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 المستخمص
عزلة  والتي تعود إلى جنس  50من أصل  Alkaline Proteaseعزلة من البكتريا المنتجة لأنزيم  25أمكن الحصول عمى 

Bacillus  من نماذج من ترب مختمفة أخذت من حقول كمية الزراعة/جامعة بغداد ومن منطقة العامرية في بغداد وأخضعت
 18و 17و 14مْ والعزلات  37المعزولة بدرجة  12و 11و 8و 6و 5و 2ىذه العزلات لعممية الغربمة الأولية إذ تميزت العزلة 

مْ بإنتاجيتيا العالية للأنزيم بدلالة أقطار اليالة المتكونو حول المستعمرات البكتيرية ليذه العزلات، ثم  55المعزولة بدرجة 
ىي أكفأ تمك العزلات إذ بمغت الفعالية الأنزيمية  MH12والتي رمز ليا  12أخضعت تمك العزلات لغربمة ثانوية فتبين أن العزلة 

 Vitek2تم تشخيص العزلة من خلال دراسة الصفات المظيرية المزرعية والمجيرية والتشخيص بجياز وحدة/مل.  81.00
compact system 16كما تم تأكيد التشخيض عمى المستوى الجزيئي لتمك العزلة بالتحري عن جينS rRNA  بإستخدام

 .Bacillus cereusة تعود إلى بكتريا ودراسة تتابعات القواعد النتروجينية. وأظيرت النتائج أن العزل PCRتقنية 
 2الفايتكجياز ، ، التشخيص الجينيالبروتييز القاعدي، عزلات الكممات المفتاحية:
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ABSTRACT 

Twenty-five bacteria isolates (Bacillus sp.) were isolated from different local sources (soil of 

college of Agriculture/university of Baghdad and from Amiriya); the obtained isolates were 

screened for their capabilities for producing alkaline proteases. It has been noticed that 

isolates designated (2,5,6,8,11,12 at 37°C) and (14,17 and 18 at 55°C) were showed high 

capability for producing alkaline protease. All isolates subjected to secondary screening. The 

results revealed that isolate (12) coded MH12 was the highest producers with enzyme activity 

of (81.00U/ml). The Identification tests of this isolate were carried out by studying 

morphological, microscopic characteristic and using of Vitek2 compact system. These tests 

were conformed by identification of 16S rRNA gene using PCR and its nitrogen base 

sequencing and the results revealed that the isolate was belongs to Bacillus cereus. 
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 المقدمة
ضمف أنزيمات التحمؿ  EC.3.4تصنؼ أنزيمات البروتييز 

وتتألؼ مف مجموعة كبيرة مف  Hydrolasesالمائي 
الأنزيمات التي تقوـ بتحميؿ البروتينات إلى ببتيدات وأحماض 
أمينية وىي مف الأنزيمات واسعة الأنتشار في الطبيعة إذ 

 .(8) توجد في الخلايا الحيوانية والنباتية والأحياء المجيرية
ونظراً لتخصصيا الواسع حياؿ مواد التفاعؿ فقد تميزت ىذه 

مات بالعديد مف التطبيقات خاصة في المجالات الغذائية الإنزي
 البروتييزات إذ تحتؿوالطبية والصيدلانية والصناعية الأخرى. 

مف إجمالي مبيعات 60% نسبة  وتشكؿ كبيرة صناعية ميةھأ
العالمي للأنزيمات.  الأنزيمات المختمفة في قطاعات السوؽ

الأحياء  مف التي مصادرىاوتبمغ أنتاج أنزيمات البروتييز 
المجيرية مئات الأطناف خصوصاً تمؾ المستخمصة مف بكتريا 

Bacillus ((7لأنزيـ .Alkaline Proteases  الذي أكتشؼ
ـ تطبيقات واسعة في المجاؿ الصناعي 1963لأوؿ مرة عاـ 

% مف الأنزيمات المسوقة تجارياً عمى 25إذ يشكؿ حوالي 
وكذلؾ في صناعة المستوى العالمي إذ يستخدـ مع المنظفات 

متحملات بروتينية ذات قيمة غذائية عالية مف مخمفات 
وفي صناعة  المجازر والأسماؾ والمواد البروتينية الرخيصة

تشير الدراسات إلى أف معظـ أنزيمات التنظيؼ . (5) الجمود
 .sppالمنتج مف  Alkaline Proteasesالتجارية ىو أنزيـ 

Bacillus  لما يتميز بو مف تحمميا لدرجات حرارة تصؿ إلى
. ولو نشاط في مدى واسع مف الأرقاـ  60أكثر مف  ْـ

 10.0الييدروجينية والتي قد تصؿ احياناً إلى اكثر مف 
المنتج مف معظـ  Alkaline Proteasesأنسين. يعد (10)

 الخمية خارج ىاإفراز الأحياء المجيرية مف الأنزيمات التي يتـ 
 الغشاء إلى الداخمي الغشاء مف واحدة بخطوة يريةالبكت

 Alkaline أنزيـ لأىمية نظراً . (9) مباشرة الخارجي

Proteases  في أستخداماتو   الصناعية والتجارية وتعدد 
التي أستيدفت  الدراسة ىذه جاءت فكرةف عدة مجالات

مف الأنزيـ  زيرةغعزلة ذات إنتاجية الحصوؿ عمى 
أستخداميا في إنتاج الأنزيـ في المراحؿ ومف ثـ  وتشخيصيا

 .اللاحقة
 المواد وطرائق العمل

أشتممت مصادر العزؿ عمى : عزل وتنقية عزلات البكتريا
جمعت مف الحقوؿ الزراعية التابعة الترب التي نماذج مف 

لقسـ البستنة وىندسة الحدائؽ وقسـ المحاصيؿ الحقمية لكمية 
الزراعة/جامعة بغداد أضافة إلى منطقة العامرية ببغداد. 
أجريت تخافيؼ عشرية لنماذج التربة وزرعت في وسط 

. حضت الأطباؽ Nutrient Agarالمغذي الصمب 
ساعة. تـ  48ْـ ولمدة  55ْـ و  37بدرجيتيف حراريتيف ىما 

المستعمرات المنفردة والتي تنطبؽ عمييا المواصفات أنتقاء 
وأعيد زراعتيا  Bacillusالمظيرية لبكتريا التابعة لجنس 

بطريقة التخطيط عمى الوسط نفسو وبواقع مكرريف لمحصوؿ 
عمى مستعمرات أكثر نقاوة، حضنت بدرجيتيف حراريتيف ىما 

 ساعة. 48ْـ ولمدة  55ْـ و  37
وسط حميب الفرز الصمب القاعدي  أستخدـ :الغربمة الأولية

% مف حميب الفرز إلى الآكار وضبط الرقـ 1بإضافة 
. لإجراء الغربمة الأولية لمعزلات وذلؾ 10.0الييدروجيني إلى 

بطريقة التخطيط وحضنت الأطباؽ عمى درجتيف حراريتيف 
ساعة. وتـ التعرؼ عف قابمية  48ْـ ولمدة  55ْـ و  37

مف خلاؿ  Alkaline Protease العزلات عمى إنتاج أنزيـ
قياس قطر منطقة التحمؿ وقطر منطقة النمو لكؿ عزلة عمى 

(، حيث أعتبرت ىذه النسبة مؤشراً أولياً عمى كفاءة 11أنفراد )
ضمف  Alkaline Proteaseالعزلات عمى أنتاج أنزيـ 

وقدرت كفاءة إنتاج العزلات للأنزيـ وفؽ  ظروؼ التجربة.
 :المعادلة التالية

                   قطر منطقة التحمؿ(سـ)                 
   قطر منطقة النمو(سـ)

كفاءة إنتاج العزلات للأنزيم=   

ح ضرت مزارع فتية بعمر  :/ إنتاج الأنزيمالغربمة الثانوية
ساعة مف العزلات قيد الدراسة والتي وقع عمييا  48لايتجاوز 

 مف مرحمة الغربمة الأولية في وسط المغذي السائؿ. الأختيار
مؿ بقياس أمتصاصية المزارع المنشطة  حسب عدد الخلايا/

نانومتر وبالأستعانة بمعادلة الخط  600 عند طوؿ موجي
وأجري التخفيؼ McFarlan. المستقيـ لممنحنى القياسي 

اللازـ لمحصوؿ عمى العدد المطموب أضافتو  مف الخلايا إلى 
 Casein 5و Glucose 10وسط الإنتاج الذي يتألؼ مف 

 1و K2HPO4 2و KH2PO4 2و Yeast extract 5و

MgSO4.7H2O أستخدمت  .9.0وبرقـ ىيدروجيني  غـ/لتر
الموصوفة و  Submerged Cultureطريقة المزارع المغمورة 

إذ  (.14)واخرون Sharmaو (9)وأخرون Nilgun قبؿ مف
مؿ مف وسط الإنتاج إلى دوارؽ زجاجية مخروطية  50نقؿ 
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مؿ يحتوي 2، أضيؼ الييا المقاح بحجـ مؿ 300سعة 
 Shaker في حاضنة ىزازةخمية/مؿ، وحضنت 1X107عمى

incubator  دورة/دقيقة وبدرجتيف حراريتيف إما 150بسرعة
  .ساعة 72 ْـ ولمدة 55ْـ أو 37

 أستخلاص الأنزيم
نتياء مف فترة بعد الأأستخمص الأنزيـ مف وسط الإنتاج 

وبدرجة  6700xgترسيب الخلايا بالنبذ المركزي ب الحضف
عتبر الراشح أو . أىمؿ الراسب دقيقة 20ولمدة   ْـ 4حرارة 

 ختيرتوأ نزيـفعالية الأت نزيـ. قدر المستخمص الخاـ للأ
عمى أساس فعالية الأنزيـ وحدة/مؿ،  نتاجالعزلة الاكفأ في الأ

 وأخضعت لفحوصات التشخيص.
 Sharma قدرت الفعالية حسب ماذكره: نزيمتقدير فعالية الأ 

الخاضعة مؿ مف المادة 1.8 وذلؾ بنقؿ  (15) وأخروف
وضعت في حماـ  ،ختبارأنبوبة ألى إ %1كازيف بتركيز لم

 0.2لييا إضيؼ أدقائؽ و  10ولمدة   ْـ 37مائي بدرجة حرارة 
. حضنت الانابيب بنفس درجة الحرارة محموؿ الأنزيـمؿ مف 
مؿ مف  3ضافة إوقؼ التفاعؿ بأدقيقة.  30ولمدة 

Trichloro acetic acid  حضر محموؿ  .5%بتركيز
ضافة المحموؿ أستثناء إبالطريقة نفسيا ب Blankالسيطرة 

. رشح محموؿ التفاعؿ عبر ورقة TCAضافة أنزيمي بعد الأ
وقيست لمتخمص مف الراسب  Whatman No.1 الترشيح 

نانومتر في جياز  280امتصاصية الراشح عمى طوؿ موجي 
عرفت وحدة  .Spectrophotometer المطياؼ الضوئي

نزيـ بالمممتر التي تعطي لأنيا كمية اأنزيـ عمى الفعالية للأ
صية عند طوؿ موجي في الإمتصا 0.001زيادة  مقدارىا 

 . أحتسبتنانومتر لكؿ دقيقة تحت ظروؼ التجربة 280
 :ىذه الدراسة مف خلاؿ المعادلة الآتيةفي نزيـ فعالية الأ

    الفعالية الأنزيمية )وحدة/مل( =

             
 

 إذ تمثؿ:
A: نانومتر 280متصاصية عمى الطوؿ الموجي الأ 

 مف تعريؼ وحدة الانزيـ: 0.001
  مدة التفاعؿ )دقيقة( :30
 نزيمي )مؿ(: حجـ المحموؿ الأ0.2

: MH12 الفحوصات التشخيصية لمعزلة المنتخبة
المنتخبة مجيرياً  العزلةحصت ف  : الفحوصات المجيرية

والتعرؼ  لصبغة كراـستجابتيا أبتصبيغيا بصبغة كراـ لتحديد 
 .بواغ )السبورات(وشكؿ الأ عمى شكؿ الخمية وتجمعيا

 الفحوصات المزرعية
درست خواص : طبيعة النمو عمى الوسط الصمب

 Nutrient Agarالمستعمرات النامية عمى الوسط الزرعي 
في درجة حرارة  حميب الفرز الصمب القاعديوالوسط الزرعي 

 المستعمرات شكؿساعة وقد تضمنت  48ولمدة   ْـ 37
 .رتفاعياوأ حافتياو  مظيرىاو  لونياو  حجمياو 

لقحت العزلة المنتخبة عمى : النمو عمى الوسط السائلطبيعة 
وحضنت عمى درجة حرارة  Nutrient Brothالوسط الزرعي 

متابعة طبيعة النمو عمى الوسط تـ ساعة و  48ولمدة   ْـ 37
 المذكور.

 تـ: 2الفايتك  بنظاوMH12 تشخيص العزلة المنتخبة 
 بإستخداـ Vitek 2 compact systemالتشخيص بنظاـ 

والتي يرمز  Bacillaceaeالعدة التشخيصية الخاصة لعائمة 
مف الفحوصات  اً فحص  46والحاوية عمى  BCLليا 

وفؽ تعميمات الشركة  طريقة العمؿ تبعتأو  الكيميائية الحيوية
  .BioMerieux المصنعة

أعتمدت طريقة تضخيم : التشخيص الجزيئي لمعزلة المنتخبة
لغرض تأكيد تشخيص  ودراسة تتابعاتيا 16S rRNAجين 

 العزلة قيد الدراسة  
 Prestoأستخدـ : DNAأستخلاص الحامض النووي 

Mini gDNA Bacteria Kit  المجيز مف شركة
Geneaid  التايوانية في أستخلاصDNA  .تـ مف البكتريا

  التالية: مف خلاؿ المعادلة DNA مستخمصتساب نقاوة أح
الامتصاصية عمى الطوؿ الموجي     نانومتر
الامتصاصية عمى الطوؿ الموجي     نانومتر

 

التفاعؿ المتسمسؿ لأنزيـ  تقنية تخدمتسأ: DNAتضخيم 
 نوع مف لمتأكد  16S rRNAجيف لتضخيـ PCRالبوليميريز

 البوادئ التالية: ستخداـإب (12)، المنتخبة العزلة
 16Sالبوادئ المستخدمة في تضخيم جين. 1جدول 

Rrna 
 انبادئ                            انتسهسم    

104F 5  الأيايي
-
 CGGGTGAGTAACACGTG 3

-
 

1390R 5انعكسي
-
 CGGTGTGTACAAGGCCC 3

-
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 Master mixمف  تريمايكرول 20 بحجـ التضخيـ جريأو 
 .2وأضيؼ الييا المواد المذكورة في جدوؿ 

 التفاعل لتضخيم جين نبوبةأ في المضافة المواد. 2 جدول
16S rRNA  بتقنية PCR 

 ث                انًكوناث             انحجى )يايكزونيتز(

 5نانوغزاو/يايكزونيتز        DNA 100.5يستخهص  1

2  Forward primer  2بيكويول            10بتزكيز 

3  Reverse primer  2بيكويول            10بتزكيز 

4          free nuclease water                11 

 20انحجى انكهي                                         

 PCR thermalازجو إلى ونقمت علاهأ المكونات مزجت

cycler  3 تـ برمجة الجياز حسب الجدوؿ  
 16S جين تضخيمتفاعل  في ةالمعتمد الظروف. 3 جدول

rRNA  جياز في برمجتيا تم والتيPCR ((16 
 ث  انخطواث      درجت انحزارة)وْ(  انزين)دقيقت(  عذد انذوراث

1      Denaturation94            5               1 

2 Denaturation     94            1              30 

3 Annealing         55            1              30 

4      Extension    72         1:40             30 

5  Final extension 72            5               1 

6Cooling             4             ∞              1 

مايكروليتر مف نواتج  5بعد أنتياء وقت التفاعؿ سحب 
  لمترحيؿ الكيربائي. 16S rRNAتضخيـ جيف 

 تقنية لنواتج Electrophoresis الكيربائي الترحيل
PCR 

بتركيز حضر اليلاـ : Agarose تحضير ىلام الأكاروز
مؿ مف  50غـ مف الأكاروز في  0.5وذلؾ بإذابة  1%

 microwave oven. وسخف بإستخداـ 1x TBEمحموؿ 
 Ethidiumمايكروليتر مف صبغة  2مدة دقيقة وأضيؼ إليو 

bromide. 
 قالب نياية في المشط وضع: والعينة اليلام قالب تحضير

 لكي وترؾ القالب نيايتي سدت أف بعد اليلاـ وصب اليلاـ
 1X وىو الترحيؿ محموؿ وأضيؼ المشط أزيؿ ثـ يتصمب

TBE buffer  أضيفت العينات  ،(13) اليلاـ سطح ليغطي
وأستخدمت  PCRمايكروليتر والعينات ىي ناتج  5بمقدار 

، Promegaوالتي جيزت مف شركة  Ladderدلائؿ حجمية 
.  pb DNA 10000ىي   لتحديد حجموـ الحزـ

 الترحيؿ جياز وشغؿ الأقطاب ربطت: الجياز تشغيل
 ولوحظ سرياف فولت 90و أمبير ممي 60 عند الكيربائي

، بعد انتياء عممية اليلاـ مف الأخرى الجية إلى الصبغة
الترحيؿ الكيربائي رفع قالب اليلاـ مف الجياز وعرضت إلى 

عمى طوؿ موجي  UV light transillminator جهاز 

365 . أرسمت نواتج الجيف  نانومتر لمكشؼ عف مواقع الحزـ
الكورية ليتـ  Macrogenالمضخـ مع البوادئ الى شركة 

تحديد تتابعات القواعد النتروجينية. وأعتمدت تمؾ التتابعات 
بمقارنتيا مع مايتوفر فييا مف المعمومات حوؿ ىذا الجيف في 

 وقع الالكترونيمف خلاؿ الم NCBIبنؾ الجينات 
www.ncbi.nlm.nih.gov  وحسب برنامجBLAST  

Nucleotide  وذلؾ لمتعرؼ عمى نوع العزلة المنتخبة. كما
 Phylogenetic treeتـ رسـ شجرة التطور والعلاقات 

لمعزلة المحمية بعد مطابقتيا لسلالات ذات الصمة القريبة منيا 
 MEGAوبالاعتماد عمى برنامج  NCBIفي بنؾ الجينات 

6 (17.)  
  النتائج والمناقشة

 Alkaline Proteaseنزيم عزل البكتريا المنتجة لأ 
 :وغربمتيا

كثر مف أنتقاء أمكف في ىذه الدراسة أ: الأولية والغريمة العزل
 مف مواقع مختمفة، عزلة تـ الحصوؿ عمييا مف الترب 50

عمى درجتي الحرارة المغذي الصمب عمى وسط  وتـ عزليا
، وتنقيتيا عمى الوسط نفسو عدة مرات ومف ثـ  37ْـ و  55 ْـ

 كغربمة أولية. تمنيتيا عمى وسط حميب الفرز الصمب القاعدي
الفرز في حميب ل ياميتحمالعزلات عمى كفاءة نتقاء أعتمد في أو 

بتقدير نسبة قطر منطقة التحمؿ إلى قطر  الوسط المذكور
عزلة مف أصؿ  25ائج غربمة نت 4ويوضح الجدوؿ  .النمو

لذلؾ  عزلة الأخرى فمـ تكف منتجة للأنزيـ 25أما  50
بدرجة التحميؿ  في الأكفأىي  12 ، ويلاحظ أف العزلةاىممت
ة مف ساع 48بعد 1.74 كفاءتيا ذا بمغت إ  ْـ 37حرارة 

كفاءتيا ذ بمغت إ 6و 2و 5و 11و 8يا العزلات يتمالحضف 
 48بعد  1.29و 1.43و 1.49و 1.58و 1.72التحميمية 

التي حضنت العزلات ما أ .عمى التواليساعة مف الحضف و 
 الأكفاء، إذىي  منيا 17 فكانت العزلة  ْـ 55بدرجة حرارة 

ساعة مف الحضف  48بعد  1.42 كفاءتيا التحميمية بمغت
 1.35و 1.40كفاءتيا بمغت التي  14و 18تمييا العزلات 

. أما بقية العزلات فقد الترتيبعمى و  لمفترة نفسيا مف الحضف
 أختيرتعمية  1.21إلى 0.8تراوحت كفاءتيا التحميمية مابيف 

العزلات المذكورة وأخضعت إلى الغربمة الثانوية بتقدير 
 بطريقة Alkaline Proteaseأنزيـ نتاج عمى إ كفاءتيا

 .Submerged Culture لمزارع المغمورةا

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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جريت الغربمة الثانوية عمى أ: الغربمة الثانوية )الكمية(
رمز ليا مف المرحمة السابقة والتي العزلات التسعة المنتخبة 

MH  2الخاص بيا بػ رقـ المع MH،5MH ،MH6 

،MH8 ،MH11 ،MH12 ،MH14 ،MH17 ،11MH 
الأنتاج ومقارنة قدرتيا عمى إنتاج وذلؾ بتنميتيا عمى وسط 

 MH12العزلة  فموحظ تفوؽ .نزيميةالفعالية الأالأنزيـ بدلالة 
مقارنة ببقية  حدة/مؿو  81.00بمغت بإنتاجيتيا للأنزيـ 

وحدة/مؿ الى  2.50العزلات التي تراوحت فعاليتيا بيف 
 لأكماؿ وحدة/مؿ. عميو وقع عمييا الاختيار عمييا 70.67

نتائج المستحصمة مف مرحمة الغربمة  1شكؿ اليبيف الدراسة. و 
والنامية عمى وسط  نفسياعزلة ال 2يبيف الشكؿ و  الثانوية.

 .القاعدي حميب الفرز الصمب

 

من  Alkaline proteaseكفاءة إنتاجية أنزيم . 1شكل 
البكتريا المنتخبة في مرحمة الغربمة الثانوية بطريقة  عزلات

 المزارع المغمورة مقدرة عمى أساس الفعالية الأنزيمية
المقدرة عمى أساس نسبة قطر منطقة  S.M.Aفي وسط  Alkaline Proteaseعزلة عمى إنتاج أنزيم  25كفاءة . 4 جدول

 مْ  55مْ و  37ساعة من الحضن عمى درجة حرارة  48و 24بعد  Gالى قطر منطقة النمو  Zالتحمل 
 رقى        درجت حزارة انحضن    يوقع اخذ         فتزة انحضن        كفاءة انتحهيم*     فتزة انحضن        كفاءة انتحهيم*     

 Z/G)ساعت(                           Z/G)ساعت(                   انعزنت               )وْ(              انعينت           

1                 37 

2                 37 

3                 37 

4                 37 

5                  37 

6                  37 

7                  37 

8                  37 

9                  37 

10                37 

11                37 

12                37 

13                37 

14                55 

15                55 

16                55 

17                55 

18                55 

19                55 

20                55 

21                55 

22                55 

23                55 

24                55 

25                55 

 حقم انبستنت

 حقم انبستنت

 حقم انبستنت

 حقم انبستنت

 ينطقت انعايزيت

 ينطقت انعايزيت

 ينطقت انعايزيت

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 ينطقت انعايزيت

 ينطقت انعايزيت

 ينطقت انعايزيت

 حقم انبستنت

 حقم انبستنت

 حقم انبستنت

 حقم انبستنت

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

 حقم انًحاصيم

24 1.21 48 1.21 

24 1.31 48 1.43 

24 1.02 48 1.12 

24 0.80 48 1.00 

24 1.35 48 1.49 

24 1.04 48 1.29 

24 0.81 48 0.90 

24 1.72 48 1.72 

24 1.00 48 1.00 

24 0.90 48 1.20 

24 1.35 48 1.58 

24 1.70 48 1.74 

24 1.11 48 1.21 

24 1.35 48 1.35 

24 0.90 48 0.90 

24 0.70 48 0.90 

24 1.41 48 1.42 

24 1.40 48 1.40 

24 1.10 48 1.10 

24 1.01 48 1.05 

24 0.80 48 1.00 

24 0.70 48 101. 

24 0.80 48 0.80 

24 0.80 48 0.80 

24 0.90 48 1.00 

ويذكر أنو أجريت دراسات عديدة لعزؿ البكتريا المنتجة 
الغربمة الأولية  بإسموب Alkaline Protease لأنزيـ 

 13بعزؿ  (2)وأخروف Ahmed والثانوية، إذ قاـ الباحث

مف التربة. فوجد أنيا تحمؿ  .Bacillus spعزلة مف بكتريا 
وسط حميب الفرز بدرجات متفاوتة تراوح قطر منطقة التحمؿ 

ممـ وأظيرت العزلة والتي شخصت فيما بعد عمى  22-5بيف 
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حيث تميزت بأعمى  Bacillus cereus ASM1انيا 
ممـ  وبمغت  22إنتاجية للأنزيـ إذا بمغ قطر منطقة التحمؿ 

وحدة/مؿ في مرحمة الغربمة الثانوية.  5.46فعاليتيا الانزيمية 
 ,K-3إلى أف العزلات (3) وأخروف Khajuria كما أشار

Kv-15,M-1  عزلة مف بكتريا  30مف بيفBacillus 
في  S.M.Aيـ في وسط تمتمؾ قابمية عالية عمى إنتاج الأنز 

في مرحمة  K-3مرحمة الغربمة الأولية فيما بينت العزلة 
الغربمة الثانوية قدرة عالية عمى إنتاج الأنزيـ مف بيف العزلات 

وحدة/مؿ  120الثلاثة المنتخبة إذ بمغت الفعالية الأنزيمية 
. Bacillus cereus K-3والتي شخصت فيما بعد عمى أنيا 

عزلة مف  17بإختبار كفاءة  (6)وأخروف Lakshmi وقام
عزلت مف التربة لإنتاج أنزيـ  .Bacillus spبكتريا 

Alkaline Protease  ولاحظوا أف العزلة المرقمةS8  ليا
كفاءة عالية عمى أنتاج الأنزيـ فقد أعطت العزلة التي 

أعمى أنتاجية  Bacillus cereusشخصت لاحقاً بإنيا 
ة الأولية إذ بمغ قطر منطقة التحمؿ للأنزيـ في مرحمة الغربم

سـ بينما بمغت الفعالية الانزيمية في مرحمة الغربمة  4.6
 Abou-Elela وحدة/مؿ. وتمكف 165.0الثانوية 

 .Bacillus spعزلة مف بكتريا  18مف عزؿ  (1)وأخروف
والتي شخصت فيما بعد  6مف ترب مصرية، أظيرت العزلة 

أعمى أنتاجية للأنزيـ في  Bacillus cereus عمى أنيا 
مرحمة الغربمة الأولية إذ قدرت عمى أساس قطر منطقة 

ممـ بينما بمغت الفعالية الأنزيمية في  20التحمؿ والتي بمغت 
 وحدة/مؿ. كما تمكف 1549.24مرحمة الغربمة الثانوية 

Sharma عزلة مف التربة تعود  50مف عزؿ  (14)وأخروف
فوجد أف العزلة التي شخصت أنيا  .Bacillus sp الى جنس

تميزت بأعمى  Bacillus aryabhattai  K3تعود الى 
مقارنة مع بقيت  Alkaline Proteaseإنتاجية مف أنزيـ 

وحدة/مؿ. في  143.61العزلات إذ بمغت الفعاليتو الأنزيمية 
 26مف عزؿ  (4)وأخروف Krishnaveni حيف تمكف الباحث

مف ىذه العزلات ليا القدرة عمى  7عزلة بكتيرية فوجدوا أف 
أنتاج الأنزيـ في وسط حميب الفزر الصمب القاعدي وتميزت 

بإنتاجيتيا العالية للأنزيـ  Bacillus subtilis  RMKالعزلة 
وحدة/مؿ عند تنميتيا عمى وسط  79.37وبفعالية تعادؿ 

 سائمة.الأنتاج بطريقة تخمرات الحالة ال

 
والنامية عمى وسط حميب الفرز الصمب  MH12عزلة  .2شكل 

 مْ 37درجة حرارة  فيساعة من الحضن 24القاعدي بعد 
 2تشخيص العزلة بنظام الفايتك

والتي  HM12نتائج الفحوصات لمعزلة  5يوضح الجدوؿ 
حتمالية إنسبة وب Bacillus cereusأظيرت إنيا تعود إلى 

93 .% 
أعتمد في ىذا :  PCRتأكيد تشخيص العزلة بطريقة 

إذ تـ أولًا أستخلاص  16S rRNAالتشخيص عمى جيف 
الوراثية لمبكتريا. وتـ التأكد مف نقاوتيا بقياس نسبة  المادة

 1.62والتي بمغت  نانومتر 280الى  260أمتصاصيتيا في 
خاصة  بإستخداـ بوادئ PCRثـ جرى تضخيميا بطريقة 

جيف لمالكيربائي  الترحيؿ نتائج تأظير بالجيف المذكور. 
مما يدؿ عمى أرتباط البوادئ  وجود حزمة واحدة المضخـ

دوف الأجزاء الأخرى   16S rRNAبالجيف المستيدؼ وىو
المستخمص مف العزلة. قدر الحجـ الجزيئي لناتج  DNAمف 

ة زوج قاعد 1500الى  1000التضخيـ وكاف يتراوح ما بيف 
أرسمت نواتج  3 تقريباً أعتماداً عمى الدليؿ الحجمي شكؿ

دراسة تتابعاتيا. الكورية ل Macrogenشركة التضخيـ الى 
 16Sتتابعات القواعد النايتروجينية لجيف  6ويبيف الجدوؿ 

rRNA .عميو أعتبرت العزلة قيد الدراسة بإنيا تعود  المضخـ
وجاءت ىذه النتائج مطابقة   B. cecrusإلى البكتريا 

، ويذكر أف التشخيص عمى المستوى 2لأختبارات الفايتؾ
الجزيئي يعد مف الطرؽ الحديثة إذ أستخدمت مف قبؿ العديد 

يبيف تطابؽ  4 (. والشكؿ6( و)3( و)16مف الباحثيف )
لمعزلة  16S rRNAتتابعات القواعد النتروجينية لجيف 

النتروجينية في بنؾ الجينات المنتخبة مع تتابعات القواعد 
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 Scoreويذكر أف قيـ  .Bacillus cereus BD2لبكتريا 
يشير إلى بعض القيـ  4 والتي ظيرت في الشكؿ Expectو

المستخدـ في التحميؿ، إذ  BLASTالأحصائية في برنامج 
، وقيمة 2008كانت مساوية إلى  Scoreيلاحظ أف قيمة 

Expect بة الفجوات مساوية إلى الصفر، كما أف نسGaps 
 50عف  Score%، إذ كمما زادت قيـ 1كانت مساوية إلى 

مف الصفر فإنيا تعطي  Gapsوالـــ  Expect واقتربت قيمة
مؤشرات أيجابية لزيادة التطابؽ بيف العزلة قيد الدراسة 

Query  مع العزلة القياسية القريبة منيا في بنؾ الجينات
Subjectالقواعد النتروجينية لجيف  . وعند مقارنة تتابعات

16S rRNA  المحلية لمعزلةBacillus cereus MH12 
مع تتابعات القواعد النتروجينية لنفس الجيف التابع لسلالات 

 NCBIفي بنؾ الجينات  Bacillus cereusمف بكتريا 
% 98تبيف وجود تتطابؽ بنسبة  BLASTوبإستخداـ برنامج 

 B. cereusبكتريا  سلالات مف 10بيف ىذه العزلة وبيف 
وبإستخداـ برنامج  7مسجمة في بنؾ الجينات كما في الجدوؿ 

MEGA 6  رسمت شجرة التطور والعلاقات بيف العزلات
إذ يعتمد ىذا  16S rRNAأعتماداً عمى تتابعات جيف 

البرنامج عند أستخداـ الأحتمالية القصوى لأيجاد الشجرة 
دؽ وأعطاء قيـ التطورية والعلاقات مع أختيار الشكؿ الأ

(. 17لوغارتمية لأحتمالية درجة القرابة التطورية بيف العزلات )
تقارباً واضحاً بيف العزلة قيد الدراسة  5 ويبيف الشكؿ

Bacillus cereus MH12  وبيف السلالات القياسية في
 بنؾ الجينات.

 2بنظام الفايتك HM12. نتائج الفحوصات التشخيصية لمعزلة 5جدول 
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  Bacillus cereusنهعزنت  16S rRNAالمضخم  الجين L1,L2:إذ يمثل روز اكالترحيل الكيربائي عمى ىلام الأ نتائج . 3شكل 

MH12  وMarker كيمو قاعدة نتروجينية 10000الى  500: دلائل الوزن الجزيئي من 
 

 B. cereus MH12 لبكتريا 16S rRNA جينل النايتروجينية القواعد تتابع .6 جدول

 طول انقاعذة 16S rRNAتتابعاث انقواعذ انناتزوجينيت نجين  جين

104F-16SrRNA 

AGAACATACGTGACTGCGAACTCCGGGAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACC

GCAGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCACT

AGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT

GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA

ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCG

GGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGA

CGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGA

TGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAG

AAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACC

AGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC

AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGG

GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCG

CAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT

AATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGTCTTGACATCCTCTGACTACCCTAGAGATA

GGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGTGGTGCATGGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT

GAGATGTTTGGTTAAGTCCCGCACGAGCGGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTCAA

TTGGGCACTCTAACGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGAAAGTGGGGATGACGTCAAATC

ATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACATGGACGGTACAAAGAAGCTGCA

GAACCCCTAGGTCGAGCCTAATCTCATAAACCGGTTCTACAGTTCCGGA 

1183 
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مع تتابعات  Bacillus cereus MH12لمعزلة المحمية  16S rRNAلجين  تطابق تتابعات القواعد النتروجينية .4شكل 

 Bacillus cereus  BD2 (KY773595.1)لبكتريا  NCBIالقواعد النتروجينية في بنك الجينات 

 
من سلالات بكتريا  10مع  Bacillus cereus  MH12نيتروجينية لمعزلة نسبة تطابق تتابعات القواعد ال .7جدول 

Bacillus cereus  المسجمة في بنك الجيناتNCBI 

 ريز انوصول

Accession 

نسبت انتطابق % 

Identity 

 انسلانت

 strain 

KY773595.1 98% Bacillus cereus  BD2 1 

KU512628.1 98% Bacillus cereus  OPWW1 2 

KX037107.1 98% Bacillus cereus  USMW14PM 3 

KU976417.1 98% Bacillus cereus  DF18 4 

KU517719.1 98% Bacillus cereus  CH101 5 

KT982245.1 98% Bacillus cereus  HYM88 6 

KJ812476.1 98% Bacillus cereus  MCCC 1A08490 7 

KJ812475.1 98% Bacillus cereus  MCCC 1A08292 8 

KJ812474.1 98% Bacillus cereus  MCCC 1A06942 9 

KJ812473.1 98% Bacillus cereus  MCCC 1A06941 10 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1159842931?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1159842931?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1159842931?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040737576?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1040737576?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1026605044?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1026605044?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1023176820?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1023176820?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/976138355?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/976138355?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/948513443?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/948513443?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695274192?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695274192?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695274190?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695274190?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695274189?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=EH15NNU2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/695274189?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=EH15NNU2013
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