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دراسة تأثير مستخلصات الاكتينومايسيتات المعزولة من التربة على نمو انواع معينة من البكتريا 
ايمان محمد جار الله

كلية العلوم- جامعة بابل

الخلاصة

تم عزل 30 عزلة اكتينومايستيات مختلفة من ثلاثة انواع من الترب ( زراعية ، رملية وملحية) في مدينة الحلة. وقد شخصت العزلات بالاعتماد على الصفات المظهرية والفحوصات الكيمياوية الحيوية وقد وجد انها تابعة للانواع Saccharopolyspora erythara  و Streptomyces griseus و  Streptosporangium sp. . اختبرت فعالية المستخلصات الخام لهذه العزلات على تثبيك نمو ثلاث انواع بكترية هي Staphyllococcus aureus و Escherichia Ecoli و Bacillus subtilis ولثلاث تراكيز 10 و 50 و 100 مايكروغرام/ مل وقد وجد ان اكثر الانواع تثبيطاً لنمو البكتريا هو Sac. Erythara بدلالة معدل قطر منطقة انعدام النمو. 
Abstract

Thirty isolates of different types of Actinomycetes were isolated from three types of soils (cultural , sandy and salty soils) in Hilla city. These isolates were identified depending on morphological properties and biochemical testes into three types which were Saccharopolyspora erythara , Streptomyces griseus and Streptosporangium sp. The activity of crude extractions of these isolates was studied for inhibition of growth of three bacterial species which were Staphylococcus aureus, Escherichia coli  and  Bacillus subtilis at three concentrations 10, 50 and 100 
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g/ml. The most active isolate was Sac. Erythara according to the range of inhibition zone diameters. 
المقدمة 

الاكتينومايسيتات احياء مجهرية احادية الخلية تعود الى مجموعة بدائية النواة Prokaryotes وتضم انوعاً هوائية المعيشة وانواعاً اخرى لاهوائية اختيارية وهناك انواع لاهوائية مجبرة، قليل منها متحركة ومعظمها رمية المعيشة ، غير ممرضة ، موجبة لصبغة كرام، متفرعة تتكاثر بطريقة التبرعم او تكوين الابواغ (Aranjo et al., 2000). 
تضم رتبة Actinomycetales عائلتين مهمتين هما Actinomycetaceae غير منتجة للسبورات و Streptomycetaceae منتجة للسبورات بشكل سلاسل وتضم معظم الانواع المنتجة للمضادات الحياتية (Kieser et al., 2000). 
تنتشر الاكينومايستيات بشكل واسع في الطبيعة، ويمكن عزلها من مختلف البيئات وبقايا النباتات والحيوانات اذ انها لاتحتاج الى عوامل نمو اضافية growth factors، وكذلك لها القدرة على استهلاك مصادر كربونية ونتروجينية متعددة (Sessitch et al., 2001). 

تلعب الاكيتينومايستيات دوراً مهماً في الطبيعة فهي تقوم بتحليل المواد العضوية في التربة وتقوم بربط جزيئات الطين بواسطة الخيوط الهايفية بعضها ببعض معطية تربة متماسكة صالحة لانتاج المحاصيل الزراعية (Larran et al., 2002). 
اما اكثر الوظائف اهمية فهي قابليتها على انتاج المضادات الحياتية Antibiotics. والمضادات الحياتية التي تنتجها عائلة Streptomycetacea عبارة عن نواتج ايضية مايكروبية ذات وزن جزيئي واطيء ( يبلغ عدة الالف دالتون) تعمل على تثبيط نمو مايكروبات اخرى بتراكيز واطئة. ولا تتضمن مجموعة المضادات الحياتية الانزيمات مثل انزيم اللايزوزايم او الجزيئات البروتينية المعقدة التي تمتلك خواص مضادة للاحياء المجهرية (Franco and Coutinho, 1991). 

الهدف من البحث
 عزل اكتينومايسيتات منتجة للمضادات الحياتية من التربة قيد البحث ودراسة تأثير مستخلصاتها الحاوية على المضادات الحياتية على نمو انواع معينة في البكتريا ومحاولة تنقيتها وتجفيدها في دراسة لاحقة لغرض استخدامها في معالجة بعض الحالات المرضية. 
المواد وطرق العمل
1- جمع عينات التربة

تم اتباع طريقة (Matsumoto et al., 1998)، حيث جمعت 30 عينة تربة في اكياس نايلون نظيفة من مناطق متفرقة من مدينة الحلة وبانواعها الثلاثة الزراعية والرملية، والملحية. 

2- عزل وتشخيص الاكتينومايسيتات

اتبعت طريقة التخفيف وصب الاطباق Pouring plate technique لغرض العزل والعد الحي للاكتينومايسيتات وكما جاء في (Hayakawa et al., 1991) باستعمال وسط Malt-(MYE) extract – Yeast extrat agar. 
وبعد الحصول على عزلات منفردة شخصت العزلات حسب (Holt et al., 1994). 

3- فصل وتنقية مستخلصات الاكتينو مايسيتات

اتبعت طريقة Weinstein and Wagman (1978) في فصل وتنقية المستخلصات، وتتلخص الطريقة في تحميص سائل التخمير باستخدام حامض الكبرتيك ثم يعدل الاس الهيدروجيني باستعمال (NaOH). يضاف الفحم الحيواني بعدها ويرشح المستخلص الخام ثم يغسل بالاسيتون المحمض وتضاف كميات اخرى من الاسيتون بشكل دفعات حتى يتكون راسب، بعدها يضاف وزن (0.2) غم من حامض الكبريتيك فيتكون راسب اصفر وتعاد اذابته باقل كمية من الاسيتون المحمض بحامض الكبريتيك ثم يعدل الاس الهيدروجيني الى (4.7) بواسطة محلول 1 عياري NaOH ويجفف بطريقة التجفيد Lyophilization. 

4- اختبار تاثير مستخلصات الاكتينومايستيات على الانواع البكتيرية:-

 درست الفعالية التثبيطية للمستخلصات ضد ثلاثة انواع بكتيرية هي Staphyllococcas aureus و Bacillus و Escherichia coli ( والمجهزة من قسم علوم الحياة/ جامعة بابل) كل على حده، بواقع ثلاث مكررات لكل نوع وبطريقة الحفر (Williams and Davis , 1985) Wells. 
النتائج والمناقشة

تم عزل 30 عزلة مختلفة من الاكتينومايسيتات من ثلاث انواع من الترب في مدينة الحلة ( جدول -1)، وقد تبين ان الترب الزراعية كانت اكثر انواع الترب احتواء على الاكتينومايسيتات بانواعها حيث عزلت منها 19 عزلة (63.3% ) مقابل 8 عزلات من الترب الرملية (26.6%) و 3 عزلات من الترب الملحية (10%)، وربما يعود السبب في ذلك الى ان الترب الزراعية تكون غنية بالمواد العضوية والمعادن الضرورية لنمو الاحياء المجهرية بصورة عامة والاكتينومايسيتات بصورة خاصة (Okazaki et al., 1995) وقد اشار Gupta وجماعته (1995) الى ان وجود الاكتينومايسيتات في الترب المزروعة يلعب دورا في حماية النباتات من الممرضات النباتية ، كما تنتج متأيضات ثانوية تؤثر في نمو وفسلجة النبات. 
شخصت العزلات بالاعتماد على الصفات المظهرية والفحوصات البايوكيميائية وقد تبين انها تعود الى ثلاثة انواع من الاكتينومايسيتات (جدول -2) هي: streptosporangium sp. و Streptomyces griseus و Saccharopolyspora erythara وبالرجوع الى جدول -1- يتبين ان النوع erythara . Sac هو الاكثر انتشارا في التربة (18 عزلة) حيث شكلت نسبة (60%) ، بينما كانت عدد العزلات النوع الثاني S. griseus (8) عزلات وشكلت نسبة (26.6%) ، اما عدد عزلات S. spp. فقد كانت (4) عزلات فقط وشكلت نسبة (13.3%) وهذه النتائج تتفق مع ما توصل اليه Sardi وجماعته 1992 حيث كانت نسبة عزلات Saccharo polyspora من التربة 66% مقابل 24% نسبة Streptomyces spp. ، كما تتفق هذه النتائج مع Coomb و Franco (2003) حيث وجد ان جنس Saccharopolyspora هو الاكثر تكرارا في الترب الزراعية حيث شكل نسبة 55% من مجموع عزلات الاكتينومايسيتات. 
وعند اختبار قابلية المستخلصات الخام العزلات المختلفة المعزولة في هذه الدراسة على تثبيط نمو ثلاث انواع من البكتريا هي Staphyllococcus aureus و Bacillus subtilis و Escherichia coli وجد ان 17 عزلة أي ما يعادل نسبته 56.6% من مجموع 30 عزلة كانت لها فاعلية تثبيطية ضد نمو واحد او اكثر من الانواع البكتيرية (جدول -3) . ويتضح من الجدول المذكور ان النوع Sac. Erythara هو الاكثر كفاءة بدلالة نصف قطر انعدام النمو، وربما يعود السبب في ذلك الى قدرته على انتاج المضاد الحياتي الارثومايسين بنوعية A و (Krist et al., 1991) (Eaythromycin A&B)B. 
وقد اعطت المستخلصات الخام للعزلات C11 و S20و S26 و C25 و C30 وبتركيز 100 مايكروغرام/مل اكبر فعالية في تثبيط نمو البكتريا بدلالة اقطار منطقة انعدام النمو حيث بلغت 20.2 و 21.1 و 21.1 و 18.39 و 22.8 ملم بالنسبة لبكتريا S. aureus (جدول -4). 

وعند مقارنة هذه النتائج مع تاثير مضادات حياتية معروفة مثل الستربتومايسين على سبيل المثال من ناحية تصنيف البكتريا المعاملة الى حساسة او مقاومة نلاحظ في حالة الستربتومايسين تعتبر البكتريا المعاملة حساسة لذلك المضاد Sensitive اذا كانت منطقة انعدام النمو حول قرص المضاد الحياتي 15 ملم او اكثر (NCCL, 1993). 

وقد اثبت الاختبار الحيوي للمستخلص الخام لعزلات الاكتينومايسيتات فاعلية واضحة في تثبيط نمو الانواع البكتيرية قيد البحث. وقد كانت بكتريا E.coli اكثر الانواع حساسية لمستخلصات جميع عزلات الاكتينومايسيتات المعزولة في هذه الدراسة (جدول -4) وقد يعود السبب في ذلك الى صفاتها الفسلجية كونها عصيات صغيرة غير مكونة للسبورات وحساسة لاغلب المضادات الحياتية واسعة الطيف Broad spectrum antibiotic (Jawetzet al., 1987). 

وهناك دراسات مشابهة من ناحية استخدام مستخلصات الاكتينوميسيتات في القضاء على بعض الكائنات الحية الضارة كالدراسة التي اجرتها Al- Doori وجماعتها (1991) والتي سجلت فيها فاعلية مماثلة لمشتق النوع Streptomyces كمضاد ليرقات طفيلي Toxocara canis ، وقد اتفقت نتائجها مع النتائج الحالية من ناحية الفعل للمستخلص الخام. ومن ناحية اخرى سجل Regerton وجماعته (1999) فعالية مشابهة لمستخلص النوع نفسه من الاكتينومايسيتات كمادة مضادة للطفيليات والحشرات وبالرغم من ان ميكانيكية عمل المنتج الخام في تثبيط نمو البكتريا لاتزال تحت الدراسة الا ان فاعليته المضادة تشجع بترشيحه في دراسة السيطرة على خجمية الانواع البكتيرية. 

ومما تقدم يمكن اعتبار النتائج الحالية ايجابية الى حد كبير من ناحية تاثير مستخلصات عزلات الاكتينومايسيتات في تثبيط نمو الانواع البكتيرية وبالاخص العزلات C11وS20 وS26 وC25وC30 وبتركيز 100 مايكروغرام/مل.  
جدول رقم (1): انواع ونسب الاكتينومايسيتات المعزولة من الترب المختلفة

	النوع
	عدد العزلات
	المجموع
	النسبة

	
	الترب الزراعية
	الترب الرملية
	الترب الملحية
	
	

	Sacchara polyspora erythara
	10
	6
	2
	18
	60%

	Streptomyces griseus
	6
	1
	1
	8
	26.6%

	Streptosporangium sp.
	3
	1
	0
	4
	13.3%

	المجموع
	19
	8
	3
	30
	100%

	النسبة
	63.3%
	26.6%
	10%
	
	


جدول (2): الفحوصات البايوكيمياوية المعتمدة في تشخيص العزلات المختلفة من الاكتينومايسيتات

	          التشخيص المقترح للعزلات

الاختبارات
	Sac. erythara
	S.griseus
	Streptosporangium sp.

	صبغة كرام
	Ve+
	Ve+
	Ve+

	انتاج انزيم الكاتاليز
	-
	-
	+

	انتاج انزيم الاوكسيديز
	-
	-
	+

	انتاج انزيم اليوريز
	-
	-
	-

	تحليل النشأ
	+
	+
	+

	تحليل الجيلاتين
	+
	+
	+

	استهلاك السترات
	-
	-
	+

	انتاج غاز H2S
	-
	-
	+

	انتاج انزيم Lecithinase
	+
	+
	+

	انتاج جذر الاندول
	-
	-
	-

	تحلل كريات الهيمولايسين
	-
	+
	-

	انتاج حامض وغاز من الكلوكوز
	+
	-
	+

	السكروز
	-
	-
	+

	اللاكتوز
	-
	+
	+

	الانوسيتول
	-
	+
	-

	المالتوز
	-
	+
	-

	الكالاكتوز
	-
	+
	-

	المانيتول
	+
	-
	+

	الزايلوز
	+
	+
	+

	الرافينوز
	-
	-
	+

	اختزال النترات
	-
	-
	-


جدول رقم (3): الفعالية التثبيطية للاكتينومايسيتات المعزولة ضد الانواع البكتيرية
	النوع
	رقم العزلة
	S. aureus
	E. coli
	B. subtilis

	Sacharo polyspo erythara
	C3, C8
 C11 , C13, C14, C15, S20, C25  S26, C27, C30
	+
+

+
	+

+

+
	_
+

+

	S. griseus
	C1 , C2, S4, C6 

  S7
	+
+
	+

+
	+

+

	Strept. Sp.
	C5
	-
	+
	+


جدول رقم (4): معدل  قطر منطقة انعدام النمو للانواع البكتيرية بوجود مستخلصات عزلات الاكتينومايسيتات

	معدل قطر منطقة انعدام النمو (ملم)

	نوع العزلة
	نوع البكتريا
	S. aureus
	E. coli
	B. subtilis

	
	تركيز المستخلص (g/ml
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)
	100
	50
	10
	100
	50
	10
	100
	50
	10

	Saccharopolyspora eruthara
	

	C3 , C4
	13.2
	9.5
	7.2
	14.9
	12.1
	9.8
	-
	-
	-

	C8
	12.8
	10.1
	8.5
	14.5
	11.9
	7.2
	-
	-
	-

	C11
	20.2
	15.9
	12.1
	22.1
	16.7
	13.5
	16.8
	13.2
	10.8

	C13, C14, C27
	11.8
	9.2
	6.1
	18.8
	14.5
	10.3
	14.4
	12.3
	9.8

	S20, S26
	21.1
	19.0
	16.5
	22.5
	15.6
	13.9
	16.5
	13.7
	10.2

	C25
	18.3
	12.8
	9.2
	18.7
	13.8
	11.2
	16.9
	10.1
	8.2

	C30
	22.8
	18.1
	12.9
	23.9
	20.8
	18.5
	22.5
	19.9
	16.6

	Streptomyces griseus
	

	C1
	14.8
	12.1
	10.5
	16.8
	13.1
	10.5
	11.1
	10.0
	8.3

	C2
	16.5
	13.9
	12.0
	17.7
	15.5
	14.0
	10.8
	8.2
	6.1

	S4, S7
	12.5
	10.8
	8.3
	14.4
	12.6
	10.8
	11.5
	9.6
	7.4

	C6
	13.3
	11.6
	9.2
	16.7
	14.4
	12.8
	10.8
	8.6
	6.5

	Streptosporangium sp.
	

	C5
	-
	-
	-
	17.7
	15.1
	13.8
	4.5
	2.1
	1.6
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