الكشف عن الفعالية التثبيطية لمستخلصات حبوب اللقاح لفحول نخلة التمرPhoenix dactylifera ضد الجرثومة الحلزونية Helicobacter pylori المسببة للقرحة المعدية
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مركز ابحاث النخيل / جامعة البصرة
الخلاصة
درس في هذا البحث تأثير مستخلصات حبوب الطلع لنخيل التمر المائي والكحولي والعصير الطازج ومحلول الباودر ضد اربعة عزلات سريرية من الجرثومة الحلزونية Helicobacter pylori بعد ان اجريت الكشوفات الكيميائية للمركبات الفعالة المتواجدة في كل منها اظهرت النتائج احتواء كل من العصير الطازج ومحلول الباودر على الكربوهيدرات , الفينولات , القلويدات , الصابونين و البروتينات في حين اختفت كل من البروتينات والكربوهيدرات من المستخلص الكحولي والمائي . واظهرت نتائج اقطار التثبيط الجرثومي لكل من المستخلصات فعاليتها في تثبيط  العزلات وقد تفوق مستخلص العصير الطازج في فعاليته التثبيطية ضد الجرثومة المدروسة حيث بلغت 36ملم في العزلة رقم 45 عند التركيز 500 ملغم   يليه في ذلك مستخلص الباودر الذي بلغت فيه قطر التثبيط الجرثومي 33ملم بتركيز 500 ملغم ثم المستخلص المائي 25 ثم االمستخلص الكحولي 23ملم وذلك لنفس التركيز( 500 ) ملغم لكل مل وقد تراوحت قيم التركيز المثبط الادنى M I C  بين من 100 الى 300 ملغم لكل مل ,كما اظهرت نتائج الدراسة بأن تأثير المستخلص المائي والكحولي كان مقاربا لتأثير المضادات الحيوية المقارنة بينما اظهر مستخلص العصير الطازج تفوقا في فعاليته التثبيطية مقارنة بفعالية تلك المضادات .


المقدمة
  اثبتت الابحاث العلمية ان كثيرا من الاعشاب الطبية تحتوي مركبات علاجية مهمه وكثيرا ما يصعب او يستحيل محاكاتها او تركيبها معمليا(6). تعتبر حبوب اللقاح مادة غذائية جيدة لاحتوائها على المركبات الكيميائية والعناصر المعدنية وبعض المكونات الاخرى فقد اظهرت دراسات عديدة ان هناك اختلاف في التركيب الكيميائي لحبوب اللقاح (8,( تزايد الاهتمام بشجرة نخلة التمر      Phoenix dactylifera البلدان العربية وفي مقدمتها العراق نظرا لمالها من اهمية على المستويين البيئي و الاقتصادي ذلك لكون ثمارها و منتجاتها الاخرى تساهم بجزء كبير من الدخل القومي وتتميز ثمارها بقيمتها الغذائية والطبية العالية  فضلا عن استخدام التمور في الكثير من الصناعات الغذائية  (2). ان حبوب اللقاح قد اغنيت في الكثير من البحوث فقد وجد الى جانب انها الاساس في عملية نمو وتطور التمرة حيث هي التي تمد و تخفز الثمرة على تكوين هرموناتها النباتية اللازمة للنمو (7) الى جانب ذلك فان حبوب اللقاح لها فوائد غذائية و طبية عالية اذ يمكن اجمال محتويات حبوب اللقاح ب (12-10% ) ماء وسكريات و5% دهون و 35% بروتينات ونسبة كبيرة من الاحماض الدهنية والفيتامينات و الكالسيوم و الحديد و المغنيسيوم (1) . وهنالك بحوث تناولت محتوى حبوب اللقاح من الكاربوهيدرات والبروتينات والمركبات الفينولية (8) و ان للكثير من تلك المكونات فعالية تثبيطية ضد الجراثيم ( 3) تهدف الدراسة الحالية الى  الكشف عن المركبات الكيميائية الفعالة في مستخلصات عديدة من حبوب اللقاح واستخدامها في تثبيط الجرثومة الحلزونية Pylori Helicobacter  وهي بكتريا سالبة لصبغة غرام قادرة على العيش في المعدة البشرية مسببة القرحة المعدية وامكانية استخدامها كمضادات حيوية طبيعية بديلة.

المواد و
طرائق العمل
1. جمع العينات 
جمعت عدة طلعات ناضجة لأصناف مختلفة من حبوب اللقاح من فحول نخيل التمر من السوق المحلية ثم استخرجت الشماريخ وفردت وجففت على درجة حرارة الغرفة لمدة اسبوع وبعد ذلك طحن وجمعت في عبوات خاصة . 
2. العزلات المستخدمة في الدراسة 
تم الحصول على اربع عزلات سريرية من الجرثومة الحلزونية Helicobacter pylori والمشخصة من مستشفى الموانئ العامة ( مختبر الاحياء المجهرية ) والمعزولة من مرضى مصابين بقرحة المعدة .
3. تحضير المستخلصات 
3-1 المستخلص المائي 
     مزج 20 غم من مسحوق حبوب الطلع مع 200 مل من الماء المقطر المعقم وترك المحلول مع التحريك المستمر بواسطة الجهاز الهزاز لمدة 24 ساعة في درجة حرارة الغرفة بعدها رشح المحلول خلال عدة طبقات من الشاش ثم وضع المستخلص في طبق بتري وترك مكشوفا بدرجة حرارة الغرفة ليجف ثم حفظ في قناني زجاجية معقمة (9)
3-2 المستخلص الكحولي ( الإيثانولي ) 
  حضر المستخلص الكحولي بنفس الطريقة السابقة باستثناء استبدال الماء بالإيثانول 70% (9)
3-3 تحضير العصير الطازج 
    مزج 10 غم من حبوب اللقاح المقطعة مع 25 مل من الماء المقطر المعقم خلط في خلاط كهربائي واستخدم مباشرة في اختبار الفعالية الضد جرثومية 
3-4 تحضير محلول الباودر 
    مزج 10 غم من مسحوق الباودر لحبوب الطلع مع 25 مل من الماء المقطر واستخدم مباشرة في اختبار الفعالية الضد جرثومية .
4. الكشوفات النوعية الاولية 
اجريت عدة كشوفات نوعية اولية على المكونات الكيميائية الاساسية في المستخلص المائي والكحولي والعصير الطازج ومحلول الباودر لحبوب الطلع (جدول )1 
5. اختبار الفعالية الحياتية للمستخلصين المائي والكحولي 
نشطت عزلات الجرثومة الحلزونية Helicobacter pylori قيد الدراسة في الوسط الغذائي Tripto soy broth والمحضر حسب تعليمات الشركة المجهزة . استخدمت طريقة الانتشار بالحفر والتي تضمنت تحضير وسط Muller- Hinton agar حسب تعليمات الشركة المجهزة صب الوسط في اطباق بتري وبعد التصلب لقح الوسط  0.1 مل من العالق الجرثومي تركيز   ( 1x 10 )6 خلية بكتيرية لكل مل ثم قياسها بواسطة جهاز المقياس الضوئي وعلى طول موجي 450 نانو متر . نشر العالق الجرثومي باستخدام  قطيلات قطنية معقمة ( Swab) تركت الا طباق لمدة 15 دقيقة لتشرب العالق في الوسط الزرعي ثم عملت حفرتان في كل طبق بقطر 8 ملم بواسطة ثاقب فليني معقم واضيف 10 مايكرو لتر من المستخلص النباتي بتركيز 0.4 غم – مل و0.5  غم – مل كل تركيز في حفرة باستخدام ماصه دقيقة حضنت الاطباق في درجة حرارة 37 مْ لمدة 24 ساعة ثم سجلت النتائج بقياس اقطار منطقة التثبيط بالمليمتر)15( كررت الطريقة لجميع العزلات قيد الدراسة 
6. اختبار الفعالية الحياتية للعصير الطازج ومحلول الباودر 
استخدمت الطريقة السابقة لاختبار الفعالية الحياتية للعصير الطازج ومحلول الباودر بتركيز 0.4 غم لكل مل لكل منهما ثم سجلت النتائج بقياس اقطار منطقة التثبيط بالمليمتر 
7. تحديد التراكيز المثبطة الدنيا ( M I C  ) 
حددت التراكيز المثبطة الدنيا لمستخلصات حبوب الطلع ضد عزلات الجرثومة الحلزونية قيد الدراسة حسب طريقة (الجبوري) وتضمنت الطريقة تحضير المحلول الخزين Stock solution  لكل مستخلص من اذابة 2 غم من المستخلص في 5 مل من المذيب ( DMSO ) وحضرت سلسلة من التخافيف ( 10 , 30 , 50 , 100 , 150 , 250 , 300 , 350 , 400 ) ملغم لكل مل ثم مزج 1 مل من كل تخفيف من التخافيف اعلاه مع 9 مل من وسط (M H A ) اضيف لكل طبق 10 مايكرو لتر على شكل قطرات من اللاقح الذي كثافته 0.1 على طول موجي 450 نانو متر اي ما يعادل( 1 X 10 )6 خليه لكل مل ثم حضنت الاطباق بدرجة حرارة 37 مْ لمدة 24 ساعة .سجلت النتائج وحدد التركيز المثبط الادنى .
8. اختبار حساسية الجرثومة للمضادات الحياتية
استخدم وسط ( M H A  ) لغرض قياس الفعالية البايلوجية لستة انواع من المضادات الحيوية المجهزة من شركة Bioanlyas) ) حيث نشر 1 مل من مزرعة المرق (Tripto soy broth ) على الوسط الزرعي بواسطة قطيلات قطنية معقمة . تركت الاطباق المزروعة مدة نصف ساعه لامتصاص المعلق المضاف ثم وضعت الاقراص المشبعة بالمضاد الحيوي بواسطة ملقط معقم في اماكنها في الطبق وحضنت الاطباق بدرجة حرارة 37 مْ لمدة 24 ساعة .
النتائج والمناقشة
تشير نتائج جدول1 احتواء كل من المستخلص المائي و الكحولي على كل من المركبات الفعالة     ( الفينولات, القلويدات ,الاحماض الامينية ,الكربوهيدرات ,الصابونين ) بينما اختفت الاحماض الامينية من العصير الطازج و محلول الباودر وقد يعود السبب في ذلك الى طريقة الاستخلاص التي لا تستخدم فيها الحرارة التي تكسر البروتينات الى احماض امينية حرة .

بينما اشارت نتائج الجدولين3و2 فعالية كل من المستخلص المائي و الكحولي التثبيطية ضد سلالات جرثومة H. pylori قيد الدراسة وذلك عند كل من التركيزين (400,500) ملغم/لتر ويتضح من الجدول ان هناك تثبيط واضح ضد العزلات قيد الدراسة لكلا المستخلصين عدى العزلة 31 و 37 والتي لم يظهر فيها تثبيط عند التركيز 400 ملغم / لتر في حين ظهر التثبيط عند زيادة التركيز الى 500 ملغم / لتر وقد يعود السبب في ذلك الى قيام الجرثومة بإحاطة نفسها بوسائل دفاعية ضد المؤثرات الخارجية ( 14)  كما تلاحظ ان المستخلص المائي اعطى تثبيط اعلى نوعا ما من المستخلص الكحولي وهذا ما يتفق مع دراسة حرب الذي اعزى السبب الى قابلية الماء على سحب العديد من المكونات الفعالة كالقلويدات والفينولات من مصادرها النباتية دون غيره من المذيبات الاحرى وهذه المركبات تمتاز بتأثيرها العالي على تثبيط الاحياء المجهرية وخاصة البكتريا حيث تعمل المركبات الفينولية على ترسيب البروتينات في اجسام الجراثيم عن طريق تكوين اواصر هيدروجينية بين مجاميع الهيدروكسيل الفينولية وبين البروتينات ومن ثم الاخلال بوظيفة بعض الانزيمات المهمة والضرورية لتلك الجراثيم كذلك القلويدات تمتاز بكفاءتها الضد ميكروبية اذ ترتبط هذه المركبات بالحامض النووي ( D N A ) للمايكروبات ومن ثم منع نمو الخلايا (3 ) .تشير نتائج جدول (4) الى تفوق مستخلص العصير الطازج لحبوب الطلع في فعاليته التثبيطية ضد عزلات الجرثومة الحلزونية H. Pylori  على محلول الباودر لحبوب الطلع اذ ظهر اعلى قطر منطقة التثبيط في العزلة رقم 45 حيث بلغ 36 ملم وتتفق هذه النتيجة في تفوق فعالية مستخلص العصير الطازج ضد الجراثيم مع دراسة كل من حرب و عطوان وجماعته  حيث اعزى السبب الى ان تقطيع حبوب الطلع الطازجة وطحنها في اثناء التحضير للعصير الطازج ومحلول الباودر يزيد من سطوح التماس ومن ثم تحرير المركبات الفعالة . 

تشير نتائج  الجدول  (5 ) قيم M I C  للمستخلصات المائي والكحولي والعصير الطازج ومحلول الباودر والتي تراوحت بين  100 ملغم  / ملليتر للعصير الطازج و300 ملغم  / ملليتر فقد تختلف قيم التركيز المثبط الادنى M I C  اعتمادا على محتوى المستخلص من المواد الفعالة وتركيزها فيه ( 3) كذلك فأن قيم M I C  قد تختلف بين  مادة واخرى لتفس المستخلصات فهي قد تتأثر بعوامل مثل المنشئ , العمر , ظروف التخزين , طريقة استخلاصها (13) .
جدول 1 : الكشوفات النوعية للمستخلص المائي والكحولي والعصير الطازج ومحلول الباودر لحبوب الطلع لنخلة التمر 
	المستخلص
	الكاربوهيدرات
	الفينولات
	البروتينات
	القلويدات
	الصابونين

	المائي
	-
	+
	-
	+
	+

	الكحولي
	-
	+
	+
	+
	+

	العصير الطازج
	+
	+
	-
	+
	+

	محلول الباودر
	+
	+
	-
	+
	+


جدول 2 : فعالية المستخلص المائي تجاه عزلات الجرثومة الحلزونية قيد الدراسة 
	المستخلص
	قطر منطقة التثبيط  ( ملم )
	H. pylori

	
	500
	400
	رقم العزلة

	المائي
	18
	-
	31

	
	19
	15
	37

	
	21
	18
	41

	
	25
	22
	45


جدول 3: يوضح فعالية المستخلص الكحولي لحبوب الطلع لفحول نخلة التمر ضد الجرثومة الحلزونية قيد الدراسة 
	المستخلص
	قطر منطقة التثبيط  ( ملم )
	H. pylori

	
	500
	400
	رقم العزلة

	الكحولي
	16
	-
	31

	
	17
	-
	37

	
	22
	18
	41

	
	23
	20
	45


جدول 4 : يوضح فعالية مستخلص كل من العصير الطازج ومحلول الباودر لحبوب لقاح فحول نخلة التمر ضد الجرثومة الحلزونية قيد الدراسة 
	قطر منطقة التثبيط 
	H. pylori

	محلول الباودر 
	العصير الطازج
	رقم العزلات

	28
	32
	31

	31
	34
	37

	31
	35
	41

	33
	36
	45


جدول 5 يوضح التركيز المثبط الادنى M I  C للمستخلصات المائي والكحولي والعصير الطازج ومحلول الباودر لحبوب لقاح فحول نخلة التمر  
	المستخلص
	M I  C

	المائي
	250

	الكحولي
	300

	العصير الطازج
	100

	محلول الباودر
	200
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Abstract

      The antimicobial activity  of aqueous , alcoholic  extract , fresh juice and powder solution of pollen graines  were assayed  against four isolates  of Helicobacter  pylori  also preminillary tested on each extract was done . All extracts gave activity against the tested isolates under 500 concentration mg /ml . An aqueous extract gave higher activity than alcoholic extract while the fresh juice gave the highest effect on the tested isolates . The MIC value was determined by the range from(  100 -300 )  mg/ml .The effect of alcoholic and aqueous extracts were similar to the effects of antibiotics while the fresh juice gave the highest effects compairing with that of antibiotics . 
1

