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  المستخلص
المعزولة  U36 faecalis Enterococcus , ھو بكتريوسين منتج من بكترياU36 ) (ENT U36الانتروسين 

ذي فعالية مثبطة لعدد من الانواع  ،محليا من عينات ادراراخذت من مرضى يعانون من التھابات السبيل البولي 
 .Eوالتي شملت  Lactic acid bacteriaالبكتيرية القريبة الصلة التي تعود للبكتريا المنتجة لحامض اللاكتيك 

faecalis S10.  وLactococcuslactis  وL. fermentum،  بالاضافة الى فعاليته  التثبيطية ضد بعض
  وListeria mono cytogenes الممرضات البكتيرية الملوثة الاغذية والتي تضمنت الانواع الاتية 

Staphylococcus auraus وStreptococcus spp.   وEscherchia coli  والعصياتالمكونة للسبورات
Bacillus subtilis  .درس  النمط التثبيطي  والية عمل الانتروسين  والتي غالبا ما تلوث عمليات انتاج الغذاء

. وقد اظھرت النتائج ان  S. aureusو L. monocytogenes المنقى تجاه بعض العزلات من بكتريا الاختبار
  L. monocytogenes ذي تاثير  مثبط  من خلال  خفض العدد الحي لبكتريـا الاختبار  ENT U36 الانتروسين

ساعة من المعاملة  24بعد مرور على التوالي   )3 ،2( الى لوغارتم ) .77 ، (7.9من لوغارتم S.auraus و
 ، كما  لوحظ وجود تاثير واضح لتركيز الانتروسين وحدة / مليلتر400بالانتروسين بفعالية مثلى للتحلل 

(ENTU36) U36 الاختبارومدة المعاملة تجاه كل من بكتريا L .monocytogenes   وS. auraus  ، حيث
 .L تجاه بكتريا الاختبار من المعاملة تاثيرا قاتلا بعد ساعتين لتريوحدة/ مل 400بفعالية  ENTU36 امتلك 

monocytogenes  3.1  بعددx510  خلية / مليلتر ، كذلك ابدى تاثير مثبطا تجاه بكترياS.auraus3.8بعدد 
x510للانتروسينلوحظ ان  ةالحال يةلاساعة من المعاملة بالفعالية اعلاه .  وعند دراسة الفع 24بعد لتر يخلية/ مل

لم يظھر اي فعالية تحللية تجاه الجدار الخلوي المستخلص من خلايا فقطوعلى الغشاء الخلوي كانت الية عمله 
نتروسين قيد الدراسة مادة حافظة للاغذية لذلك يمكن اعتبار الا .) (DNAبكتريا الاختبار اعلاه او فعالية حالة للدنا

مما يزيد من إمكانية إطالة فترة حفظ الأغذية التي في المستقبل يمنع نمو الممرضات البكتيرية الملوثة للاغذية 
  . تضاف إليھا

Abstract 
nterocin U36 (ENT U36), is a bacteriocin produced by Enterococcus 
faecalisU36, strain isolated from urine samples have collected from patients 

suffering from urinary tract infections. The Bacteriocin is an antimicrobial proteins 
or peptides that inhibit growth of bacteria closely related to the producing 
organism. The results has been shown that ENT U36 active against Enterococcus 
faecalis S10 Lactococcuslactis,Lactobacillus fermentumand few other food borne 
gram positive pathogens bacteria including Listeria monocytogenes, Staphylococcus 
auraus,Bacillus subtilis and Streptococcusspp . The inhibitory type and mode of 
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action of purified ENT U36 were tested against some isolates test bacteria which 
included L.monocytogenes and E.coli It was observed that purified ENT U36 have 
bacteriostatic effect when the numbers of inhibited test bacteria increased in 
parallel with the increased activity of ENT U36 (unit/ml) . The treatment period also 
has its effect on reducing the numbers of test bacteria. The results showed that 400  
unit/ml was enough to  kill  L.monocytogenes viable count of in 3.1 x105 cell/ml in 2 
hours when treated with ENT U36, and E.coli in 3.7x105 cell/ml in 24 hour'.  And 
when lytic activity of purified ENT U36 studied, it was observed that its mode of 
action was on cell membrane and did not show any lytic activity on the isolated cell 
walls of test bacteria or any lytic activity on DNA. This beneficial trait has led to 
utilization of purified enterocinas as food additives. 

  المقدمة  
ع المنتجة من بكتريا لاقت البكتريوسينات (مركبات ذات طبيعة بروتينية او ببتيدية ) في الاونة الاخيرة وخاصة الانوا

، قدرا كبيرا من الاھتمام لاسباب تاتي في مقدمتھا انھا ذات   Lactic acid bacteria (LAB )حامض اللاكتيك 
طيف تثبيطي واسع المدى ، اذ تؤثر في العديد من المسببات المرضية ومسببات تلف الاغذية من البكتريا التي تنتقل 

، مما يزيد من امكانية اطالة فترة حفظ الاغذية التي  Listeriamonocytogenesعن طريق الغذاء خاصة بكتريا 
تضاف اليھا ، وھي بذلك تشكل بديلا طبيعيا عن المواد الحافظة الكيميائية التي غالبا ما يحاول المصنعون 

اليات عمل  .  تتشابة]2,  1[والمستھلكون تحاشيھا لما لھا من مضار  على مستوى سلامة الغذاء وصحة المستھلك 
البكتريوسين في تاثيرھا على الخلية الھدف مع اليات عمل المضادات الحيوية فقد تعمل على الجدار الخلوي او الغشاء 

. يكون تاثير   ]3[  فعاليات الايضية للمادة الوراثيةالسايتوبلازمي ومنھا مايثبط صنع البروتين والاخرى تتداخل مع ال
والتغيرات التي يحدثھا البكتريوسين في  (Bacteriostatic)) اومثبطا للنمو  Bacteriocidalالبكتيريوسين قاتلا (

.  عدت الدراسات قليلة ] 4،5 [الفعاليات الايضية الحيوية للخلايا المعاملة به تعتمد على نوع البكتريوسين والية عمله 
احدى الانواع التابعة الى  Enterococcusfaecalisعلى انواع البكتريوسينات ( الانتروسينات) المنتجة من بكتريا 

بكتريا حامض اللاكتيك . لذا جاءت ھذه الدراسة لتھدف الى تحديد النمط التثبيطي للانتروسين المنتج من العزلة 
  والية عمله على الخلايا الھدف . Enterococcusfaecalis U36المحلية  

  المواد وطرائق العمل  
 بكتريا الاختبار  

لانتاج الانتروسين والتي  U36E.faecalis سلالات الاختبار الآتية للتحري عن قابلية العزلة المحليةاستخدمت 
  شملت على :

  السلالات البكتيرية القياسية  *
 المصدر السلالة البكتيرية

Staphylococcus aureus     ATCC 25923 
Escherichia coli 

جامعة بغدادقسم التقنيات الأحيائية / كلية العلوم /   

  العزلات البكتيرية المحلية  *
 المصدر منطقة العزل العزلة البكتيرية

Lactococcuslactis معزولة من المھبل 
طلبة الدراسات العليا في قسم علوم 
 الحياة/كلية العلوم /الجامعة المستنصرية

Lactobacillus fermentum معزولة من المھبل 

S. aureus المعجنات معزولة من  
 قسم الاحياء المجھرية/طب النھرين

Listeria monocytogenes معزولة من الالجبان المحلية 

 المصدر منطقة العزل العزلة البكتيرية
Shigella sp. معزولة من البراز 

دائرة المختبرات التعليمية/ مستشفى 
 بغداد

Bacillus subtilis.  من المعجناتمعزولة  
Enterococcus faecalis S10  البرازمعزولة من  
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  العزلات البكتيرية وظروف التنمية
عزلة من بكتريا المكورات المعوية  50من مجموع   U36Enterococcusfaecalisانتخبت العزلة المحلية 

) ,  لكفائتھا العالية وتاثيرھا التثبيطي ضد عدد كبير من بكتريا الاختبار قيد الدراسة . حفظت ھذه العزلة 6الاخرى (
% كليسرول لحين استخدامھا في التجارب 20) مضافا له Difcoفي وسط مرق نقيع القلب والدماغ (  )م 20ْ–(في 

 Enterococcus faecalis(اللاحقة. نميت العزلات جميع عزلات الاختبار البكترية التابعة لبكتريا حامض اللاكتيك 
S10.  وLactococcuslactis  وLactobacillus fermentum(،   في وسطMan Regosa Sharp Broth ) 

Hi - media\ India)    اما العزلات ,S. aureus وE.coliB.subtilis   وStreptococcus sp.  
منماة في وسط  L.monocytogenes, في حين كانت العزلة  )فقد نميت في وسط نقيع القلب والدماغ .Shigellaspو

Trypticases Soya Broth (BBL)  0.6مزود بمستخلص الخميرة بنسبة  ) %TSBYE  وحضنت جميع (
 م .  30م باستثناء الاخيرة في درجة حرارة  35ت في حرارة العزلا

 قياس فعالية الانتروسين
تم التحري عن انتاجية الانتروسين كميا في الاوساط المستخدمة باستعمال طريقة التخافيف المتسلسلة (نصفية او 

  وكالآتي:  ]5[عشرية) حسب ما جاء في 
باستعمال المحلول الملحي الفسيولوجي المعقم , استخدمت ھذه حضرت تخافيف نصفية لمستخلص الانتروسين 

  التخافيف في اختبار الفعالية التثبيطية تجاه العزلات المراد اختبار  حساسيتھا للانتروسين .
قيست الفعالية التثبيطية لمستخلص الانتروسين بأخذ معكوس اعلى تخفيف اظھر فعالية تثبيطية تجاه العزلة المراد 

) وتمثل ھذه الوحدة تركيز  (Au/mlلكل مليلتر   Arbitrary Unitsساسيتھا والتعبير عنھا بوحدات اختبار ح
 الانتروسين لكل مليلتر من مستخلص الانتروسين.

  والية عمله   U36دراسة نمط الفعل التثبيطي للانتروسين
الاختبارية والفعالية المحللة لھا ، فضلا  علـى حيوية ( عيوشية  ) الخلايا البكترية )6(  درس تأثير الانتروسينالمنقى

   :وكالتالي [7] عـن الفعالية المحللة للميورين الداخـل فـي تركيب جدارعزلات وحسـب الطريقة الموصوفـة فـي
 تأثير الانتروسين على حيوية بكتريا الاختبار

رية من خلال تعريض عدد ثابت من بكتريا الاختبار يدرس تأثير الانتروسين على حيوية (عيوشية) الخلايا البكت
E.coli , L. monocytogenes  للانتروسين بفعاليات مختلفة . نميت خلايا بكتريا الاختبارL. monocytogenes 

ساعة وفي درجة حرارة  18السائل وكلا على انفراد لمدة   (BHI, TS)مليلتر من وسط  50المنشطة في  E.coliو 
دقيقة و اعيد  15دقيقة لمدة / دورة  6000على التوالي . ثم رسبت الخلايا بالنبذ المركزي بسرعة  م )37 , 30( 

لاجراء تخافيف للعزلات للحصول على عدد  7تعليق الخلايا في حجم معينمن دارئ الفوسفات ذي الرقم الھيدروجيني 
خلية / مليلتر ثم عومل حجم معين من عالق الخلايا المخفف مع حجم معين من محلول الانتروسين  للحصول  510

 م37مليلتر، حضن المزيج لكل فعالية في درجة حرارة  /) وحدة 400، 40 ، 4على فعالية نھائية من الانتروسين (
مليلتر  0.1حب من كـل فعالية وبمـدد زمنية مختلفة ) ساعة، س24،  4،  2،  1.5،  1،  0.5،  0لمدد متعاقبة شملت (

  من المزيج واجريت عليه تخافيف عشرية وحسب العدد الحي للخلايا البكترية بطريقة عد الاطباق.
 دراسة الفعالية التحللية للانتروسين تجاه بكتريا الاختبار

(المنشطة مسبقا) بنسبة E.coliو L. monocytogenesلقح وسط مرق نقيع القلب والدماغ بلقاح بكتريا الاختبار 
37%  وحضنا في درجة حرارة1   ساعات. 5م لمدة ْ

سحب حجم معين من عالق خلايا كل نوع من بكتريا الاختبار ومزج مع حجم معين من الانتروسين للحصول على 
ة الغرفة لمدد متعاقبة وحدة / مليلتر حضن المزيج لكل بكتريا بالفعالية المطلوبة في درجة حرار 400فعالية نھائية 

) ساعة ثم درست الفعالية التحللية للانتروسين تجاه بكتريا الاختبار اعتماداً 24،  4،  2،  1.5،  1،  0.5،  0شملت (
على معدل الانخفاض في العكارة بالنسبة لعالق خلايا بكتريا الاختبار وذلك من خلال قراءة طيف الامتصاصية لكل 

.ولغرض حساب النسبة المئوية للتثبيط بعد فترات التعريض المذكورة [8]نانومتر 600لموجي مدة زمنية عند الطول ا
  استخدمت المعادلة الاتية:
  X100 عدد الخلايا / مليلتر في الزمن المطلوب –عدد الخلايا / مليلتر في زمن الصفر النسبة المئوية للتثبيط= 

  عدد الخلايا / مليلتر في الزمن صفر                                                         
  عدد مرات الاختزال في الدورة اللوغارتمية =
  العدد اللوغارتمي في الزمن المطلوب -العدد اللوغارتمي في زمن السيطرة( الصفر) 
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  موجبة وسالبة لملون غرامالفعالية التحللية للانتروسين تجاه جدار الخلايا المعزولة من بكتريا 
الحساسة تجاه E.coliو  L.monocytogenesاختبرت فعالية الانتروسين الحالة لجدار الخلايا المعزولة من بكتريا 

 9 ]، [ 7 التي لم تظھر حساسية تجاه الانتروسين وباتباع الطريقة الموصوفة في .Shigella spالانتروسين وبكتريا 
 . ]6[مع بعض التحويرحسب ماجاء في

عند قراءة الامتصاصية  0.4عالق الجدار المستخلص لكل بكتريا ليعطي كثافة ضوئية  خففبعد الاستخلاص 
نانومتر. تم مزج حجوم متساوية من معلق  الجدار لكل بكتريا مع  محلول   600الضوئية على الطول الموجي 

ـة حرارة الغرفـة وقيس وحدة / مليلتر. وحضـن المزيج في درج 400الانتروسين  ليعطي  فعالية  نھائية  للانتروسين 
و  40و  20و  0نانومتر ولمدد زمنية مختلفة ( 600الامتصاص الضوئي لعـالق الجدار المعامـل عند طول موجي 

) حيث أضيف يطرة موجبة ( محلل للجدار الخلوي) كسLysozyme) دقيقة، وقد استخدم الانزيم الحال (120و  80
) ملغم / مللتر واتبعت نفس الخطوات المذكورة اعلاه في 300ل للخلايا (بدلا من الانتروسين , وحضربالتركيز المحل

 طريقة التقييس. 
  الفعالية الحالة للدنا

استخدمت طريقة الاقراص في التحري عن قابلية الانتروسين المنقى في امتلاك الفعل الانزيمي المحلل للدنا لبكتريا 
  .  ]6[مع بعض التحوير وحسب ماجاء في  ]10[باتباع الطريقة المذكورة في E.coliوL.monocytogenesالاختبار

 الفعالية الحالة للغشاء الخلوي
بالتحري عن قابلية الانتروسين المنقى في تحطيم الغشاء الخلوي لبكتريا الاختبار  ]11[اتبعت الطريقة الموصوفة في 

بطريقة النشر ثم وزعت  E.coliو  L.monocytogenesزلة اذ زرع وسط الفنولفثالين ثنائي الفوسفات الصلب   بالع
 18م لمدة 37ْبدرجة حرارة قوحدة/مليلتر حضنت الاطبا 400الاقراص المشبعة بالانتروسين المنقى وبفعالية نھائية 

، ان ظھور اللون الوردي البراق حول  NaOH% 40ساعة وبعد انتھاء مدة الحضن اضيفت قطرات من محلول 
  روسين دلالة على ايجابية الفحص.اقراص الانت

  النتائج والمناقشة 
المعزولة محليا من عينة ادرار اخذت من  U36Enterococcusfaecalisاختبرت القابلية التثبيطية للعزلة المحلية 

بار مرضى يعانون من التھابات السبيل البولي على الاوساط الصلبة بطريقة الانتشار بالاكار تجاه عزلات بكتريا الاخت
يمتلك فعالية  U36Enterococcusfaecalisقيد الدراسة . وقد اظھرت النتائج ان الانتروسين المنتج من بكتريا 

 , Staphylococcusaurausتثبيطية ضد الممرضات البكتيرية المسببة لتلوث الاغذية والتي تضمنت 
Listeriamonocytogenes وStreptocooussp.  وE.coli  وBacillus subtilis  بالاضافة لامتلاكة الفعالية ،

 Lactic acidالمثبطة لعدد من الانواع البكتيرية القريبة الصله وتلك التي تعود للبكتريا المنتجة لحامض اللاكتيك 
bacteria  والتي شملتEnterococcus faecalis  وLactococcuslactis  وLactobacillus fermentum 

  ).1(جدول 
  

   Wellالمنتجة للانتروسين ضد عزلات بكتريا الاختبار بطريقة الانتشار   E. faecalisU36) : قابلية العزلة المحلية 1جدول(
Diffusion Method   في وسط نقيع القلب والدماغ السائل  

Micoorganism Sensitivityb 
Enterococcus faecalis S10 +++ 
Escherichia coli  ATCC 25923 ++ 
Lactobacillus fermentum +++ 
Lactococcuslactis subsp. lactis ++ 
Listeria monocytogenes +++ 
Bacillus subtillis + 
S.aureus ++ 
Streptococcus sp. + 
Streptococcus pneumoniae ++ 
b +, sensitive to enterocins u36 (+(10-15)mm, ++(16-20)mm, and +++(21-25)mm reflect the 
degree of sensitivity); , resistant to enterocins u36. 
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الذي كان فعالا ضد  E.faecalis IUTA4عند انتاج البكتريوسين من  ]12[وتتفق ھذه النتائج مع ماوجده 
Lactobacillussp.  وL. monocytogenes  الى ان اغلب انواع البكتيريوسينات المعزولة من ]13[.لقد اشار

بكتريا حامض اللاكتيك والتي من ضمنھا المكورات المعوية فعالة ضد عدد من انواع البكتريا الملوثة  للاغذية منھا 
L. monocytogenes  ان الانتروسين  ]14[. فيما بين وعلية يمكن استخدامھا كمواد حافظة في الصناعات الغذائية

RJ-11  المنتج منE.faecalis RJ-11  ذو فعالية واسعة الطيف ضد سلالات البكتريا الموجبة لملون غرام مثل
S.aureus  وEnterococcus spp.  وLc.lactis وBacillus spp. الى ان اغلب الانواع  ] 15[. وھذا ما اكدت

ورات المعوية البرازية تمتلك فعالية ضد البكتريا الموجبة لملون غرام مثل المنتجة للانتروسين من بكتريا المك
Lactococcusspp  وL. monocytogenes  وLactobacillus spp وS. aureus 

 والية عملهU36 دراسة الفعل التثبيطي للانتروسين
 على حيوية بكتريا الاختبارتاثير الانتروسين 

) وحدة/مليلتر على حيوية بكتريا الاختبار 400, 40,  4بفعاليات مختلفة ( U36اختبر تاثير الانتروسين 
L.monocytogenes(الموجبة لملون كرام ) وE.coli)  (من خلال حساب العدد الحي لھا بمدد السالبة لملون كرام

ة المحلية المنتج  من العزل U36 ) ان الانتروسين 1زمنية مختلفة .  وقد اظھرت النتائج الموضحة في شكل (
EFU36 تاثير مثبطا لخلايا بكتريا الاختبار اذ لوحظ حدوث انخفاض فـي اعداد الخلايا الحية لبكتريا  يذ

L.monocytogenes  8.9الى x210  بعـد تعـريض ھـذه الخلايـا الـى  99.71خلية / مليلتر وبنسبة تثبيط %
 3.1x510قـارنة بالسيطرة (بدون معاملة) والبالغ عددھا وحدة / مليلتر لمـدة نصـف ساعـة م 400الانتروسين بفعالية 

ساعة من المعاملة  . ولم يسجل حدوث انخفاض كبير  2خلية/ مليلتر. وقد بلغ عدد الخلايا الحية صفرا بعد مرور 
 x 4لحية من  وحدة / مليلتر اذ انخفض عـدد الخلايا ا 40و  4باعداد الخلايا الحية لھذه البكتريا بعد المعاملة بالفعالية 

على  )%  97.93% و  87.1(وبنسب تثبيط  ) x310 6.4و x   10  4 4(خلية/ مللتر في زمن صفر الى  510
 (3.1التوالي بعد نصف ساعة من المعاملة , واستمر العدد الحي بالانخفاض التدريجي بزيادة مدة التعرض عندما بلـغ 

x 310     1و x 10 2 ( من المعاملة بفعالية ساعة 2خلية / مليلتر بعد ) 99(وحدة / مليلتر وبنسبة تثبيط  )40، 4، 
% عندما انخفض العدد الحي  99.99التعرض بلغت نسبة التثبيط  مدةساعة من  24وبعد  , % على التوالي )99.96

ضباعداد وحدة/ مليلتر في حين لم يلاحظ حدوث انخفاض ملحو 40خلية / مليلتر بعد المعاملة بفعالية x 10 1.5الى 
عند E.coliح ايضا على بكتريا الاختبار ـوحدة / مليلتر . وكان تاثير الانتروسين واض 4الخلايا عند المعاملة بفعالية 

ي العـدد الحي ـظ حدوث انخفاض تدريجي فـ) اذ لوح 2(  ) وحدة / مليلتر شكل 400,  40,  4المعاملة بالفعاليات (
 x 310، 2x 310 ،1.5   x 3 / مليلتر في زمن الصفر ( معاملةالسيطرة ) الى خلية3.7x 510   من ـةلخلايا البكتري

ن ـعلى التوالي بعد نصف ساعة م %)99.95, 4599.,  99.18ب تثبيط (ـى التوالي وبنسـخلية/ مليلترعل 210
وحدة / مليلتر  400بفعالية  U36التعريض اظھرت المعاملة بالانتروسين  مدةوباستمرار  , لاهـالمعاملة بالفعاليات اع

وحدة / مليلتر اللتان اظھرتا  )40، 4(مقارنة بالفعالية  من التعرض ساعة 24 مدةتاثير مثبطا على الخلايا الحية بعد 
  ھما على التوالي . ي% لكل99.95% و 99تاثيراقل عندما بلغت نسبة التثبيط 
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التي من خلالھا تم التوصل الى ان  ]16[وتتفق ھـذه النتائج مع النتائج المستحصل عليھا مـن دراسة اجريت من قبل 
تعد المثلى في تاثيرھا على الخلايا  ةمعين فعاليةللبكتريوسين يعطي فعالية تحللية اعلى وصولا الى  الفعالية زيادة

دد خلايا ـع عـم الفعاليـةذه ـي ھـي عدد جزيئات البكتريوسين فـناسب فى تـد يعزى ھذا الـالبكترية الاختبارية  . وق
خلية / مليلتر لكي  )610 -10 5 ( ا قليلة تتراوح مابينـل ان تكون اعدادھـه والتي يفضـبكتريا الاختبار الحساسة ل

 يظھر البكتريوسينفعله القاتل . 
في دراسة اجريت على الاجبان المجمدة حين وجد ان الانتروسين المنتج من بكتريا [17] وھذا مااكده في  

E.faecalis /مليلتر ) من  قد سبب انخفاضا في اعداد البكتريا الملوثة للاجبان بما يوازي زيادة الفعالية ( وحدة
عزلة مثبطة  16ت المثبطة اذ بلغ ي عدد العزلاـاثير ايضا فـي معاملتھا وكان لمدة المعاملة تـالانتروسين المستخدم ف

عزلة   21ى ـدد العزلات المثبطة الـوحدة / مليلتر وارتفع ع 400ن المعاملة بفعالية ـساعات م 6بعد  21ن مجموع ـم
  ن الفعالية اعلاه . ـساعة م 24د مرور ـ% من العزلات بع100مانسبته 

  الفعالية التحللية للانتروسين تجاه بكتريا الاختبار 
المنماة في الطور  E.coliو  L.monocytogenesعلى تحليل خلايا بكتريا الاختبار  U36تاثير الانتروسين  درس

 400خلية /مليلتر على التوالي وبفعالية مثلى8x710 و 5.1x710ساعات ) وصولا الى عدد حي 5اللوغارتمي ( 
  .وحدة/ مليلتر ولمدد زمنية مختلفة 

ى تثبيط ـوحدة / مليلتر عل 400بفعالية تحلل   U36 ) قابلية الانتروسين2( اظھرت النتائج الموضحة في جدول فقـد
    7.7من لوغارتم  L.monocytogenesا ـلبكتري ةـا الحيـداد الخلايـع ى خفضاـا ادت الـا الاختبار عندمـبكتري ـونم

 عة اي اختزل حوالي ثلاثة دورات لوغارتمية وبنسبة تثبيطبعد مرور نصف سا 4.34( بدون معاملة ) الى لوغارتم 
في معاملة السيطرة (بدون اضافة الانتروسين) .   8.3% في حين ازدادت اعداد الخلايا الحية الى لوغارتم  43.6

ي ـف L.monocytogenesفي احداث انخفاض تدريجي في العدد الحي لخلايا بكتريا  U36ان لتاثير الانتروسينـوك
د ـي حين بلغت نسبة التثبيط بعـ% ف  61ساعات وبنسبة تثبيط  4بعد  3ى لوغارتم ـا وصل الـور اللوغارتمي عندمالط
  .دورات لوغارتمية  6اذ اختزلت حوالي  2% وبعدد حي لوغارتم 74ن المعاملة ـساعة م 24

رافق الزيادة في النسبة المئوية نانومتر  600 كما لوحظ انخفاض في قيم الامتصاصية الضوئية عند الطول الموجي
  . ن التعرضـع زمـا قورنت النسبة المئوية للعكارة مـ) عندم3ذا مايوكده شكل ( ـللخلايا الميتة وھ
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 U36دقيقة من المعاملة بالانتروسين 30% بعد 27.84فقد بلغت نسبة تثبيط الخلايا الحية  E.coli اما بكتريا الاختبار
في معامل السيطرة( بدون معاملة )   7.9لتر اذ انخفض فيھا عدد الخلايا الحية من لوغارتم يلوحدة / م 400بفعالية 

لحين وصولھا الى لوغارتم  ءقصت اعداد الخلايا ببطالوغارتمية عندھا تندورة  2حيث اختزلت  5.7الى لوغارتم 
الخلايا الحية عندما بلغت لوغارتم % ولم يسجل انخفاض كبير باعداد 55.69ساعات وبنسبة تثبيط  4بعد مرور   3.5

  ).3(  جدول لةـة من المعامـساع 24بعد مضي  3
ارة ( نسبة الخلايا الميتة ) مـع مـدد ـة للعكـة المئويـة النسبـا تمت مقارنـعندم [4]ل ـي شكـذا ما لوحظ ايضا فـوھ

  التعرض . 
سلك سلوكا مثبطا للبكتريا اذ اعتمد في تاثيره  U36الانتروسينمن النتائج اعلاه ونتائج التجربة السابقة يظھر لنا ان 

على نوع بكتريا الاختبار وعلى مقدار الفعالية  (وحدة / مليلتر ) ومدة المعاملة . اشارت العديد مـن الدراسات الى 
 AS–48البكتريوسين رية منھا والبكتريوسين المنتج منيامتلاك البكتريوسين للفعالية القاتلة والمحللة للخلايا البكت

  . E. faecalis J-11 [ 19]المنتج من  EJ–11والانتروسين,   E. faecalis [18 ]المنتج من
ساعات من  8بعد مرور  L. monocytogenesيثبط بكتريا  E. faecalisالمنتج من  4ان الانتروسين  [20]لقد وجد

 فقد عامل بكتريا الاختبار ]21[. اما  دورات لوغارتمية 3وحدة/ مليلتر باختزاله  400المعاملة بفعالية 
L.monocytogenes  بالبكتريوسينV24  المنتج منV24E. faecalis 1.44هـلال اختزالـن خـا مفيھاثر عالية بف   

  دورة لوغارتمية على التولي. 2.03و
الخلايا الھدف حسب مراحل او  اطوار النموالبكتيري حيث تكون الخلايا اكثر حساسية  فييختلف تاثير البكتريوسين 

للبكتريوسين في طور التضاعف اللوغارتمي مقارنة مع الاطوار الاخرى فالبكتريا في ھذا الطور في حالة انقسام 
  .  ]22[وسين  اضافة للتغيرات في غلافھا يجعلھا اكثر حساسية للبكتري

  

  في الطور L.monocytogenesمليلتر في بكتريا الاختبار /وحدة  400المنقى لفعالية  U36) : التاثير التحللي للانتروسين 2جدول (
 زمنية مختلفة مدداللوغارتمي في 

مدة التعرض 
 للانتروسين

العدد 
اللوغارتمي 

للبكتريا 
 المعاملة

العدد 
اللوغارتمي 
 للسيطرة

النسبة 
المئوية 
 للتثبيط

الاختزال في 
عدد الدورات 
 اللوغارتمية

الامتصاصية 
) D0الضوئية (

 نانومتر) 600(

النسبة المئوية 
 للخلايا الميتة

 0.0 0.9 – 0.0  7.7 7.7 ساعات) 5صفر (
 13.34 0.78 3.36 43.6 8.3 4.34  ساعة  0.5
 22.32 0.7 3.7 48.1 8.5 4  ساعة     1

 24.45 0.68 4.2 54.6 8.8 3.5  ساعة  1.5
 31.12 0.62 4.5 58.4 8.85 3.2  ساعة    2
 42.23 0.52 4.7 61 8.9 3  ساعة    4

 78.89 0.19 5.7 74 9 2  ساعة  24
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  في الطور اللوغارتمي فيE.coliرمليلتر في بكتريا الاختبا/ وحدة 400المنقى لفعالية  U36التاثير التحللي للانتروسين : ) 3جدول  (
  زمنية مختلفة مدد

مدة التعرض 
  للانتروسين

العدد 
اللوغارتمي 

للبكتريا 
  المعاملة

العدد 
اللوغارتمي 
  للسيطرة

النسبة 
المئوية 

  للتثبط (%)

الاختزال في عدد 
الدورات 
  اللوغارتمية

الامتصاصية 
الضوئية 

(OD))600نانو
  متر)

النسبة المئوية 
  للخلايا الميتة

  –  0.9  – )(0.0  7.9  7.9  ساعات) 5صفر (
 10 0.81 2.2  27.84  8  5.7 ساعة  0.5

 15.56 0.76  3.2  43.04  8.3  4.5  ساعة    1
 17.78  0.74  3.8  48.1  8.6  4.1  ساعة 1.5

  17.78 0.74  3.9  49.36  8.7  4  ساعة    2
 34.45 0.59  4.4  55.69  9 3.5  ساعة 4
 64.45 0.32  4.9  62.03 10  3  ساعة  24

 

  الفعالية المحللة للدنا    
وھو تحليل الدنا وقد اظھرت النتائج عدم امتلاك  U36للكشف عن احد اليات عمل الانتروسين DNaseاستخدم وسط 

   400ھذا النوع من الانتروسين الفعل المحلل للدنا حيث لم تظھر ھالة شفافة حول القرص المشبع بالانتروسين (فعالية 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ا وذلك بظھور منطقة شفافة حول القرص نالمحللة للد S. aureusوحدة / مليلتر) عند مقارنتھا بالسيطرة الموجبة 
  غير المحللة للدنا . S. epidermidesري والسيطرة السالبة يالحاوي على النمو البكت

  الفعالية الحالة للغشاء الخلوي  
في تحليل الغشاء  U36في الكشف عن الية عمل الانتروسيناستخدم وسط اكارالفينولفثالين ثنائي الفوسفات 

 بفعالية المنقى 36Uالسايتوبلازمي حيث تعد طريقة بسيطة وسريعة الاستخدام وقد اظھرت النتائج امتلاك الانتروسين
وحدة / مليلتر القابلية على تحطيم الغشاء السايتوبلازمي وذلك بظھور اللون الوردي البراق حول قرص  400
ان تحلل الغشاء السايتوبلازمي لبكتريا الاختبار الحساسة   NaOH%   40نتروسين بعد اضافة الكاشف من محلولالا

البلازمي الـى الوسط الصلب الحاوي على  غالموجود في الفرا (ALP)ادى الى افراز وانتشار الفوسفتاز القاعدي 
الـى تحريرمـادة الفينولفثالين بصورة حـرة الـى  ن ثم حصول التفاعل الانزيمي الذي يؤديـالمادة الاساس له وم

.وھـذه النتيجة تتفق ]11[الوسـط ، وعند المعاملة بالقاعدة يرتفع الرقم الھيدروجيني ممـا يسبب ظھور اللون البراق 
ـك ه الباحثون ان اغلب انـواع البكتريوسينات التي تعـود الـى مجموعـة بكتريا حـامض اللاكتيـمـع ما توصـل الي

  .تمتـلك الفعالية المحللة للغشاء السايتوبلازمي  
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  المنقى تجـاه جـدار خلايـا بكتريا الاختبارالموجبة والسالبة لملون كرامU36فعاليـة الانتروسين 
 E.coliتجاه الخلايا المعزولة من بكتريا الاختبار  EFU36المنتج من العزلة المحلية U36 درست فعالية الانتروسين 

وحدة /  400بفعالية U36. وبينت النتائج عدم وجود تأثير للانتروسين .Shigella spو  L.monocytogenesو 
على الرغم من حساسية ھذه  E.coliوL.monocytogenes مليلتر تجاه الجدار الخلوي لكل من بكتريا الاختبار 

التي لم  Shigellaspالمنقى. وايضا انعدام الفعالية تجاه جدار بكتريا  U36العزلات تجاه الفعل التحللي للانتروسين
, وقد سجل اختزال بسيط في درجة العكارة من خـلال الانخفاض بقيم U36 تتأثر بالفعالية المثبطة للانتروسين 

 U36ن ) والمعامل بالانتروسي5( شكل L.monocylogenesالامتصاصية الضوئية للـجدار المعزول مـن بكتريا 
مليلتر مقارنة بمعامل السيطرة السالبة والمتمثلة بجدار الخلية غير المعامل بالانتروسين والسيطرة  وحدة/ 400بفعالية 

ً في قيم  (Lysozyme)الموجبة الذي يمثل جدار الخلية المعامل بالانزيم الحال  ً واضحا والذي سجـل انخفاضا
  الامتصاصـية الضوئـية.

 )7 (شكل .Shigellasp) وبكتريا 6 (شكل E.coliار  المعزول  مـن  بكتريـا الاختبار كمـا لـم يتأثر الجد
، فـي الوقت نفسه اظھر الجدار المعزول لكـلا النوعين تحللاً بالانزيم الحال وخاصة جدار الخلية U36بالانتروسين 

الھدف الاساس للفعالية ضد البكترية . وفي ضوء النتائج اعلاه أستدل ان جدار الخلية لا يمثل  السالبة لملون كرام
انما يستھدف الغشاء   DNA،  ولا يمتلك تأثير على  الـ EFU36  المنتج  من  العزلة  المحلية  U36للانتروسين 

  الخلوي للبكتريا في الية عمله باعطاءه نتيجة ايجابية من خلال الاختبار الذي اجري بھذا الخصوص.
الحديثة ان الية عمل البكتريوسينات التي تعود الى البكتريا الموجبة لملون كرام الدراسات  العديد منوقد أشارت 

   .تتركز على النفاذية للغشاء السايتوبلازمي دون حاجتھا الى مستقبلات خاصة في الجدار الخلوي
يمتلك الية عمل  E.faecalis S-48 sub sp.liquefaciensالمنتج من  AS-48ان البكتريوسين [ 18 ]قد وضح  

على الغشاء السايتوبلازمي من خلال احداث فتحات في الغشاء تودي الى تدفق الايونات من الخلية وبالتالي تحللھا 
 .وموتھا
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