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تاثير المستخلص المائية للثوم في الجيارديا اللامبيلية المسببة للاسهال في محافظة كربلاء



الاستاذ المساعد الدكتور علي حسين مكي الكبيسي 

	الخلاصة

اجريت في هذه الدراسة ثلاث تراكيز من المستخلص  (1000، 2000 و3000 ملغم/كغم من وزن جسم الفأر المختبري الأبيض) من تثبيط على كل من الجيارديا اللامبليةوكان التركيز 3000 ملغم/كغم من افضل التراكيز للمستخلص اذ تم القضاء على الطور الخضري للطفيلي في اليوم الخامس بينما عقار الفلاجيل في اليوم الرابع.

    في مجال التنمية المختبرية للطفيليات، لوحظ أن الوسط TY1-S-33 المحوّر كان أفضل الأوساط ملائمة لنمو الجيارديا اللامبلية حيث أمكن الحصول على نمو الطور الخضري ليصل إلى اليوم الحادي عشر. 
أظهر الفحص المختبري للمقاطع النسجية للفئران المعطاة المستخلص المائي لبصلات الثوم عدم حصول تأثير واضح في التركيب النسجي للكبد والطحال كما   أظهر الفحص المجهري للمقاطع النسجية في الأمعاء الدقيقة للفئران المصابة بالجيارديا اللامبلية حصول إرتشاح شديد للخلايا اللمفية Lymphocytic infiltration مع تنخر الغدد المعوية. 

SUMMARY

 that required to kill this parasite by using 200 mg flagyl (four days). The use of 3000 mg/kg A. sativum and 2000 and 3000 mg/kg  within a period of less than five days. 
In connection with the laboratory culturing of parasites in different culture media, modified TY1-S-33 medium was the best for the growth of G. lamblia as the trophozoites of this parasite survived for 11 days in this medium .

The microscopical examination of histological sections of mice given the water extract of A. sativum had clear effects on liver tissues which included hypertrophy, necrosis, conglomeration and hypertrophy of Kupffer's cells as well as congestion of veins, an increase in the size of vacuoles inside cells in comparison with untreated (normal) liver tissues. 

The microscopical examination of histological sections of mice small intestine infected with G. lamblia showed lymphocytic infiltration with necrosis in the intestinal glands. Sections 




المقدمةِ وإستعراض المصادر
AND LITERATURE REVIEW  INTRODUCTION

  تمتد العلاقة بين الإنسان والنباتات إلى بداية ظهور الجنس البشري وأن التطور وما رافقه من حياه معقدة فتح آفاقا" كثيرة في مجالات إستخدام النباتات مما زاد من أهميتها جيلا" بعد جيل، وحاول الإنسان منذ تاريخ طويل إستخدام النباتات للشفاء من الأمراض التي يتعرض لها وهنالك ما يثبت أن حضارة وادي الرافدين وحضارة وادي النيل وقدماء الهنود قد مارسوا مهنة التداوي بالأعشاب وأجادوها وكذلك الإغريق الذين وضعوا المؤلفات في التداوي بالإعشاب خلال القرنين الخامس والرابع قبل الميلاد. 

        أما بالنسبة للحضارة العربية الإسلامية،  فقد ظهر عدد العلماء والأطباء ومنهم من تناول في مؤلفاته الأمراض وأعراضها وطرائق علاجها بالنباتات الطبية ومنهم ابن البيطار والانطاكي (الكاتب، 2000).

        أجريت العديد من الدراسات حول تأثير المستخلصات النباتية في الأحياء المجهرية.  فقد أشار(1979) Agarwal et al.   إلى أن بذور نبات الحبة السوداء Nigella sativa ذات تأثير ضد الأحياء المجهرية والديدان،  حيث وجد أن هذه البذور تحتوي على مواد زيتية فعالة ضد البكتريا والديدان 

        وبين عبد الله (1982)  إن للثوم تأثير في نمو بكتيريا Pseudomonas aeroginosa حيث أظهر التركيزان 1% و 2% مانعا" لنمو البكتريا خلال 24 ساعة وكان للتركيز 15% تأثير مبيد للبكتريا خلال 24 ساعة.

        وجدت Shnawa (1995) أن مستخلص أحد أنواع نبات الشيح Artemisia  كان فعالا ضد الجيارديا اللامبلية عند إعطاءه للجرذان المختبرية بجرعة 4 غم/ كغم من وزن الجسم.

         وبّين  (1997)   Ankri et al. ان مادة Allicin المستخلصة من نبات الثوم لها دور في القضاء على الطور الخضري لطفيلي أميبا الزحار من خلال التأثيرفي  Cystein proteinases حيث كان التركيز 100 Mµ من مادة الالنين  تاثيرا" فعالا" في تلك الانزيم وكذلك كان التركيز 500 Mµ من تلك المادة له دور في القضاء على الطور الخضري.
      وأكد (1997)   Ziyyat et al. في مسح اجري في مناطق مختلفة من المغرب ان 263 مريضا"" بالسكري من أصل 386 مريضا"" كانوا يستعملون النباتات الطبية بشكل منظم في العلاج النباتي ومن بين هذه النباتات الثوم.

        وفي دراسة أخرى لمستخلص الثوم ظهر أن المستخلص يحتوي على مواد فعالة هي Allyl alcohol و Allyl mercaptan وهي ذات تأثير ضد الجيارديا اللامبلية .(Harris  et al., 2000) 
        وأوضّحت المسعودي (2001)  أن للثوم وقشور الرمان تأثير في معالجة الفئران البيض المصابة بالمشعرات الفأرية Trichomonas muris وتبّين أن المستخلص المائي البارد للثوم كان من أفضل المستخلصات تأثيرا" وبشكل معنوي في المشعرات الفارية.

        ذكر(2001) Echevarrîal and Idavoy   في دراسة حول تأثير مستخلص نورات الثوم في الجيارديا اللامبلية وكان التركيز 2.05 ملغم/ لتر التركيز الأمثل المثبط لذلك  الطفيلي. 

        وأوضحت دراسة السلطان (2002)  بدراسة تأثير نبات الزباد Plantago ovata ضد الجيارديا اللامبلية في الجرذان المختبرية ولوحظ أن هنالك تأثيرا" مثبطا" واضحا" في القضاء على الطفيلي مقارنة مع الجرذان المصابة المعالجة بعقار  Metronidazol ومع جرذان السيطرة المصابة وغير المعالجة.

        كما درسMachado et al. (2002)   تأثير مستخلص ثمار الرمان ضد البكتريا Staph. aureus  ولّوحظ أن للمستخلص الكحولي  لتلك الثمار تثبيط جيد ضد تلك البكتريا المقاومة ل Methicillin.

       بينت دراسة الطائي (2004) التأثير البيولوجي لبعض المستخلصات النباتية في نموالاشريشيا القولونية الممرضة للامعاء  (EPEC)المعزولة من حالات الإسهال لدى الأطفال الرضع دون السنة الثانية من العمر،  حيث تم الحصول على 197عزلة من بين 243عينة غائط وأظهرت النتائج إمتلاك المستخلص المائي للشاي (مادة التانين)، البصل(زيوت طيارة)،رايزومات الراوند، أوراق النبق تأثيرا" تثبيطي في جميع الأنماط المصلية المعزولة. 

طرائق العمل Methods
تحضير الأوساط الزرعية والمحاليل والكواشف                                                                                               Preparation of Culture Media, Solutions and Indicators

1- وسط  TY1-S-33
        حضر هذا الوسط بحسب الطريقة الموضحة في (2002)Clark & Diamond  

2- وسط  TY1-S-33 المحوّر

3- وسط HSP-1
  تحضير المستخلصات النباتية  Preparation Extracts Plant
         أخذ 100 غم من مسحوق بصلات نبات الثوم Allium sativum  (Bedevian, 1994) ووضع  في دورق زجاجي سعة 500 مل حاو على 200 مل من الماء المقطر المغلي مع الخلط لمدة 15 دقيقة وترك الدورق ومحتوياته لمدة 30 دقيقة يبرد ثم رشح المحلول خلال قطعة قماش نظيفة ووضع الراشح في جهاز الطرد المركزي (3000 دورة/ دقيقة لمدة عشر دقائق)، ثم أخذ الراشح ووضع في قناني زجاجية ووضعت في فرن كهربائي بدرجة حرارة 70 م لتجفيف المستخلص وبقاء المادة الصلبة،  ثم أخذ وزن من المادة الصلبة لتحضير التراكيز المطلوبة  لإختبار تأثيرها (الموسوي، 2000).

تأثير المستخلص المائي وعقار الفلاجيل في الجيارديا اللامبلية في الجسم الحي
Effect of Water Extracts and Flagyl on G. lamblia and in Vivo 
         تم إستخدام 30 فأرا" مصابا" بالجيارديا اللامبلية بعد ان احدثت اصابة بواسطة اعطاء الطور المتغذي المعزول من الوسط الزرعي للفئران، وقسمت إلى خمس مجاميع تضم كل مجموعة ستة حيوانات، حيث تم تجريع الحيوانات بواسطة الانبوب المعدي وحقنت المجموعة الأولى ب1000 ملغم/ كغم مستخلص مائي (بصلات الثوم) والمجموعة الثانية حقنت ﺒ2000 ملغم/ كغم والمجموعة الثالثةﺒ3000 ملغم/ كغم من المستخلص المائي للنباتات الآنفة الذكر  أيضا" والمجموعة الرابعة حقنت  بعقار الفلاجيل  (200 ملغم/ كغم). أما المجموعة الخامسة فحقنت  بالماء المقطر.  تم التجريع بواقع جرعتين إحداهما صباحية والأخرى مسائية وصولا" لليوم الذي يتم فيه القضاء على أطوار الطفيلي  وإستخدمت الطريقة الآنفة الذكر لطفيلي أميبا الزحار.

التنمية المختبرية لطفيلي الجيارديا اللامبلية 
Culture of G. lamblia in Vitro 
        أضيف  غرام واحد من الغائط الحاوي على الطور المتغذي والمتكيس لطفيلي الجيارديا اللامبلية إلى الأوساط الزرعية المحضرة وهي  وسط وسط TY1-S-33،  وسط TY1-S-33 المحوّر،  ووسط HSP-1،  ووسط  LE والماء المقطر وبواقع خمسة مكررات لكل من هذه الأوساط وتمت ملاحظة التغيرات الطارئة على الطفيلي  خلال  الساعات والأيام

         إستخرجت أجزاء من كبد وأمعاء الفئران ووضعت في محلول  بوين المثبت Bouin’s fixative وتم غسلها بالكحول الأثيلي بتركيز 70% لعدة مرات لأجل إزالة اللون الأصفر وبعدها أجريت عليها سلسلة من العمليات المتتالية وحسب الطريقة الموصوفة من قبل 

المختار واخرون(1982).

1
       تم تحليل إختبارF ((F-test لإيجاد  معنوية الإصابة  بالطفيليات قيد الدراسة  وعلاقتها  بمختلف  التراكيز (1000، 2000 و3000 ملغم/ كغم) ولمختلف الأيام Ebert, (1999).
النتائج    RESULTS
   اظهرت النتائج أن إعطاء المستخلص المائي الحار  لبصلات الثوم للفئران المصابة بالجيارديا اللامبلية  بتركيز 3000 ملغم/ كغم من وزن الجسم أدى إلى القضاء على  الطفيلي بعد مرور خمسة أيام مقارنة بالتركيزين الآخرين (1000 و2000 ملغم/ كغم من وزن الجسم) إذ تم القضاء على الطور المتغذي  ذلك  الطفيلي بعد مرور ثمانية وسبعة أيام على التوالي. أما الفلاجيل فقد قتل الطفيلي بعد مرور أربعة أيام. أما الفئران المعطاة الماء المقطر فلم يتم طرد الطفيلي منها وحتى نهاية التجربة بعد مرور 11 يوماً.  ولوحظ من خلال الاختبار الإحصائي باستخدام F-test أن هناك فروقاً معنوية تحت مستوى 0.01 و 0.05 لمختلف التراكيز والأيام جدول(1).
أظهر الفحص المجهري للمقاطع النسجية لكبد الفئران المعطاة المستخلص المائي الحار لبصلات الثوم بتركيز 3000 ملغم/ كغم من وزن الجسم عدم حصول تأثير واضح في التركيب النسجي للكبد كذلك أظهر الفحص المجهري للمقاطع النسجية لطحال الفئران المعطاة المستخلص المائي الحار لبصلات الثوم بتركيز 3000 ملغم/ كغم من وزن الجسم عدم حصول تأثير واضح في التركيب النسجي للطحال.  
أظهر الفحص المجهري للمقاطع النسجية للأمعاء الدقيقة  للفئران المصابة بالجيارديا اللامبلية حصول  إرتشاح شديد للخلايا الإلتهامية  Perivascular lymphocytic infiltration    مع تنخر في الغدد المعوية مقارنة بنسيج الأمعاء الدقيقة غير المصابة  (الطبيعية) شكل(1،2).  

لقد  تمت تنمية الجيارديا اللامبلية  في أوساط زراعية مختلفة لثلاث مرات لكل وسط من الأوساط قيد الدراسة.  لوحظ أن الوسط TY1-S-33 المحوّر فقد تمت ملاحظة نمـو الطور الخضري  ليصل إلى اليوم الحادي عشر،  أما الطور المتكيس فقد وصل في النمو إلى اليوم الخامس وبعدها تحول إلى الطور الخضري.  أما الوسط TY1-S-33 فقد وصل فيه نمو الطور الخضري  إلى اليوم الثالث وبعدها بقى الطور  المتكيس إلى اليوم السادس لوحظ أن الوسط HSP-1 أوقف نمو الطور المتكيس للطفيلي خلال اليوم الرابع  أما الطور الخضري فقد  توقف نموه عند  اليوم الخامس وعند تنمية الجيارديا اللامبلية في الماء المقطر شوهدت ألأطوار الخضرية في اليوم الأول فقط وبعدها تحولت إلى أطوار متكيسة  و إستمرت حتى اليوم الرابع جدول(2)شكل(3،4،5،6). 

جدول (1): تأثير المستخلص المائي الحار لبصلات الثوم في الفئران المصابة مختبرياً بالجيارديا اللامبلية.
	تركيز المعاملة (ملغم/كغم من وزن الجسم)
	العدد الكلي  للفئران المصابة
	عدد الفئران المصابة خلال الأيام:-

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11

	1000
	6


	6


	6


	6


	6


	6


	6


	5


	3


	0


	0


	0



	2000
	6


	6


	6


	6


	6


	4


	4


	3


	0


	0


	0
	0



	3000
	6


	6


	3


	3


	2


	1


	0


	0


	0


	0


	0


	0



	200 ملغم فلاجيل
	6


	6


	3


	2


	2


	0


	0


	0


	0


	0


	0


	0



	ماء مقطر
	6


	6


	6


	6


	6


	6


	6


	6


	6


	6


	6


	6




	F المحسوبة للتراكيز (للجيارديا اللامبلية) = 6.2  

F الجدولية للتراكيز (للجيارديا اللامبلية) (0.01) = 4.7 *

F الجدولية للتراكيز (للجيارديا اللامبلية) (0.05) = 2.94 *

	F المحسوبة للأيام (للجيارديا اللامبلية) = 3.90                

 F الجدولية للأيام (للجيارديا اللامبلية) (0.01) = 3.49 *

F الجدولية للأيام (للجيارديا اللامبلية) (0.05) = 2.42 *




· فرق معنوي 
جدول (2): تنمية طفيلي الجيارديا اللامبلية  في الأوساط الزرعية.

	الوسط الزرعي
	   الأيام

الطور

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	TY1-S-33
	الخضري
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	المتكيس
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	TY1-S-33
المحوّر
	الخضري
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	
	المتكيس
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	HSP-1
	الخضري
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	المتكيس
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	ماء مقطر
	الخضري
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	المتكيس
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
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شكل (1): مقطع في نسيج الأمعاء الدقيقة لأحد الفئران المصابة بالجيارديا اللامبلية يظهر فيه طفيلي الجيارديا اللامبلية G مع إرتشاح شديد للخلايا الإلتهامية  P وتنخر في بعض الغدد المعوية N. (X400)، صبغة هيماتوكسلين - أيوسين.
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شكل (2): مقطع في نسيج الأمعاء الدقيقة لأحد الفئران غير المصابة (الطبيعية) يظهر فيه الشكل الطبيعي للطبقة المخاطية M. (X400)، صبغة هيماتوكسلين - أيوسين.
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شكل (3): تنمية الجيارديا اللامبلية (الطور الخضري) في وسط TY1-S-33 المحوّر. (X1000)، صبغة أيوسين.
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شكل (4): تنمية الجيارديا اللامبلية (الطور المتكيس) في وسط  TY1-S-33. (X1000)، صبغة أيوسين.
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شكل (5): تنمية الجيارديا اللامبلية  في وسط HSP-1 (X1000)،  صبغة أيوسين.
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شكل (6):  تنمية الجيارديا اللامبلية  في الماء المقطر يوضح عملية الإنقسام الثنائي  البسيط. (X1000)، صبغة  أيوسين.

المناقشة    DISCUSSTION
   يتضح ان  تأثير إعطاء المستخلص المائي الحار لنبات بصلات الثوم بتركيز 3000 ملغم / كغم من وزن الجسم  في الفئران المصابة بالجيارديا اللامبلية ذو تأثير قاتل للطفيلي المتغذي  خلال اليوم الخامس مقارنة بالتراكيز الاخرى  كذلك كان لتلك التراكيز دور في القضاء على الطفيلي أميبا الزحار خلال اليوم الثالث وهذا يتفق مع ما سجله كل من  الباحثون  (Harris et al., 2000; Echevarrial and Idavoy, 2001; Ankri et al., 1997; Lun et al., 1994) وذلك لكون المستخلص بالتراكيز العالية أدى الى القضاء على الطفيلي وقلت السمية في التركيزين الاخريين وكانت الفروقات معنوية بين التراكيز المستخدمة وفترة التجريع فضلا" ان الثوم يحتوي على مادة كيمياوية وهي Allicine وهي موجودة في حويصلات خاصة وهناك انزيم متمثل Allinase الذي يوجد في حويصلات اخرى كذلك وجود مادة تسمى اليل الكحول allyle alcohol ومادة آليل ميركابتون  allyle mercapton تساهم في تثبيط نمو الأحياءالمجهرية (Harris et al., 2000) كذلك يعمل الثوم على التأثير في انزيم Cysteine proteinase الذي يساعد على  تثبيط  نمو و فعالية طفيلي  أميبا الزحار (Ankri et al., 1997).

  يتضح من تنمية الجيارديا اللامبلية على الاوساط المختلفة من خلال الوسط HSP-1 حيث توقف نمو الطور الخضري عند اليوم الخامس وهذا يفسر انه هنالك تاثيرات ادت الى عدم قدرة الطفيلي على البقاء مدة اطول ومن الممكن ان تتمثل  ان الطفيلي واثناء نقله من البراز الحاوي على الطور المتكيس والخضري (بكثافة) حيث ان العوامل الفيزيائية كالضوء من الممكن ان يؤدي الى القضاء على بعض الطفيليات فضلا" ان تواجد الأحياءالمجهرية ضمن العينة وخاصا" عندما يكون تلك الأحياءالمجهرية مقاومة للمضادات الحيوية  حيث انها تولد هذه العزلات عند التناول المفرط للمضادات الحيوية لذلك ان الاوكسجين له دور حيث اثناء النقل من العينة الى الوسط الزرعي من الممكن ان يتكشف الطفيلي للاوكسجين  مما يؤدي الى القضاء على الطفيلي في المرحلة الاولى من الزراعة أو اثناء النقل من الزرع الثانوي (فسلجة الطفيليات) كذلك استخدم النقل الثانوي نظرا" لاستنفاذ المواد المغذية وكذلك تراكم المواد الايضية الثانوية في الوسط مما يؤدي الى تأثير سلبي في الطفيلي (فسلجة الطفيليات)

    اما بالنسبة للوسط TY1-S-33 المحوّر فقد كانت مدة نمو الطفيلي 11 يوم مقارنة بالوسط TY1-S-33  حيث كان بقاء الطفيلي وصل الى اليوم السادس وهذا يفسر ان الوسط TY1-S-33 استخدم تقنية التعقيم بواسطة الفلترة  اما الوسط TY1-S-33 استخدم الموصد الحراري لغرض التعقيم وهذا يفسر ان بعض المواد الموجودة ضمن مكونات الوسط من الممكن انها مواد مغذية قد تتلف بالحرارة العالية للموصد الحراري مما يؤدي الى عدم استمرار النمو فيه مقارنة بالوسط TY1-S-33 المحور (Adam, 2006; Clark & Diamond, 2002)   كذلك يعزى الاختلاف في النمو ما بين الوسطين انه حضر الوسط في مختبرات الدراسات العليا للجامعة الاردنية حيث استخدمت اغلب المواد المستعملة لتحضير الوسط من مناشيء عالمية جيدة وسنوات الانتاج قريبة فضلا" انه هنالك تأثير وهو حجم العينة الماخوذ منه الطفيلي (عينة الغائط ) حيث كلما كبرت العينة(محتوى طفيلي عالي) كلما نجح الزرع كذلك استخدم (Ebert, 1999) الوسط TY1-S-33 في تنمية طفيلي الجيارديا اللامبلية لغرض دراسة استجابة الخلايا المناعية CD4+T-lymphocyted بواسطة انتاج انترفيرون كاما Interferon γ من مواقع خلايا T والتي تؤدي الى هجرة الخلايا لغرض قتل الطفيلي  كما استخدم الوسط TY1-S-33 المحور في نمو طفيلي الجيارديا اللامبلية لملاحظة مدى تأثير مستخلص بصلات الثوم في تثبيط هذا الطفيلي (Harris et al., 2000)  كما استخدم الوسط TY1-S-33 لملاحظة نمو الجيارديا اللامبلية وملاحظة تأثير Artismea الشيج في طفيلي الجيارديا اللامبلية وصل النمو لمدة 48 ساعة (Shnawa, 1995).

كما استخدم الوسط TY1-S-33 في ملاحظة تتابع التصاق طفيلي الجيارديا اللامبلية على سطح الخلايا المعدية للاسنان (Eu-Seusa et al., 2001) كذلك استخدم الوسط من قبل الباحثون (Morrison et al., 2001) كذلك استخدم الوسط TY1-S-33 في تحديد الاستجابة المناعية وتحفيز افراز انتجينات الغشاء المعوي اثناء الإصابة بالجيارديا اللامبلية.

      استخدم الوسط TY1-S-33 في ايجاد تاثير Nitazoxanide ضد عزلات الجيارديا اللامبلية واميبا الزحار واثبت ان هذا العقار اكثر فعالية من عقار  الفلاجيل الذي يتالف من المادة الكيميائية التي  تدعى بالمترونيدازول Metronidazol (Adagu et al., 2002).

أظهر الفحص المجهري للمقاطع النسيجية كالامعاء للفئران المصابة بالجيارديا اللامبلية وجود أرتشاح شديد للخلايا اللالتهابية مع تنخر في الغدد المعوية مقارنة بالنسيج الطبيعي هذا نتيجة التصاق محاجم الطفيلي (الجيارديا اللامبلية) وخلال  الطبقة المخاطية مما يؤثر في عملية امتصاص الدهون في الامعاء مما يجعل البراز إسهالا دهنيا" ويمنع الجسم من الاستفادة من فيتامين A  من التغذية (الحديثي و عواد، 2000) فضلا" الى ذلك تسبب الجيارديا اللامبلية سوء إمتصاص لفيتامين B12 وتغذية الطفيلي على افرازات  الطبقة المخاطية مما يسبب حصول ارتشاح (Robert & Jonor, 1996) تبين الدراسات الحديثة هنالك قوة هايدروديناميكية للطور الخضري للطفيلي الجيارديا اللامبلية ترتبط على سطح الامعاء من الكتين Lectine وتعتبر كحماية وسطية رابطة على سطح الخلايا الامعاء الدقيقة (Ceusousa et al., 2001).
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