس  ــة للجن ــة تابع ــة بكتيري ــى 20 عزل ــول ع ــم الحص ت
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 )2( جــدول  في  مبــن  هــو  كــا  .Bacillus spp؛ 
15 عزلــة تعــود إلى  نتائــج التشــخيص أن  أظهــرت 
ــزلات  ــخصت 5 ع ــا ش ــوع Bacillus subtilis في الن
عــى أنهــا تعــود للنــوع B. amyloliquefaciens وهــذا 

مــا أكــده التشــخيص الجينــي )شــكل:1(؛ إذ أظهــرت 
ــة  ــج موجب ــوع B. subtilis  نتائ ــة للن ــزلات التابع الع
لعمليــة التضخيــم فيــا أبــدت العــزلات التابعــة للنــوع 

amyloliquefaciens نتائــج ســالبة.

Bacillus spp. جدول )2(: مصادر العزلات التابعة لجنس
النوع البكتيري المعزولمصدر العزلةنوع العينةت
B.amyloliquefaciensأحواض تربية الأسماك في مركز علوم البحارماء1

B.amyloliquefaciensأحواض تربية الأسماك في مركز علوم البحارماء2

B. subtilisميناء خور الزبيرترسبات3

B. subtilisميناء أم قصرترسبات4

B. subtilisميناء خور الزبيرترسبات5

B. subtilisميناء خور الزبيرترسبات6

B. subtilisميناء أبو الخصيبماء7

B. subtilisميناء أم قصرترسبات8

B. subtilisميناء أم قصرترسبات9

B. subtilisميناء الفاوترسبات10

B.amyloliquefaciensميناء الفاوترسبات11

B. subtilis ميناء أم قصرترسبات12

B.amyloliquefaciens ميناء أم قصرترسبات13

B. subtilisميناء أم قصرترسبات14

B. subtilisميناء أم قصرماء15

B. subtilisميناء أم قصرماء16

B.amyloliquefaciensميناء أم قصرماء17

B. subtilisميناء أم قصرماء18

B. subtilisميناء أم قصرماء19

B. subtilisميناء أم قصرماء20

 L: Ladder, gyrase بتضخيم الجين المشفر لإنتاج إنزيم Bacillus شكل )1(: نتائج التشخيص الجيني لعزلات العصوية
بادئ ذو وزن جزيئي 1500 زوج قاعدي
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المجلة العلمية لجامعة الملك فيصل )العلوم الأساسية والتطبيقية(                            المجلد 20 - العدد 2 -  1441 هـ - ديسمبر  )2019م)

 Bacillus إنتــاج المســتقلبات الثانويــة لأنواع العصويــة
spp.

تراوحــت فــرة تنميــة أفــراد هــذا الجنــس في البحــوث 
المســتقلبات  إنتــاج  لغــرض  الســابقة  والدراســات 
  (Valle et al., ســاعة   72-24 بــن  الثانويــة 
 2006; Teasdale et al., 2009 and Sharma
(et al.,2010 وقــد أشــارت هــذه البحــوث إلى أن 
ــة   ــواع العصوي ــة لأن ــتقلبات الثانوي ــاج للمس ــى إنت أع
.Bacillus spp كان بعــد مــرور 48 ســاعة مــن النمــو 
 idiophase عنــد دخــول المزرعــة البكتيريــة في مرحلــة
ــا  ــات  stationary phase، ك ــور الثب ــن ط ــة م الذاتي
 Barrios- تتفــق هــذه النتائــج مــع مــا توصــل إليــه
Gonzalez et al. (2003) الذيــن أشــاروا إلى أن إنتــاج 
المســتقلبات الثانويــة يبــدأ عندمــا يتناقــص معــدل النمو 
ــية  ــات الرئيس ــد المغذي ــتهلاك أح ــة اس ــري نتيج البكت
مثــل: الكاربــون، النتروجــن أو الفســفور. تتفــق هــذه 
النتائــج مــع مــا ذكــره )Motta et al. (2007 أن بكتيريا 
Bacillus المعزولــة مــن قبلهــم أنتجــت المســتقلبات 
ــاج إلى  ــل الإنت ــي ووص ــور اللوغاريتم ــة في الط الثانوي

 .stationary phase ذروتــه في طــور الثبــات

اســتخلاص المســتقلبات الثانويــة لأنــواع العصويــة.  
.Bacillus spp

عــدة  اســتخدام  والدراســات  البحــوث  ذكــرت 
الثانويــة  المســتقلبات  لاســتخلاص  مذيبــات 
كل  اســتخدام  مثــل  Bacillus ؛  بكتيريــا  مــن 
كلوروميثــان،  داي  هكســان،  ن-  المذيبــات  مــن 
سلفوكســايد  مثيــل  داي  الميثانــول،  الكلوروفــورم، 
  Ethyl acetateالإثيــل وخــات   ،)DMSO(
 Barrios- Gonzalez et al., 2003; Marhaeni(
الثانويــة  المســتقلبات  أظهــرت  إذ  ؛   )et al., 2011
المســتخلصة في الدراســات الســابقة بواســطة خــات 
الإثيــل أفضــل فعاليــة تضاديــة ملحوظــة ضــد الأنــواع 
العصويــة الهــدف مقارنــة بالمســتقلبات المســتخلصة 
مــع  يتفــق  وهــذا  الأخــرى،  العضويــة  بالمذيبــات 
الدراســة الحاليــة؛ إذ أظهــرت المســتقلبات الثانويــة 
ــة واضحــة  ــة تثبيطي ــة Bacillus فعالي ــواع العصوي لأن
ضــد الأنــواع العصويــة المســتخدمة في الهــدف بنوعيهــا 
الســالبة والموجبــة لصبغــة غــرام، وهــذا يتفــق مــع مــا 
ــات  ــتخدام خ ــره )Mohan et al. (2016 أن اس ذك
الإثيــل في اســتخلاص المســتقلبات الثانويــة لأنــواع 
العصويــة Bacillus يحافــظ عــى الفعاليــة التثبيطيــة 

لهــذه المســتقلبات ضــد الأنــواع العصويــة الهــدف. 

 Bacillus تنقيــة المســتقلبات الثانويــة لأنــواع العصويــة
spp.

كروماتوغرافيا التبادل الأيوني
Ion Exchange Chromatography 
تــم بواســطة هــذه الخطــوة فصــل خليــط المركبــات 
الثانويــة اعتــادا  المكونــة لمســتخلصات المســتقلبات 
المبــادل  ســطح  عــى  وضعهــا  بعــد  شــحنتها  عــى 
الأيــوني داخــل عمــود الفصــل بمرحلتــن )شــكل: 2 

و3(:- 
ــزاء  ــي الأج ــة )وه ــر المرتبط ــزاء غ ــل الأج أولا: غس
شــحنة  ذات  وتكــون  المســتخلصات(  مــن  الفعالــة 
موجبــة مشــابهة لشــحنة المبــادل الأيــوني والتــي مــرت 
دون أن ترتبــط بالمبــادل مــع محلــول الغســل بشــكل 
ــروج  ــى خ ــدل ع ــة ي ــذه القم ــور ه ــدة، ظه ــة واح قم
الببتيــدات وبعــض المركبــات ذات الشــحنة الموجبــة 
نتيجــة حصــول تنافــر للشــحنات فيــا بينهــا وبــن 

ــادل. المب
السـالبة  الشـحنة  المرتبطـة ذات  ثانيـا: غسـل الأجـزاء 
التـي ارتبطـت بالمبادل الأيـوني؛ إذ بدأت هـذه الأجزاء 
بمغـادرة العمـود اعتمادًا على كثافـة شـحنتها بشـكل 
قمـة واحـدة أيضًـا، وذلـك بزيـادة تركيـز ملـح كلوريد 
الببتيـدات الأخـرى  ارتبـاط  الصوديـوم، ممـا دل على 
ذات الشـحنة السـالبة نتيجـة حصـول تجاذب فيما بينها 
وبين مـادة المبـادل الـذي اعتمـدت شـدته على محصلـة 

كثافـة الشـحنة التـي تمتلكهـا هـذه الببتيـدات. 
الأمونيــوم  كبريتــات  بملــح  الترســيب  يحــدث 
الــذي   disruption الإخــال  بســبب  للبروتينــات 
المــاء  جزيئــات  بطبقــة  الملحيــة  الأيونــات  تحدثــه 
المحيطــة بالبروتــن أي خفــض درجــة الذائبيــة عــن 
طريــق تكويــن أمــاح بــن أيونــات الملــح والسلاســل 
الجانبيــة للأحمــاض الأمينيــة المتأينــة للبروتــن التــي 
 Mannerat( تكــون أقــل ذائبيــة مــن البروتــن لوحــده
ــج مــع مــا  and Phetrong, 2007(. تتفــق هــذه النتائ
 Gordillo and و   Bechard, et al. (1998( ذكــره
خطــوة  إلى  أشــاروا  الذيــن   Maldonado, (2012)
ــواد الصبغــة  ــة الم ا في إزال ــرة جــدًّ ــوني مؤث ــادل الأي التب
التــي تلــوث العينــة والتــي فصلــت المســتخلص في قمــة 
منفصلــة عــن القمــة الأخــرى التــي مثلــت المــواد غــر 

الفعالــة في المســتخلص الخــام. 
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شكل )2(: كروماتوغرافيا التبادل الأيوني للمستقلبات الثانوية 
BS8 للعزلة

شكل )3(: كروماتوغرافيا التبادل الأيوني للمستقلبات الثانوية 
BS14 للعزلة

 Gel filteration ــي ــيح الهلام ــا الترش كروماتوغرافي
 chromatography

أجــري الترشــيح الهلامي باســتعمال هلام الســيفادكس 
S- 25 في تنقيــة المســتقلبات الثانويــة؛ وذلــك نظــرًا لمــا 
يمتــاز بــه هــذا النــوع مــن الهــام مــن ســات مرغوبــة، 
للمــواد  العــالي  وفصلــه  الواســع  اســتيعابه  وهــي 
وســهولة تحضــره وإمكانيــة إعــادة تنشــيطه واســتعماله 
مــا  مــع  النتائــج  )شــكل:4(. تتفــق  مــرات  لعــدة 
توصــل إليــه )Teixeira, et al. (2013 أن اســتعمال 
هــام الســيفادكس في الترشــيح الهلامــي يعــد اختيــارًا 
ا إذ ســاهم في زيــادة الفعاليــة التثبيطيــة  ناجحــا جــدًّ
للمســتقلبات الثانويــة ضــد الأنــواع العصويــة الهــدف.

شكل )4(: كروماتوغرافيا الترشيح الهلامي للعزلتين BS8 و 
BS14

الرحلان الكهربائي  Electrophoresis لمستخلصات 
المستقلبات الثانوية 

باســتخدام  الكهربائــي  الرحــان  نتائــج  أظهــرت 
ــي aportinin ذو الــوزن الجزيئــي  معلــم الــوزن الجزيئ
6512 دالتــون وجــود حزمتــن ببتيديتــن خاليتــن مــن 
ــا  ــتخلص مم ــكل مس ــدة ل ــة واح ــع حزم ــوث بواق التل
ــة المســتخدمة في اســتخلاص  ــاءة الطريق ــدل عــى كف ي
بلــغ  الثانويــة،  المســتقلبات  مســتخلصات  وتنقيــة 
الــوزن الجزيئــي للحزمــة الأولى 3779 دالتــون وكانــت 
لمســتخلص المســتقلبات الثانويــة للعزلــة BS8، فيــا 
379 دالتــون  الثانيــة  الــوزن الجزيئــي للحزمــة  بلــغ 
للعزلــة  الثانويــة  المســتقلبات  لمســتخلص  وكانــت 
اتفقــت   .)5( الشــكل  هــو موضــح في  كــا   ،BS14
 Bechard et al. (1998( النتائــج مــع مــا توصــل إليــه
ــا  ــدات المســتخلصة مــن بكتيري ــن ذكــروا أن الببتي الذي
Bacillus subtilis التــي قامــوا بتمريرهــا في الهــام 
ــات  ــكل تجمع ــرت بش ــد ظه ــة SDS- PAGE ق بطريق
 micelle الغــزل  يشــبه  تركيبًــا  مكونــة   aggregates
structure، وهــي صفــة شــائعة للببتيــدات التــي تمتلك 
والتــي   surfactin مثــل  الســطحي  الشــد  خــواص 
تمتلــك قــدرة عــى تنظيــف الســطوح الملوثــة بالإضافــة 
ــدة؛ ممــا  ــة عدي ــواع بكتيري ــة ضــد أن إلى قدرتهــا التثبيطي
يؤهلهــا لتكــون بدائــل حيويــة للمــواد الكيمياويــة 
ــا  ــة ومنه ــاكل البيئي ــن المش ــدد م ــاج ع ــتخدمة لع المس

الأغشــية الحيويــة.

شكل )5(: الرحلان الكهربائي للمستقلبات الثانوية للعزلتين 
SDS على الهلام بوجود مادة BS14و BS8

Marker ببتيــد aprotinin ذو الــوزن الجزيئــي 6.512 كيلــو  	.1
ــون. دالت

المســتقلبات الثانويــة للعزلــة BS8 ذات وزن جزيئــي 3.779  	.2
كيلــو دالتــون. 

المســتقلبات الثانويــة للعزلــة BS14 ذات وزن جزيئــي 379  	.3
دالتــون
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يبــن جــدول )3( الفعاليــة التضاديــة للمســتقلبات 
ــوالي  ــى الت ــن BS8 وBS14 ع ــاة للعزلت ــة المنق الثانوي
إذ حصلــت زيــادة في الفعاليــة التثبيطيــة للمســتقلبات 

Bacillus تجــاه الأنــواع  العصويــة  الثانويــة لأنــواع 
خطــوات  مــن  خطــوة  كل  مــع  الهــدف  العصويــة 

التنقيــة. 

BS14 و BS8 جدول )3(: الفعالية التضادية للمستقلبات الثانوية المنقاة للعزلتين

تخطوات التنقية
قطر منطقة التثبيط )ملم(

P. aeruginosaE. coliMRSAK. kristinaeS. sciuri

كروماتوغرافيا 
التبادل الأيوني

BS81617192220

BS141416202219

كروماتوغرافيا 
الترشيح الهلامي

BS81920222423

BS141818222321

الرحلان 
الكهربائي

BS82120222423

BS141919222321
.)p < 0.05( ظهور فروق معنوية عند مستوى *

* الأرقام تمثل معدل قراءة ثلاثة مكررات.

أظهــر التحليــل الإحصائــي وجــود فــروق معنويــة 
ــي جنــس  ــن عزلت ــة ب ــة التثبيطي )p < 0.05( في الفعالي
في   BS8 (p < 0.05) العزلــة تفوقــت  إذ   Bacillus
فعاليتهــا التثبيطيــة ضــد الأنــواع العصويــة الهــدف، 
كــا أظهــر التحليــل الإحصائــي وجــود فــروق معنويــة 
ــة الهــدف؛  ــواع العصوي ــن عــزلات الأن )p < 0.05( ب
إذ تفوقــت بكتيريــا Kocuria kristinae عــى باقــي 
حساســيتها  في  الهــدف  العصويــة  الأنــواع  عــزلات 
لعزلتــي  المنقــاة  الثانويــة  المســتقلبات  لمســتخلص 
في   )p < 0.05( مســتوى  عنــد   Bacillus جنــس 
P. aeruginosa عــى باقــي  حــن تفوقــت بكتيريــا 
مقاومتهــا  في  الهــدف  العصويــة  الأنــواع  عــزلات 
 لمســتخلص المســتقلبات الثانويــة المنقــاة لعزلتــي جنــس

Bacillus عنــد مســتوى )p < 0.05(. تتفــق النتائــج 
مــع مــا أشــار إليــه )Liu et al. (2018 أن المســتقلبات 
لجنــس البحريــة  العــزلات  مــن  المنتجــة   الثانويــة 

تكــون  لأن  تؤهلهــا  صفــات  تمتلــك   Bacillus
مــن  العديــد  تثبيــط  عــى  قــادرة  حيويــة  مضــادات 
 الممرضــات البكتيريــة، كــا تتفــق النتائــج مــع مــا ذكــره

التثبيطيــة  الفعاليــة  بــأن   Wilson et al. (2011(
 لمســتخلص المســتقلبات الثانوية المنقاة لأنــواع العصوية

لنفــس  الخــام  الراشــح  في  منهــا  أعــى   Bacillus
ــائلة،  ــة الس ــزارع البكتيري ــا في الم ــد تنميته ــالة عن الس
ــن ــه كل م ــل إلي ــا توص ــع م ــج م ــذه النتائ ــق ه ــا تتف ك

Wiener and Horanyi ( 2011(; Delcoue  (2009( 
التضــادي  التأثــر  كــون  ســبب  أن  ذكــروا  الذيــن 
Bacil� العصويـ�ة لأنـ�واع  الثانويـ�ة   للمسـ�تقلبات 

lus  ضــد الأنــواع العصويــة الموجبــة لصبغــة غــرام 
لصبغــة  الســالبة  العصويــة  الأنــواع  في  منــه  أعــى 
للغشــاء  المنخفضــة  النفاذيــة  إلى  يعــزى  ربــا  غــرام 
ــرام،  ــة غ ــالبة لصبغ ــة الس ــواع العصوي ــي للأن الخارج
 وكذلــك وجــود طبقــة عديــد الســكريات الدهنــي
ضــد  حاجــزا  تمثــل  التــي   lipopolysaccharide
ــتحصلة  ــج المس ــق النتائ ــاء. تتف ــة لل ــات الكاره المركب
 Cherif et al. في هــذه الدراســة مــع مــا توصــل إليــه
(2008) الذيــن أشــاروا إلى الببتيــدات المســتخلصة مــن 
Bacil�  المس�ـتقلبات الثانوي�ـة لأعض�ـاء جن�ـس العصوي�ـة

lus تتمتــع بالعديــد مــن الصفــات التــي تجعلهــا خيــارا 
ــة  ــا لاســتخدامها بصفتهــا عوامــل ســيطرة أحيائي مثالي
مــن الممكــن اســتخدامها في القضــاء عــى العديــد مــن 
الميكروبــات المســببة للعديــد مــن الأمــراض والمشــاكل 
البيئيــة. توصلــت الدراســة إلى إمكانيــة الحصــول عــى 
المــواد الفعالــة بيولوجيــا التــي مــن الممكن أن تســاهم في 
حــل العديــد مــن المشــاكل البيئيــة؛ ولــذا نــوصي بإجراء 
المزيــد مــن الدراســات التــي تبحــث عــن المــواد الفعالــة 
بيولوجيــا ضــد البكتريــا يكــون مصدرهــا الأحيــاء 
المجهريــة الموجــودة في البيئــة المحليــة وباســتخدام طرق 

اســتخلاص بســيطة وغــر مكلفــة.
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ABSTRACT
Due to the increase in bacterial antibiotic resistance, there is a need to find new bioactive substance derived from 
non-pathogenic bacteria that is ubiquitous in environment. This study aimed to purify locally isolated Bacillus spp. 
secondary metabolites in addition to study their antimicrobial activities against some bacterial species. Fifty water 
and sediments samples were collected from different locations in Basrah Governorate, southern Iraq. Out of these 
isolates, twenty bacterial spore-forming isolates showed antibacterial activity against gram negative and positive 
bacteria. The isolates were identified biochemically by VITEK2 BCL cards, which showed that 15 isolates were 
Bacillus subtilis whereas the remaining five isolates were B. amyloliquefaciens. Secondary metabolites (SM) were 
produced and extracted from Bacillus spp. and SM extracts of BS8 and BS14 were chosen for further study. 
SM extracts of BS8 and BS14 were purified. The results of electrophoresis showed that the molecular weight of 
BS8 SM was 3779 Dalton while the molecular weight of BS14 SM was 379 Dalton; i.e. low molecular weight 
peptides. Statistical analysis showed significant differences (p < 0.05) in inhibitory activity among Bacillus isolates. 
BS8 SM extract had the best antibacterial activity (p < 0.05) among Bacillus isolates against target bacteria. K. 
kristinae was the most susceptible species (p < 0.05) among target bacteria while P. aeruginosa was the most 
resistant species (p < 0.05) among target bacteria.
The results revealed the possibility of obtaining bioactive substances that can resolve many environmental problems. 
These substances are environmental friendly, cheap, easy to decompose, and do not leave toxic compounds. The 
study recommended the exploration of new antibacterial compounds originated from bacteria isolated from local 
environment using non-expensive extraction methods.
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