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 Enzymatic activity of fungi isolated from Otomycosis 
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Abstract 

 This study aimed to the extracellular enzymayic activity of fungi causing 

otitis externa isolated from infected individuals in Maysan Governorate on 

solid media. The ability of nine fungi to secrete three enzymes: phospholipase, 

esterase, and hemolysin  was studies.The results of  the current study showed 

that the fungi  A. terreu, G. candidum,  A.alternate  , R.oryzae , 

C.cladosporioide have  the  ability to  produce all the studied  enzymes while 

P. chrysogenum  was found to secrte esterase and  phospholipase A. niger  

was found to produce phospholipase and  hemolysin  , while A.flavus and 

A.oryzae  showed the ability to produce esterase and phospholipase. 

Keywords:  Otomycosis, Enzymatic Activitym  phospholipase, Aspergillus, 

Iraq. 

 الفعالية الانزيمية للفطريات المعزولة من الاذن الخارجية 
 * 2علي عبدالواحد قاسم            1ازهار ليلو سيد

 العراق  /قسم علوم الحياة / كلية العلوم / جامعة ميسان  1،2
 

 المستخلص: 

الى  تفهد الانزيمية  الدراسة  الفعالية  خلوية  دراسة  الإذن   لالتهابالمسببة    للفطريات خارج 
المعزولة من الاشخاص المصابين في محافظة ميسان على الاوساط الصلبة. تم دراسة قابلية    الخارجية

اظهرت نتائج الدراسة  .    الهيمولايسينو الإستريز  و الفوسفولايبيز  فطريات على افراز ثلاثة انزيمات هي    9
الفطرياتالحالية    ،   A. terreus  ،  G. candidum  ،.alternate ،  R.oryzae  ان 

C.cladosporioide    وجد بينما   ، المدروسة  الانزيمات  جميع  انتاج  على  القدرة  الفطر  لها   .Pان 

chrysogenum    قابلية على افراز الانزيمين الاستريز والفوسولايبيز ، اما الفطراظهر  A.niger    فوجد
  A. oryzae  وA. flavus   انه ينتج الانزيمين الفوسولايبيز و الهيمولايسين ، في حين اظهر الفطرين

 .   القابلية على انتاج الانزيمين الاستريز والفوسولايبيز
 : فطريات الأذن، النشاط الأنزيمي للفوسفوليباز، الرشاشيات، العراق. الكلمات المفتاحية

  Introduction المقدمة

عديدة   ضراوة  عوامل  بامتلاكها  للإنسان  الممرضة  الفطريات  التي تمتاز  نوعية  واستراتيجيات 
الدفاعية ، ومنها افراز الانزيمات الخارجية  Extracellularتمكنها من اصابته والتغلب على وسائله 

enzymes   والتي تعمل على احداث المرض وتدمير الياته الدفاعية وبالتالي وبقاءه على او في الجسم 

Staniszewska, 2020)  ،)  الهيدروجيني كالأس  والكيمياوية  الفيزيائية  العوامل  بعض    pHوتلعب 
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ودرجة الحرارة  والسموم والمركبات الاخرى اضافة الى الحالة المناعية  للمضيف دورا كبيرا في اختلال وظائف خلايا المضيف في 
 ( Raksha and Urhekar, 2017) اول الامر ومن ثم تتطور بالتدريج الى ان تحلل الخلايا والانسجة من ثم فشل الاعضاء

الاستريز انزيم  هي  الامراض  بإحداث  علاقة  ولها  الفطريات  تفرزها  التي  الانزيمات    والفوسفولايبيز  Esterase  واهم 

phospholipase  الهيمولايسين وغيرها . يقوم انزيم الاستريز  بهضم الدهون الموجودة في خلايا وانسجة    Hemolysin   وبروتين 
كمصدر   الفطر  ويستخدمها  الخلويةالمضيف  السمية  كذلك  ويسبب  الخلايا   Cytotoxicity  للتغذية  في  تترسب  الدهون  ويجعل 

للدهون    Ester bonds  اما انزيم الفوسفولايبيز فيعمل على تكسر الاواصر الأستر(،  2022Lionakisand  Lopes ,)   المناعية ،
 Deepa et al ., 2015  ;  Bandana et)  الموجودة في جدران الخلايا مما يؤدي الى اختراقها وتحللها Phospholipids  الفوسفاتية

al., 2018  )الهيمولايسين    ، والقابلية على تحليل بروتين الدم(Hemolysin  ) هذا الانزيم هي المسؤولة عن تحطيم وتحليل خلايا
مهماً لعملية إحداث  الإصابة   الدم الحمراء وتكسير هيموكلوبين المضيف مما يسمح لخلايا الحصول على الحديد الضروري الذي يعد  

 (.Nouraei et al., 2021) في المضيف

لقناة الأذن الخارجية عند    Superficial mycosis  عدوى فطرية سطحية  عن  عبارةOtomycosis   ان التهاب الأذن الفطري 
الطبيعة في  مترممة  او  ممرضة  بفطريات  مسببات دراسات    .(Tasic-Otasevic et al., 2020)  اصابتها   ان  الى  اشارة  عديدة 

وهي الاكثر شيوعاً والمسببة   spp.  Candida  و  .Aspergillus spp  الاصابة بعدوى الاذن الخارجية غالبيتها تعود الى الجنسين
  . Vaidya et al., 2015 ; (Kiakojuria et al., 2019) لالتهاب الاذن الخارجية الفطري 

الذين يسبحون في مياه المسابح والبرك الملوثة بالفطريات ، تعد الحرارة والرطوبة العالية من  ينتشر هذا المرض بين الاشخاص  
،   (Kazemi et al., 2015)  اهم الظروف المشجعة للنمو الفطريات ، وكذلك تحدث الاصابة نتيجة الاستخدام الطويل  للمضادات

المناعة   الذين يعانون من ضعف  واهم اعراض اصابة التهاب الاذن الخارجية الألم  ،    (Viswanatha et al., 2012)وفي الافراد 
 ,.Allam et al)  السمع  وحكة في الاذن واحمرار وخروج افرازات ذات رائحة كريهة تسبب انسداد في قناة الاذن وبالتالي الصعوبة في

2020.) 

بعض   افراز  على  ميسان  محافظة  في  الخارجية  الاذن  بالتهابات  المصابين  الاشخاص  من  المعزولة  الفطريات  قابلية  لتحديد 
 .  القيام بهذه الدراسة ارتئيناالانزيمات التي لها العلاقة بضراوة هذه الفطريات 

 Materials and methods مواد وطرق العملال

 : الدراسةفي ختبرة الفطريات الم
الفطريات )جدول    9تم اختيار قابلية   ( المعزولة من الاشخاص المصابين بالتهابات الاذن الخارجية في محافظة  1انواع من 

لقياس جامعة ميسان كجزء من دراستها    -كلية العلوم  -ميسان عزلت من قبل طالبة الماجستير ازهار ليلو سيد / قسم علوم الحياة
 الاستريز  قابليتها على إفراز الأنزيمات على الأوساط الزرعية الصلبة ومن ثم قياس فعاليتها الأنزيمية وتضمنت الأنزيمات المختبرة

Esterase  والفوسفولايبيز  Phospholipiase  والهيمولايسين  Hemolysin  .الأطباق الاختبار  لقحت  وسط  على   Test  الحاوية 

Medium    أنزيم بأقراص قطرها الفعالية عن طريق   5الخاص بكل  المختبرة . وقد حددت  للفطريات  الفتية  المزارع  ملم أخذت من 
أو ظهور لون في الوسط عند نمو المستعمرات   Precipitation Zone  أو منطقة الترسيب  Clear Zone  قياس قطر الهالة الشفافة

الفطرية ، وتم قياس الفعالية الأنزيمية بقياس قطر تلك الهالة أو منطقة الترسيب بوحدات المليمتر ، ولتحديد الفعالية الأنزيمية لكل 
 عزلة فطرية ولكل أنزيم استعملت الطرق الآتية : 
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 (: الفطريات المختبرة لدراسة فعاليتها الانزيمية خلال الدراسة  1جدول ) 
 

 

 

                    Phospholipase  انزيم الفوسفولايبيز -1

 Egg yolk agar medium  وذلك بأستعمال وسط مح البيض اكار،  (  Price et al., 1982)  اجري الاختبار وفقاً لطريقة

  الهيدروجيني وضبط الاس   SDA  مل من الوسط الغذائي1000الى   Cacl2 غم من  0.55و Nacl غم من 58.44  بإضافةوالمحضر  

pH  وعقم بالمؤصدة  3.4الوسط عند  Autoclave   ثم اضيف الية مستحلب البيض في     45-50وترك الوسط ليبرد الى درجة حرارة
مْ ولمدة خمسة  26بدرجة حرارة    % ثم مزج ووزع في اطباق بتري ، لقحت الاطباق بالفطريات ، ثم حضنت10ظروف معقمة بمقدار

الاطباق للكشف عن الفعالية الانزيمية من خلال ظهور منطقة كثيفة بيضاء هي منطقة الترسيب حول المستعمرات ايام ، فحصت  
 .النامية

 Esterase انزيم الإستريز -2

 Tween 80  باستخدام وسط  (Fatahinia et al., 2015)  تم اختبار فعالية عزلات الفطريات في انتاج هذا الانزيم تبعاً لطريقة 

Opacity test Medium    غم من5غم من الببتون  و  10اذ حضر هذ الوسط بإضافة  NaCl غم من    0.1وCaCl2    غم  15و
 المؤصدةبوعقم الوسط     6.8للوسط عند    pHمل من الماء المقطر وضبط الاس الهيدروجين  1000من الأكار ، اذيب المواد في  

Autoclave     مْ ، اضيفت مادة50ثم برد لحوالي  Tween 80    المعقمة بالمؤصدة لوحدها الى الوسط وبعد مزجها صب الوسط في
ايام بعد ذلك فحصت الاطباق   5-10مْ ولمدة  26اطباق بتري معقمة ، حضنت الاطباق بعد تلقيحها بالفطريات تحت درجة حرارة  

 للكشف عن الفعالية الانزيمية من خلال ظهور هالة  بيضاء وشفافة  حول المستعمرات النامية على الوسط . 
 Hemolysin activity test  اختبار تحلل الدم )فعالية الهيمولايسين( -3

لطريقة  طبقااً  الاختبار  هذا  بروتين   ( Luo et al., 2001)  اجرى  وانتاج  الدم  تحلل  في  المختبرة  الفطريات  قابلية  لدراسة 
 3%والمحضر من اضافة    Sugar-enriched sheep blood agar  بالسكرالهيمولايسين ، باستخدام وسط دم الاغنام اكار الغني  

ثم برد الى    Autoclaveوبعد التعقيم بالمؤصدة    6.5عند    pH  وضبط الاس الهيدروجيني  SDA  لتر من وسط  1من الكلوكوز الى  
50-45) معقمة  )في ظروف  الية  اضيف   ، لكل     7مْ  الطازج  الاغنام  دم  من  وسط  /55مليلتر  من  على    SDAمليلتر  الحاوي 

Fungal Species 

Aspergillus flavuas 

A.niger 

A.oryzae 

A.terreus 

Alternaria alternate 

Cladosporium cladosporioides 

Geotrechium candidum 

Pencillium chrysogenum 

Rhizopus oryza 
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 5مْ ولمدة  26الكلوكوز ومزج جيدا ووزع في اطباق بيتري معقمة وترك ليتصلب، لقحت الاطباق بالفطريات وحضنت بدرجة حرارة  
الفعالية الانزيمية من خلال ظهور هالة سوداء مخضرة   للكشف عن  او هالة    Greenish –blak ايام بعد ذلك فحصت الاطباق 

 .Translucent haloنصف شفافة 
 Results and discussionالنتائج والمناقشة 

 Exocellular ) انواعً من الفطريات المعزولة من الاذن الخارجية لقياس فعاليتها الأنزيمية خارج خلوية    9قابلية    تم اختبار

Enzymes )  المدروسة الأنزيمات  من  أكثر  أو  واحد  لأنزيم  موجبا  كشفا  المختبرة  الفطريات  أظهرت  وقد   . الصلبة  الأوساط  على 
أقطار مستعمراتها )جدول   النشاط الأنزيمي وفي  الفطريات  (2ولوحظ أيضا وجود تفاوت كبير في حجم    و   A. terreus. وجد ان 

A.alternate  وC.cladosporioide  و G. candidum   و  R.oryzae      لها القدرة على التوالي(    9،    7،    6،    5،    4)الاشكال
الفطر   ان  لوحظ  اخرى  جهة  من   ، المدروسة  الانزيمات  جميع  انتاج  افراز (  8)شكل    P. chrysogenumعلى  على  القابلية  له 

فوجد انه ينتج الانزيمين الفوسولايبيز و الهيمولايسين ، في حين (  2)شكل    A.nigerالانزيمين الاستريز والفوسولايبيز ، اما الفطر  
 (. 2القابلية على انتاج الانزيمين الاستريز والفوسولايبيز )جدول (  3،  1)الشكلين  A. oryzaeو A. flavus اظهر الفطرين 

 الاشخاص المصابين بالتهابات الاذن الخارجية (: قابلية الفطريات المعزولة من 2الجدول )
 على انتاج الانزيمات في الاوساط المختلفة 

 Esterase Phospholipase Hemolysin الفطر

A. flavuas + + - 

A. niger - + + 

A. oryzae + + - 

A. terreus + + + 

A. alternate + + + 

C. cladosporioides + + + 

G. candidum + + + 

P. chrysogenum + + - 

R. oryzae + + + 

بصورة عامة يعزى سبب عدم انتاج الانزيمات او قلة انتاجها الى عدة اسباب منها نوع العزلة ومكان عزلها وطبيعة وسط     
( ، او الى فترة الحضن وهي عامل مهم Raju and Divakar, 2013الاختبار وعدم توفر المواد الغذائية لضرورية لنمو الفطريات )

( ، وان درجة الحرارة و الاس الهيدروجيني وكذلك (Bhatti et al., 2007  عند انتاج الانزيم وهذه الفترة تختلف من فطر الى اخر
 . (Darah and Lim, 2013)تراكم الفضلات من العوامل المهمة في انتاج الانزيمات 

القدرة على انتاج انزيم الفطريات  الدراسة ان جميع  الفوسفولايبيز حيث تم الاستدلال على افرازه من خلال تكون منطقة    بينت 
التي ينتج من ارتباط ايونات الكالسيوم   Calcium Complexبيضاء كثيفة حول المستعمرات تمثل منطقة ترسيب لمعقد الكالسيوم  

الفوسفولايبيز   انزيم  بفعل  البيض  لمح  المفسفرة  الدهون  المتحررة من  الدهنية  الاحماض  وبينت   .(Bandana et al.,2018)مع 
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 2008et alRouein ,. )اظهرت القدرة على انتاج انزيم الفوسفولايبيز    A. flavusو    A. fumigatusالفطرين  ان  الدراسات  بعض  

لفوسفولايبيز تختلف في ما بينها في قابليتها على انتاج انزيم ا  الدم والجروح والادرار  عينات  من   ةلو عز ان بعض الفطريات المد  وج. و (
(Borst and Fluit, 2003. ) 

، وقد تم الاستدلال على    A. nigerانزيم الاستريز ماعدا الفطر  أظهرت قدرة على  الفطريات المختبرة  جميع  اشارت النتائج بأن  
افراز الانزيم من خلال ظهور هالة بيضاء وشفافة حول المستعمرات والذي تمثل ترسيب لمعقد الكالسيوم ، وينتج منطقة الترسيب هذه 

بفعل انزيم الاستريز   Tween 80المتحللة من المركب     Fatty acidفي وسط اختبار انزيم الاستريز من تفاعل الاحماض الدهنية  
حيث ان الارتباط بين الاحماض الدهنية وايونات الكالسيوم ينتج معقدة   )2019et al Mohammed ,.)وبوجود ايونات الكالسيوم  

على   A.niger، وان عدم قدرة الفطر    Slifkin, 2000))الكالسيوم والذي يظهر بهيئة هالة بيضاء شفافة حول المستعمرات الفطرية  
افراز الانزيم لا يعني انه غير قادر على انتاج الانزيم  لكن قد يحتاج الى وقت حضانة اكثر من ذلك ، او قد يكون الانزيم الذي تم  
انتاجه غير قادر وبشكل كافي على تحلل مادة الاساس في وسط الاختبار، وتعد المغذيات والعوامل الفيزيائية كألاس الهيدروجيني 

pH    والحرارة والرطوبة ومصادر الكاربون عوامل مؤثرة ومحددة لإفراز هذا الانزيم(2022 ,l.et aGharaghani )  ويعتقد ،  Borst 

and Fluit (2003 ) .ان عوامل الضراوة يمكن ان ترتبط بالمنطقة الجغرافية ونوع العدوى 
انزيم   دراسة  الفطريات    Hemolysinوعند  باستثناء  الفطريات  بعض  قبل  من  افرازه  تم  أنه  النتائج  اظهرت   .Pفقد 

chrysogenum  وA. flavuas    وA. oryzae   والذ تم الاستدلال عن افرازه من خلال تكوين هالة نصف شفافة او سوداء مخضرة
الفطرية ، خلال دراستهم على قدرة بعض فطريات المعزولة من الاذن  Aboul-Nasr et al.  ( ،2013  )  وذكر  حول المستعمرات 

فوجدوا   الهيمولايسين  انزيم  انتاج  على  و95بنسبة    A. flavusالخارجية   % A.Fumigatus   و     %75بنسبةA. niger    بنسبة
و  68.5)  )%F.solani  ( الدراس41.2وبنسبة  وبينت   ، أجرها    ة%(  )  .Rossoni et alالتي  الفطر    ،(  2013،   .Pقدرة 

chrysogenum    وهذا لا يتفق مع نتائج دراستنا الحالية . ومن الممكن ان تكون هذه   100%على انتاج انزيم الهيمولايسين بنسبة
كريات   Hemolysinالاختلافات في النتائج بسبب الظروف البيئية ، مصدر العزل ، او طريقة الكشف التي يتم استخدامها ، يحلل  

يعد  الذي  الحديد   اطلاق  الى  يؤدي  وبالتالي  الحمراء  الدم  الخلايا  اغشية  في  ثقوب  او  مسام  وذلك عن طريق عمل  الحمراء  الدم 
 . (Almeida et al., 2009)ضرورياً لنمو الفطريات 

 

 

 A  :Phospholipase  ،B  :Esterasعلى انتاج انزيمات:  A. flavus: قابلية الفطر  1الشكل 
  

A B 
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 Hemolysin A   ،B : Phospholipase انتاج انزيم : علىA. niger: قابلية الفطر على 2الشكل 
 

 

 A  :Phospholipase  ،B  :Esteraseعلى انتاج انزيمات:  .oryzae A : قابلية الفطر  3الشكل 
 

 

 A: Hemolysin  ،B: Phospholipase، C: Esterasعلى انتاج انزيمات A. terreus :  قابلية الفطر4الشكل 
 

 

 على انتاج انزيمات Alternaria alternate: قابلية الفطر  5شكل 
 A: Hemolysin ،B: Phospholipase، C:. Esteras 

A B 

A B 

A B C 

A B C 
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 ،  A: Hemolysinعلى انتاج انزيماتCladosporium cladosporioides: قابلية الفطر 6الشكل 
 B : Phospholipase ، C:. Esteras 

 

 نزيمات الاعلى انتاج  Geotrechium candidumقابلية الفطر : 7 الشكل
  A: Hemolysin   ،B: Phospholipase، C : Esterase 

 

 A  :Phospholipase   ،B  :Esterasانزيمات :  انتاجعلى Pencillium chrysogenum : قابلية الفطر 8لشكل ا

 

 A: Hemolysin ،B  :Phospholipase، C:. Esterasعلى انتاج انزيمات  Rhizopus oryzaقابلية الفطر :   9 الشكل

A B C 

A B C 

A B 

A B 
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 Conclusion:الإستنتاج    
والتي  اظهرت إن جميع العزلات الفطرية المختبرة والمعزولة من قناة الاذن الخارجية تمتلك القدرة على   الدراسة الحالية ، خلال 

 انتاج بعض الانزيمات وبنسب متفاوتة.
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