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دراسة تأثير المستخلص المائي الحار لبذور نبات الحرمل Peganum harmala على بعض العزلات البكتيرية
وجدان عبد الهادي عبد علي الحسيني , ايمان محمد جار الله

كلية العلوم- جامعة بابل

الخلاصة

تمت دراسة تأثير المستخلص المائي ( بالماء الحار) لبذور نبات الحرمل واختبرت ثلاثة تراكيز هي 
(0.01 ، 0.001، 0.0001) غم/مل على جنسين من البكتريا هي بكتريا الـ E. coli والـ Staphyllococcus واحدث المستخلص وبجمع تراكيزه تثبيط في عدد الخلايا البكتيرية بعد المعاملة به على ان هذا التثبيط ازداد بزيادة التركيز للمستخلص كما وجد ان بكتر الـ E. coli اكثر حساسية ولكافة تراكيز هذا المستخلص، نوقشت هذه النتائج واستنبطت بعض الاستنتاجات والتوصيات. 

Abstact:

    In the present study ,antibacterial activity of three concentration of harmala seeds hot water soluble extract  (0.01 , 0,001 and 0.00001 )g\ml were tested against the growth of  two types of bacteria :Staphylococcus sp. and Escherichia.coli  th.The results exhibited that the extract posses such activity at different concentrations . However , this inhibitor activity was increased  with increasing of concentration . Besides E.coli was more affected than Staphylococcus sp. 
المقدمة 

عرف الانسان الطب ومارسه منذ الاف السنين قبل الميلاد واستخدم النباتات بكثرة ثم عرف علاقة هذه النباتات بالاحياء المجهرية واستخرج منها مواد مضادة للجراثيم وخاصة النباتات الحاوية على المواد الفعالة مثل الفينولات، القلويدات، الصابونات، الراتنجات ، الكومارين، الفلانونات، والتربينات والزيوت الاساسية (L-Ani, 1996) والحرمل Peganum harmala وهو نبات عشبي قائم خال من البروزات بطول 3.99 سم اوراقه جالسة كثيرة التفصص متبادلة (Al-Pawi, 1988) تبلغ نسبة القلويدات في بذوره الجافه (%5-4) معظمها من الحارمين والحارمالين السائدة في صناعة العقاقير الطبية (Ayoub.M.& Rashan, L., 1991) وقد حظيت هذه القلويدات باهتمام كبير من لدن الباحثين فقد وجد ان لها تأثيرات مشابهة لقلويدات اخرى مثل المورفين Morphine والكوكايين (Ben Salah et al., 1991وGliek et al., 1994 ) على ان البعض الاخر اعتبرها عشبة سامة للماشية (AL- Pawi, 1988) اما الاجناس البكتيرية المستخدمة فهي بكتريا الاشيريكيا E.coli وهي عصيات سالبة لصبغة كرام عديمة الابواغ صغيرة الحجم وسريعة النمو حيث ان عمر الجيل لها قصير نسبياً وهي تنتج سموم خارجية معوية وسموم داخلية وهي تسبب التهاب المعدة والامعاء والاسهال والتهاب الاذن الوسطى وتقرحات جلدية (كوفمان، 1985) والجنس الاخر هو الـ Staphyllococcus وهي بكتريا موجبة لصبغة كرام ذات خلايا كروية الشكل مرتبة بشكل عناقيد غير منتظمة وغير متحركة وتمتاز بامتلاكها للمحفظة التي تعتبر من اهم عوامل المقاومة للبلعمة وعلى الرغم من الاستعمال الواسع للادوية والمضادات الحياتية الا ان هنالك زيادة وانتشار ملحوظين للاخماج العنقودية (Al-Delami & Al- Sadi, 1996) لذا كان موضوع هذا البحث المتواضع هو دراسة تاثير المستخلص المائي الحار لبذور نبات الحرمل على هذين الجنسين البكتيريين. 
المواد وطرائق العمل

أ- البكتريا المختبرية

تم الحصول على بكتريا الـ Staphyllococcus و E.coli من المختبرات العملية في كلية العلوم/ قسم علوم الحياة وتم اخذ 0.1 مل من العزلات البكتيرية وزرعت في وسط المرق المغذي nutrient broth ووضعت في الحاضنة بدرجة حرارة 37ºم لمدة 24 ساعة لغرض تنشيطها. 

ب- المواد والاجهزة المستخدمة

محلول الملح الفسيولوجي ، مادة الاكار- اكار لتحضير وسط Nutrient+Agar ، انابيب اختبار، اطباق بتري، حمام مائي، جهاز الطرد المركزي ، حاضنة، ماصات، جهاز Autoclave. 

طرائق العمل

أ- تحضير مستخلص بذور الحرمل بالماء الحار

اخذت بذور نبات الحرمل وغسلت وجففا وطحنت ثم اخذ منها ثلاثة تراكيز وهي
 (1، 0.1، 0.01) غم وذوبت كل منها في 100 مل من الماء المقطر المغلي ورجت وتركت المادة ساعتين مع الرج السريع ثم رشحت باستخدام عدة طبقات من الشاش ووضعت في جهاز المركزي بسرعة 1000 دورة/ دقيقة لمدة نصف ساعة ثم اخذ الراشح وهكذا حصلنا على ثلاث تراكيز هي (0.01 ، 0.001، 0.0001) غم/مل. 

ب- تحضير تخافيف من العالق البكتيري

اخذت عشرة انابيب معقمة ووضع في كل منها 9 مل من محلول الملح الفسيولوجي المعقم واضيف لكل منها 1 مل من البكتريا Staphyllococcus في خمسة انابيب ووضعت بكتريا الـ E.coli في الخمسة انابيب الاخرى فكان في الانبوي الاول تخفيف 1-10 والثاني 2-10 وهكذا.

ج- طريقة زرع البكتريا بدون المستخلص

اخذ 1 مل لكل تخفيف من التخافيف ووضع في طبق بتري معقم بدون اضافة المستخلص ثم صب فوقه الاكار وحرك وترك ليتصلب لمدة 10 دقائق وحضنت في الحاضنة بدرجة حرارة 37ºم لمدة 24- 48 ساعة. 

د- طريقة زرع البكتريا مع المستخلص

اخذ 1 مل من كل تركيز من التراكيز الثلاثة لمستخلص نبات الحرمل (0.01 ، 0.001، 0,0001) غم/مل واضيف الى 1 مل من كل تخفيف من تخافيف البكتريا المختارة وهي 1-10، 2-10 لبكتريا Staphyllococcus والتخفيف 3-10، 4-10 لبكتريا E.coli وترك لمدة ساعتين بدرجة حرارة الغرفة ثم وضع في الاطباق المعقمة وصبت فوقه الاكار وترك ليتصلب وحضن بدرجة حرارة 37ºم لمدة 24- 84 ساعة وبعدها قرأت النتائج ودونت. 
النتائج
1- تأثير مستخلص نبات الحرمل بتراكيزه الثلاثة على نمو بكتريا الـ E.coli يتضح من الشكل (1-أ) حصول تثبيط في نمو البكتريا E.coli بعد المعاملة بالمستخلص بتراكيزه الثلاثة (0.01 ، 0.001، 0.0001) غم/مل. اذ كانت النتائج للتخفيف الاول 3-10 هي ( 20، 50، 97) للتراكيز (0.01، 0.001، 0.0001) غم/مل على التوالي وكذلك الحال بالنسبة للتخفيف الثاني وهو 4- 10 والذي تتضح نتائجه في الشكل (1-ب) اذ كانت نسبة اعداد الخلايا فيه هي (14، 40، 80) للتراكيز (0.01، 0.001، 0.0001) غم/مل على التوالي مما يبين ان التأثير التثبيطي ازداد بزيادة التركيز مع العلم ان السيطرة السالبة ( الخلايا بدون معاملة) كانت 14 للتخفيف 3-10 و 97 للتخفيف 4-10. 
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2- تاثير المستخلص بتراكيزه الثلاثة على نمو بكتريا الـ Staphyllococcus يبين الشكل رقم (2) بفرعية أ وب تأثير المستخلص بتراكيزه الثلاثة (0.01 ، 0.001، 0.0001) غم/ مل على نمو بكتريا الـ Staphyllococcus اذ يتضح من الشكل أ والذي يخص التخفيف البكتيري 1-10 ان هناك تثبيط في نمو الخلايا بزيادة التركيز اذ كانت النتيجة هي ( 82، 102، 110) خلية للتراكيز ( 0.01، 0.001، 0.0001) غم /مل على التوالي وللتخفيف 2-10 ويبينه الشكل ب اذ كانت عدد الخلايا هي (75، 90، 98) للتراكيز ( 0.01، 0.001، 0.0001) غم/ مل على التوالي. 
النتائج
اكدت دراسات سابقة ان للمستخلص المائي الحار لبذور نبات الحرمل تاثيرات افضل في مضمار الاحياء المجهرية ( الذهب، 1998) وقد جاءت نتائج هذه الدراسة او البحث مؤكدة لهذه النتيجة اذ تبين من خلال النتائج ان لهذا المستخلص تاثير مثبط لنمو بكتريا الـ E.coli و Staphyllococcus الا ان هذا التاثير ليس واحداً بل كان هناك بعض الاختلاف فمثلا بكتريا E.coli كانت اكثر تاثيرا او حساسية لهذا المستخلص وبتراكيزه الثلاثة من البكتريا الاخرى Staphyllococcus والسبب قد يعود لكون الاولى هذه من بكتريا السالبة لصبغة كرام والثانية لمجموعة البكتريا الموجبة لصبغة كرام والثانية لمجموعة البكتريا الموجبة لصبغة كرام وهي تمتلك لمحفظة وهي عبارة عن طبقة مغطية للجدار الخلوي للخلية الجرثومية وقد اختلف العلماء والباحثين في تعريف هذه المحفظة فالبعض مثل (Gupta, 1989) عرفها على انها تجمعالات منتظمة لمواد جيلاتينية على الجدار الخلوي للبكتريا في حين وصفها البعض الاخر بانها متعددات سكريدية خارج خلوية مغطية للجدار الخلوي الجرثومي واعزوا مقاومة هذه البكتريا للمضادات الحياتية بسبب وجود هذه المحفظة (المسلماوي ، 1999). كما يتبين من خلال النتائج ان التثبيط في نمو البكتريا بجنسيها قد ازداد بزيادة تركيز المستخلص فالتركيز 0.01 غم/مل وهو اعلى تركيز هو الاكثر فعالية في تثبيط النمو ولهذا يمكن استخدام المستخلص وفي هذا التركيز بالذات كمضاد لنمو هذه البكتريا. 

ومما يؤكد سلامة النتائج هو وجود السيطرة السالبة والمتمثلة بنمو الخلايا البكتيرية بتخافيفها المختلفة وبدون المعاملة مع المستخلص اذ كان النمو فيها عالياً وثابتاً في كل ظروف التجربة.

الاستنتاجات 
1- يتضح ان للمستخلص وبتراكيزه الثلاثة تأثير مثبط على كلا الجنسين من الخلايا البكتيرية وازداد التثبيط بزيادة التركيز للمستخلص. 

2- تبين ان للمستخلص تأثير اشد على بكتريا الـ E.coli منها في بكتريا Staphyllococcus . 
التوصيات
1- اجراء دراسة اخرى لاجناس بكتيرية اخرى للوقوف على حقيقة الفعل التثبيطي لمستخلص الحرمل عليها. 

2- اجراء دراسات اخرى على مستخلصات مختلفة لنبات الحرمل مثل مائية بادرة او مستخلصات كحولية. 
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