
 

٤١ 

    ٢٠١٠لسنة ، )1( العدد ،)23( المجلد-مجلة التربية والعلم   

  

 Listeria على جرثومة Pistacia veraتأثير مستخلص الفستق 

monocytogenes  الهجرة الكهربائية بتقانة وفصل بروتيناته   
  

  حمدون احمد     أميرة          إقبال علي سلطان        اب    الهام محمد الخش
  سلجةفرع الف           فرع الصحة العامة البيطرية            فرع الفسلجة   
                كلية الطب البيطري              كلية الطب البيطرية الطب البيطريكلي

  جامعة الموصل                  جامعة الموصل                    جامعة الموصل
  

 القبول الاستلام

٢٠٠٨ / ٠٧ / ٢٢ ٢٠٠٨ / ٠٥ / ٠٥  

  
  

ABSTRACT 
Listeria monocytogenes was isolated from 50 samples of minced 

red meat, which was collected randomly from Mosul city then it was 
diagnosed using selective media and biochemical test, the inhibitory 
ackivity of extracts of seeds of pistacia vera which was protein. oil and 
steroid test of this extracts was done on Listeria monocytogenes and 
compared with bacterial standard antibioties. The Proteinous extract of 
Pistacia vera showed a high inhibitory effect on Listeria monocytogenes 
compared with oil and steroids extracts. 

Eleotrophorosis was used in order to separate the Protein of 
Porteinous extracts, the molecular weight of these Proteins were 
determined. (20) ,(48), (54), (63), (130). Killodaltone, respectivly.  

  
  الخلاصــة

 عينة لحم من اللحوم الحمـراء  50 من Listeria monocytogenesعزلت جرثومة 
 وشخصت  محلات الجزارة في مدينة الموصل    مثرومة ، والتي جمعت بصورة عشوائية من        ال

 درس تـأثير    والاختبارات الكيموحيويـة،      الانتخابية الأوساطمن خلال تنميتها على     الجرثومة  
 والزيتي والـستيرويدي    لبروتينيامستخلصات بذور الفستق والتي شملت كل من المستخلص         

بالمضادات الحيويـة   التثبيطية وقورنت فعاليتها، Listeria monocytogenes  ضد جرثومة
 للجرثومـة   واضحاً مثبطاً أظهر المستخلص البروتيني تأثيراً    .القياية الفعالة ضد هذه الجرثومة    
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مقارنة بالمستخلص الزيتي والستيرويدي، بعدها تم فصل بروتينات هذا المـستخلص بتقانـة             
كيلو ) 130) (63) (54) (48) (20(لها  الجزيئية التقريبية   الهجرة الكهربائية وقدرت الأوزان     

 .دالتون على التوالي

  

  المقدمـــــة 
  Pistacia vera        اسم النبــات

  Pistachio       الأسم الشائــع

 Pistaciaceae    العائلـــة

ا في الولايات المتحدة، جورجيا، الهند، سوريا، تركيا، فرنسا، ايطالي        يتواجد هذا النبات    
الغنية بالزيت ولهـا    ،  وتعد بذور الفستق من البذور     كل   للأكليشمل الجزء القابل    ). 1(والبانيا  

كما يعد الزيت الذي يستخرج من هذه البذور ذو قيمة عالية غير أنـه              ) 2(مذاق وطعم جيدين    
  ).3 (مكلف تجارياً

بوصـفه  تخدم   تأثيرات دوائية، حيث يـس     تمتاز بامتلاكها  الفستق من النباتات التي      ديع
وجماعتـه  ) 5(Giner مضاد للالتهابات وجماعته و) Villar  )4أشار كما  لضغط الدمخافضاً

 الصدر،  وإمراض والخدوش والكدمات    والخراجاتيستخدم لعلاج الدمامل    هو   و للآلامومسكن  
 أيـضاً وهـي   ،  كما تمتاز بكونها مسكنة ومنـشطة     ) 6(الزحار وأمراض النساء وتشمع الكبد      

 الفستق في الـسنوات الأخيـرة مـن المـواد           ولقد عد ) 8،  7(ريات  ـجراثيم والفط لمضادة ل 
 نينـات التا مثـل    فينوليـة  ومـواد    Flavonoids على الفلافونات    لاحتوائه للأكسدةالمضادة  

Tannins (9)     ولقد أشار الباحثParvadeh (10)  التـأثيرات المـضادة     إلـى   وجماعتـه 
 أظهر هذا المستخلص خصائص     إذي الفئران والجرذان    للالتهاب والوقائية لمستخلص الفستق ف    

  . المسبب لحالات تسمم الكبدCC14  رابع كلوريد الكازيونوقائية للكبد ضد
  

  المواد وطرائق العمــل
  -:العزل الجرثومــي 

مـن اللحـوم الحمـراء المثرومـة       Listeria monocytogenesعزلت جرثومة 
 بتركيـز   acriflavinنة اللحـم المثـروم فـي        حيث حفظت عي  ) 11(بالاعتماد على طريقة    

10mg/L       بعدها تم مجانسة العينة بواسطة homogenizer         ثم حفظت فـي الثلاجـة لمـدة    
  Listeria enrichment broth 1ناء الأول غ ثم نميت العينة على وسط الايوماً) 40 – 45(
)LEB1 (  30بدرجةCº   مل من وسط     1 ساعة وبعدها نقل     24 لمدة )LEB1( إلـى  وأضيف 

 ثـم حفظـت بدرجـة    Listeria enrichment broth 11ناء الثانوي غ مل من وسط الا10
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37Cº ـ الوسـط الا إلـى  ساعة بعدها نقلت 48 لمدة   Listeria monocytogenesابي نتخ

bloolyagar  حضرت مسحات من المستعمرات النقية النامية على وسط الدم وصـبغت            ثم 
اختبـار  و،  CAMPت الكيموحيوية مثل النمو علـى وسـط          الاختبارا وأجريتبصبغة كرام   

 ـيديز والل ـاختبار فعالية أنزيم الكتاليز، الاوكسي    واختبار تحلل الاسكولين،    والحركة،      نيزشيسي
)13 ,12(.  

  
   Extractionالاستخلاص       

  : تحضير المستخلص البروتيني للفستق
واق المحليـة، حيـث تـم     من الاسPistacia veraتم الحصول على بذور الفستق 

 مللتر مـن    150 إليها وأضيف غرام من هذه البذور      20 القشور منها ثم وزن      وإزالةتنظيفها  
 لغرض سحقها بشكل كامل وعمل محلـول     blenderالماء المقطر ووضعت في جهاز السحق       

 وتم الحصول على الجزء الرائـق        خلال عدة طبقات من الشاش     رشحبعد ذلك تم    . مائي منها 
 لمدة rpm 3000 وبسرعته Coolling centrifugeفصله بجهاز الطرد المركزي المبرد بعد 

 كبريتـات    تراكيز مختلفـة مـن     بإضافة الراشح   تم ترسيب البروتين في   نصف ساعة، بعدها    
وبعد ترسيب البروتين تـرك فـي الثلاجـة         .  ترسيب البروتين  وبعد). 14 (الامونيوم الصلبة 

 لغرض التخلص مـن ملـح كبريتـات الامونيـوم           dialysisزة  وبعدها تم أجراء عملية الديل    
والحصول على الراسب البروتيني، ثـم جفـف هـذا الراسـب باسـتخدام تقنيـة التجفيـد                  

Lypholyzer  للحصول على الجزء البروتيني وبشكل جاف.  
  

  :تحضير المستخلص الزيتي للفستق 

 فـي   ، ثـم وضـع    bleander غرام من بذور الفستق وسحقت بالة الثرم         25تم وزن   
 أيثـر  مللتر من ثنائي اثيـل       250 مع استخدام    soxletالكشتبان الخاص بجهاز الاستخلاص     

Diethyl ether 15. ( ساعات4خلاص الزيت ولمدة تاس لغرض.(  
  

  :عزل الستيرويدات من المستخلص الزيتي للفستق 

سابقة ثم   غرام من المستخلص الزيتي الذي تم الحصول عليه في الفقرة ال           10تم وزن   
 إلى الخليط   سخنو) 5%( مللتر من محلول هيدروكسيد البوتاسيوم الكحولي        250 إليه أضيف

 الأحماض دقيقة وبهذه العملية تم صوبنه       45لمدة  ) الارتداد(حد الغليان تحت المكثف العاكس      
 ـ   إلىالدهنية الشحمية والكليسيريدات الثلاثية، ثم ترك المحلول ليبرد، بعدها نقل            صل  قمـع الف

غيـر  (للحصول على المواد الدهنية القابلة للصوبنه في الطبقة المائية والمـواد الـستيرويدية              
   .)16(البنزين في طبقة ) القابلة للصوبنه
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  .أختبارات الفعالية التثبيطية لمستخلص الفستق البروتيني والزيتي والستيرويدي 

زيتـي والمـستخلص    غرام من كل من المستخلص البروتيني والمستخلص ال       ) 1(أخذ  
 مل من الماء المقطر     5 في   المستخلص البروتيني   واذيب اًالستيرويدي للفستق والمحضرة سابق   

 كحـول اثيلـي     20% مل مـن     5في حين أذيب كل من المستخلص الزيتي والستيرويدي في          
مل، وبعد هذا التركيـز القياسـي       / ملغم 200وبذلك تم الحصول على مستخلص نباتي بتركيز        

في تحضير التراكيز اللاحقة المستخدمة في الدراسة تم تعقيم المـستخلص بواسـطة              الأساسي
ومن ثم اختبـرت الفعاليـة التثبيطيـة        ) 17(ميتر   روكيما) 0.22( المرشحات الغشائية حجم  

الانتـشار    بطريقـة Listeria monocytogenesللمستخلص النباتي على نمـو جرثومـة   
، حيث حضرت أقـراص  بالأقراصالانتشار ) Kirby – Baurr Disk method (بالأقراص

) 200 ,3.1,6.5,12.5,25,50,100 ,1.25 ,0.5(من ورق الترشيح المشبعة بتراكيز مختلفة 
مل من كل تركيـز     ) 0.1 (بإضافةوذلك   أعلاهفي  مل من مستخلصات الفستق المحضرة      /ملغم
الفتيـة للـسلالات    ، ثم حضر معلق من الجراثيم       أقراص معقمة، تركت لتجف جيداً    ) 10 (إلى

المدروسة في المحلول الملحي الفسيولوجي وتمت مقارنته مع الأنبـوب الأول مـن أنابيـب               
ة قطنية على سحنشر المعلق الجرثومي بواسطة ما) McFarland No.1(ماكفرلاند القياسية 

دقـائق، بعـدها ثبتـت      ) 5( بدرجة حرارة الغرفة لمدة      الأطباق هنتون، تركت    -وسط مولر 
) 8 – 24( لمـدة  37Cºة ــ على سطح الاكار بواسطة ملقط معقم وحضنت بدرجالأقراص

ساعة بعدها قيست منطقة التثبيط لكل قرص، حيث أجرى الاختبار لكل تركيز وبمكررين، كما            
ــضادات  ــتخدمت الم ــةاس  – Gentamycin, Pencillin, Trimetheprim  الحيوي

sulfamethoxazol    ما يـستخدم   ثومة وبالاعتماد على    عينات سيطرة موجبة للجر   بوصفها
  .لقياس قطر التثبيط Vandepille (18) منظمة الصحة العالمية من قبل

  
  SDSفصل البروتينات بطريقة الهجرة الكهربائية وباستخدام الـ 

Sodium Dodecyle Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophorosis (SDS- PAGE) (  
  :المحاليــل 

في ) Oxiod( Bisacrylamideغم من   ) 0.8( مع   Acrylamideغم من   ) 30(أذيب   )١
  .مل من الماء المقطر) 100(

 مـن مل   )100 (إلى الحجم   وأكمل 7MHClمل من   ) 48( في   Trisغم من   ) 6(أذيب   )٢
 ).6.8( قدره  هيدروجينياًالماء المقطر ليعطي رقماً

مل ) 100 (إلى الحجم    وأكمل  IMHCIمل من   ) 48( في   Trisغم من   ) 36.6(أذيب   )٣
 .)٢٢()8.8( قدره  هيدروجينياًليعطي رقماً
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 .%١٠ليعطي تركيز مل ماء مقطر ) 100( في SDSغم من ) 10(أذيب  )٤

مل من المـاء المقطـر   ) 100( في Ammonium Persulfateغم من ) 1.5(أذيب  )٥
 .0.065Mليعطي تركيز 

٦( N. N. N. N., Tetramethyl ethelene diamine (TEMED).  

 فـي   SDSغم مـن    ) 10( و   glycinغم من   ) 144( مع   Tris من   غم) 30.3(أذيب   )٧
 ).8.3 ( هيدروجينياًمل ماء مقطر ليعطي رقماً) 1000(

 ولتحـضير   4ºCحفظت جميع المحاليل المحضرة أعلاه في قناني معقمة وحفظت بدرجة           
مل من المحلول ) 7.5(م مزج ت 7.5% وبتركيز separating gelل مل من هلام الفص) 30(

مـل  ) 0.015(مل ماء مقطر مع     ) 16.93(مع  ) 5(مل من المحلول رقم     ) 1.5(مع  ) 1(رقم  
تم تحضير العينة بمـزج     .  الخاصة بالجهاز  الأنابيبوتم صب الهلام في     ) 6 ( رقم من المحلول 

) ١٠(مل مـع    / ملغم) ٢(بتركيز  ) ٢(من البروتين المذاب في المحلول رقم       كروليتر  يما) 50(
-2مـايكروليتر   ) ٣(مـع   ) ٤(في المحلـول رقـم      % ١٠تركيز   وب (SDS)مايكروليتر من   

mercaptoethano         للمزيج  أضيفبعدها  . دقائق) ٣( سخن المزيج في حمام مائي مغلي لمدة 
 الأزرقمايكروليتر مـن صـبغة البروموفينـول        ) ١٠(سكروز و   % ٢٠حجم مساو له من     

Bromtophenol Blue ١٩% (٠٠٥ز٠ بتركيز.(  
من هذا المحلول ووضع على سطح الهلام بعد ملئ خزان جهاز           كروليتر  يما) 25(أخذ  

 Quickfitبالماء المقطر وتم استخدام جهاز ) 10:1(المخفف بنسبة  )7(الفصل بمحلول رقم 

England instrumentation vertical diselectrophoresis     يتواجد الجهاز فـي كليـة
 مـن   20%اسطوانات الهلام في محلول       عملية التثبيت بغمر   وأجريتجامعة بغداد   / النهرين

)TCA (  لمدة)أنبوب ثـم غـسلت بالمـاء       / ملي أمبير ) ٧(وباستخدام تيار شدته    دقيقة  ) 20
 لإظهار Coomasie Brilliant blueالمقطر وغمرت في محلول الصبغ الحاوي على صبغة 

ر الهلام لمـدة    البروتينات التي فصلت بالهجرة الكهربائية وبعدها أزيلت الصبغة الفائضة بغم         
 الصبغة وقيست شدة الامتصاصية لون الناتج عند الطول         إزالةساعة أو أكثر في محلول      ) ٤٨(

  فـوق البنفـسجية والمرئيـة      للأشـعة  نانو ميتر باستخدام جهـاز المطيـاف         ٧٥٠الموجي  
Ultravialet and visible spectrophotometer من نوع . Cecil 1021 CE  

  
  النتائـــج

  :ثومــي العزل الجر

  Listeria monocytogenes blood agar على وسط الجرثومةظهرت مستعمرات 
شبيهة بالمستعمرات النامية على وسط الدم، حيث بدت صغيرة بقدر رأس الدبوس، رماديـة،              
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 للمـسحات   ألمجهـري ذات حواف منتظمة ومحللة للدم تحللا كاملا، وأظهرت نتائج الفحص           
موجبة   Listeria monocytogenos  م أن خلايا جرثومةالمحضرة المصبوغة بصبغة كرا

 لصبغة كرام وذات أشكال مختلفة تضمنت عصيات منفردة أو أزواج بعضها تعطـي أشـكالاً              
وأعطت الجرثومة نتيجـة موجبـة لفحـص الحركـة     ) ٢٠( T , V, Yكحروف مختلفة هي 

لليسيثينيز في حين أعطت     واختبار تحلل الاسكولين واختبار أنزيم الكاتاليز وا       cAMPواختبار  
  .نتيجة سالبة لإنتاج أنزيم الاوكسيديز

  

  Listeria monocytogenos  الفستق على جرثومةتأثير مستخلصات 

 تأثير المستخلص الزيتي، الـسيترويدي والبروتينـي للفـستق بطريقـة            اختبارأظهر  
  Listeria monocytogenos بأن معدلات أقطار التثبيط على جرثومـة  بالأقراصالانتشار 

 القياسـية    الحيوية قد أعطت تأثيرات تثبيطية متباينة حسب نوع المستخلص مقارنة بالمضادات         
وقـد    Gentamycin, Penicillin, Trimetheprim – sulfamethoxazolللجرثومـة  

على الجرثومة مقارنة بالمـستخلص الزيتـي         عالياً أعطى المستخلص البروتيني للفستق تأثيراً    
و ) 100( عند التركيـزين      مع التركيز وكان التأثير مؤثراً      وتناسب التأثير طردياً   والسترويدي

  . الهجرة الكهربائيةبتقانة  لذلك أجريت عملية فصل للبروتينات.مل/ملغم) 200(
  

  :البروتينات المفصولة بالهجرة الكهربائية 

معلومة الوزن ية تي قطعتها البروتينات القياسالمسافة النسبية ال) 1 – 1(يبين الجدول 
 ان مصدر البروتينات القياسية هـو شـركة          علماً .الجزيئي والبروتينات الموجودة في الفستق    

)Oxoid(.  
  

  . العلاقة بين الوزن الجزيئي والمسافة المقطوعة للبروتينات القياسية المستخدمة:)1 – 1(الجدول 
  

  الوزن الجزيئي للبروتين
  البروتين

  اللوغاريتم  يلو دالتونك
  )سم(المسافة النسبية 

 0.8 5.14 140  الفوسفوتيز

 3.4 4.82 67  البروتين مصل الأبقار

 4.3 4.76 58  الفا امايليز

 5.1 4.65 45  البومين البيض

 C 12.5 4.09 9.1سايتو كروم 

  
  ةــــــوأظهرت نتائج الفصل للمستخلص البروتيني للفستق أن هناك خمسة حزم بروتيني
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  ) 1 – 1صورة (
A.     الحزم البروتينية للمـستخلص

   للفستقالبروتيني
B.      الحزم البروتينـة للبروتينـات

 :القياسية 

  فوسفاتيز   . 1
  البومين مصل البقر . 2
  الفا امايليز   . 3
   البومين البيض .4
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وتم احتساب الأوزان الجزيئية التقريبية لبروتينات الفستق بالاعتمـاد علـى الأوزان            
الجزيئية للبروتينات القياسية حيث وجد أن الأوزان الجزيئية التقريبية للحزم الخمسة المفصولة            

  .كيلو دالتون على التوالي(63 ) (130)   (20) (48) (54)كانت
  

  المناقشــة 
أظهرت الدراسة الحالية تأثير المستخلص البروتيني للفـستق علـى جرثومــــة            

Listeria monocytogenoes فعاليـة تثبيطيـة عاليـة      البروتينيأعطى المستخلص، حيث
 القياسية للجرثومة، في حين أعطى المستخلص الزيتي        ثومة مقارنة مع المضادات الحيوية    جرلل

.  على الجرثومة مقارنة بالمضادات الحياتيـة للجرثومـة         جداً  قليلاً  تثبيطاً والستيرويدي تأثيراً 
 ـ    ام المس  لعدم وجود دراسات سابقة حول استخد      ونظراً ة تخلص البروتيني للفستق على جرثوم

Listeria monocytogenos استخدام هذا المستخلص أمامالمجال تفتح هذه الدراسة فان ، لذا 
 من الجراثيم التـي تعيـق   Listeria monocytogenosفي حفظ اللحوم حيث تعد جرثومة 

 الجرثومـة أثنـاء حفـظ       عملية حفظ اللحوم لكونها من الجراثيم المحبة للبرودة وسوف تنمو         
  .اللحوم



 ...   Listeria monocytogenes  على جرثومة Pistacia veraتأثير مستخلص الفستق  

٤٨ 

 لفعل المضادات الحياتيـة تجـاه       اً مشابه  تثبيطياً أن لبعض المستخلصات النباتية تأثيراً    
 المختلفة ويعود السبب في ذلك لاحتوائها على مواد فعالة لها القابلية على الذوبان فـي                الأحياء

 مع التركيز عنـد     ظمها طردياً الماء أو بعض المذيبات العضوية ويتناسب التأثير التثبيطي لمع        
وقد اتفقت نتائجنا مـع نتـائج       الأحياء المجهرية السالبة والموجبة لصبغة كرام        على   اختبارها
لفستق على الجراثيم وذلك لامتلاكه مواد فعالة        ل التثبيطي تأثير ال إلى أشاروالذي  ) ٢١ (الباحث

 أن لهذه المواد الفعالة القابليـة       (22)ذات تأثير تثبيطي عالي على الأحياء المجهرية وقد ذكر          
 أعلى مـن المركبـات الكيمياويـة الموجـودة فـي            ة والنفاذ بكفاء  الأنسجةفي  على الانتشار   

المضادات الحيوية ولها القدرة على اختراق الجدار الخلوي للجراثيم وعمل الفعـل التثبيطـي              
ت نتائجنا مطابقـة لنتـائج      كما جاء لنموها ولا تولد مقاومة تجاهها كما في المضادات الحيوية          

ذات   Tannins على الـ     احتوائه إلىالفعالية التثبيطية لمستخلص الفستق      أعزت والتي   (23)
جيد لنمو الجراثيم من خلال قدرتها على تكوين أواصر هيدروجينيـة مـع             التثبيطي  التأثير  ال

 Taghiلباحـث  كمـا وأشـار ا   .بناء البروتينات في تلك الجـراثيم البروتينات مما يمنع من 
Mansouri (24) المستخلص الـصمغي للفـستق علـى مـواد مثـل            احتواء إلى  وجماعته 

Tannins, Flavonoids, saponins   رذان المعرضة  في الجللأكسدةوالتي لها تأثير مضاد
 للأكـسدة الخصائص المـضادة   وجماعته أن Dou (25)( التأكسدي وقد ذكر الباحث للإجهاد

 وفلافونات تعمل على تقليل فعالية      اد فينولية غي يعود لاحتوائه على مو    لمستخلص الفستق الصم  
  .الجذور الحرة المسببة لتأثيرات تخريبية للخلايا

 للمـستخلص   أجراء عملية الفصل بـالهجرة الكهربائيـة      وبعد  وفي دراستنا الحالية،    
 جزيئيـة   نوبـأوزا  هذا المستخلص على خمسة حزم بروتينية        احتواء، تبين    للفستق البروتيني
 لعدم توفر دراسات مشابهة لهذه الدراسـة حـول   كيلو دالتون ونظراً) 20 – 130(تراوحت 

فصل بروتينات الفستق وتأثيرها التثبيطي، تحث هذه الدراسة على أجراء المزيد من الدراسات             
 الفعل التثبيطي ومن ثم يمكن معرفة       ذووالبحوث لمعرفة نوع البروتين المؤثر على الجرثومة        

 للتكلفة العاليـة للفـستق       نظراً سلسل الأحماض الامينية لهذا البروتين لأجل تحضيره صناعياً       ت
  . ثم استخدامه في مجال حفظ اللحومومن
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