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ملخص
الحناء نبتة شجيرية٬ كثيرة الفروع٬ دائمة الخضرة، يصل طولها إلى ثلاثة أمتار٬ تنمو في البيئات الاستوائية لقارة إفريقيا٬ و حول البحر الابيض المتوسط. تستخدم مكوناتها في انحاء متفرقة من العالم٬ كمصدر متوارث للزينة٬ و التداوي من بعض الامراض. احتواء هذا النبات على كميات وافرة من المواد الحيوية الفعالة يجعل منه أحد النباتات البارزة٬ و المستخدمة للعلاج من بين تلك التي يستخدمها الانسان. إلى جانب فعاليتها في علاج بعض الامراض العضوية٬ فقد اظهرت مكونات الحناء تأثيرا مضادا للأحياء الدقيقة. اجريت الدراسة الحالية٬ باستخدام طريقة انتشار القرص و طريقة انتشار حفر الآجار٬ لاختبار تأثير أوراق الحناء على بعض البكتيريا الممرضة٬ و المعزولة من حالات سريرية و هي: ستافيلوكوكس اوريس و سودوموناس ايروجينوزا و جنس بروتيوس و الاشريشياء كولاي. تبين أن لمسحوق و منقوع أوراق الحناء تأثيرا معتبرا ضد البكتيريا موجبة و سالبة جرام المختبرة٬ لا سيما الموجبة منها٬ حيث كان التأثير عليها أبين و أظهر. هذه النتائج تؤيد الدراسات السابقة و تدعم استخدام و تطوير مكونات نبات الحناء كمضاد بكتيري بديل.  

مقدمة
[bookmark: _GoBack]ازدياد معدل مقاومة الأحياء الدقيقة للمضادات المستخدمة٬ لا يزال يثير قلق الكثير من المختصين في هذا المجال٬ حول العالم [1-4]٬ حيث يعزى ذلك إلى الاستخدام غير المناسب للمضادات الميكروبية في مجالي الطب البشري [5]٬ و  البيطري [6, 7]٬ و ينذر بوجود حاجة ملحة لتطوير تلك المضادات٬ أو ايجاد بدائل لها٬ لمجابهة الاخماج المستعصية. لعل أقرب المصادر للبحث عن مضادات ميكروبية فعالة هي النباتات٬ حيث كانت لصيقة بحياة الانسان في حضاراته القديمة لأكثر من 9000 سنة٬ كمصدر مهم للتداوي من الادواء المختلفة [8, 9]. لازالت الأدوية العشبية في طلب كبير٬ سواءً كان ذلك في الدول المتقدمة٬ أو النامية٬ في مجال الرعاية الصحية الاولية٬ لاتساع فعاليتها الحيوية٬ و الطبية٬ و أمانها٬ و قلة تكلفتها [10, 11]. 
وفقا لدراسة تحليلية حول مصادر الادوية المستخدمة لعلاج الامراض٬ فان 122 مركب يستخدم في الصناعات الدوائية٬ استخلصت من 94 نوع من النباتات٬ و أن 80% من هذه النباتات يستخدم اصلا كعلاج تقليدي [12]. على الرغم من أن الادوية نباتية المصدر تمثل 25-50% من الادوية المستخدمة٬ إلا أنه لا يوجد منها ما يستخدم كمضاد للميكروبات [13]. تنتج النباتات مجموعات متنوعة من المركبات التي يمكن أن تكون بمثابة أدوية مضادة للكائنات الحية الدقيقة الممرضة [14]. لذا٬ فقد تسارعت وتيرة البحث عن الادوية المشتقة من النباتات في السنوات الأخيرة٬ حيث يقوم علماء النبات، و الاحياء الدقيقة، و الكيمياء بالتفتيش في الأرض عن المواد الكيميائية النباتية٬ و التي يمكن أن تسهم في تطوير علاج الأمراض المعدية. 
تعد مكونات شجيرة الحناءLawsonia inermis ٬ من أوراق٬ و زهور، و بذور، و جذور٬ و لحاء سيقان في مختلف أنحاء العالم من العقاقير الطبيعية المهمة. إلى جانب استخدامها في مستحضرات التجميل، فإن الحناء لازالت تستخدم في الطب العربي التقليدي لعلاج مجموعة متنوعة من الأمراض كالتهاب المفاصل٬ و السكري٬ و القرحة٬ و الاسهال٬  و الصداع٬ و الحمى، و أمراض أخرى [9, 15]٬ و في ليبيا تستخدم الحناء لعلاج الصداع٬ و قرحة المعدة٬ و الجروح٬ و أمراض جلدية مختلفة.
تتسم النباتات باحتوائها على مجموعة واسعة من المركبات الثانوية، مثل الفلافونويدات Flavonoids [16] و التانينات Tannins، و القلويدات Alkaloids٬ و التيربينويدات Terpenoids٬ و التي اظهرت تأثيرات مضادة للميكروبات [13]. اضافة إلى ذلك٬ فمن مكونات الحناء الأساسية هي 2-Hydroxynapthoquinone  (Lawsone) و Mannite، و الهلام٬ و حمض الغالك Gallic acid٬ إلا أن المكون البارز و الذي يعزى اليه النشاط الحيوي هو (Lawsone)٬ و الذي يشكل ما لا يزيد عن 1.5 % من مادة الحناء٬ و يمتلك سعة ترابطية عالية مع البروتينات [17]. 
أظهرت الدراسات الحديثة فعالية مكونات نبات الحناء الحيوية٬ بامتلاكها تأثيرات مضادة للبكتيريا [14, 18-22]٬ و الفطريات [14, 23-25]٬ و الطفيليات [26]٬ و تأثيرات مضادة للسرطانات [28, 29]٬ كما أن لها تأثيرات مسكنة للأعصاب٬ و مضادة للالتهاب [30]٬ و خافضة للحرارة [31]٬ و خافضة لسكر الدم [32]٬ و مضادة للأكسدة٬ و منظمة للمناعة [33]٬ و ملئمة للجروح [34, 35]. أما عن الآثار السمية التي يمكن أن تنشأ عن استهلاك مكونات الحناء٬ فقد أشارت دراسات أجريت على جرذان المختبرات إلى أن الاستعمال الخارجي [36]٬ و الداخلي [37, 38] لها آمنا و لا اشكال فيه٬ إلا أن تلقي جرعات كبيرة٬ قدرت بحوالي 1000  ملجم/ كجم من البذور [39] أو الأوراق [40] لمدة شهر تقريبا٬ أدت إلى ظهور علامات التسمم. 
لاختبار فعالية الحناء الحيوية٬ فقد اختبرت مكوناتها في هيئات متعددة٬ كمسحوق جاف [19]٬ أو استخلصت مكوناتها الكيميائية٬ باستخدام مذيبات مختلفة٬ كالميثانول [41, 42]٬ و الكلوروفورم [41, 42]٬ و الهيكسين [17, 43]٬ و الإيثايل إسيتيت [18]٬ و الإيثانول [19, 44]٬ و الاسيتون [37]٬ و الماء [41, 42]٬ و إثير البترول [45]٬ و داي ميثايل سلفوكسيد [46]. هذه دراسة أولية٬ تهدف إلى اختبار تأثير أوراق الحناء٬ المضاد للبكتيريا٬ في هيئة طحين جاف٬ و منقوع٬ كما لو كانت تستخدم في الطب التقليدي٬ دون اللجوء إلى طرق الاستخلاص الاخرى المكلفة و المستهلكة للوقت. 
المواد و طرق العمل 
استخدمت في هذه الدراسة طريقة انتشار القرص لاختبار مستخلص أوراق الحناء المائي٬ و طريقة انتشار حفرة الآجار لاختبار طحين الأوراق [47]٬ لاختبار تأثير أوراق الحناء المضاد للبكتيريا. استخدم أجار مولر هنتون (OXOID) كوسط مناسب لاختبار فعالية الحناء في كلتا الطريقتين. 
استخدمت أوراق الحناء المتوفر تجاريا في هيئتها الكاملة و مطحونة٬ كما استخدمت أوراق خضراء طازجة بعد تجفيفها في الظل. حُضّرت مستخلصات أوراق الحناء٬ بتركيز 10%٬ بنقعها في ماء مقطر٬ و اختبرت فعاليتها خلال ساعة من نقعها٬ ثم تركت٬ و اختبرت مرة اخرى بعد اسبوع. باعتبار أن قرص ورق الترشيح (قطر 6 ملم٬ (Whatman, No. 1)) يستوعب تقريبا 100 ميكرولتر من المستخلص٬ فإن كمية مادة الحناء في القرص لا تتعدى 10 ملجم. أما الطحين الجاف للأوراق٬ فقد استخدم بأوزان 5 و 10 و 15 ملجم/حفرة.
تم الحصول على السلالات البكتيرية الممرضة٬ ستافيلوكوكس اوريس و ستافيلوكوكس ايبيديرميدس و بروتيوس و سودوموناس ايروجينوزا و الاشريشيا كولاي٬ و المعزولة من حالات سريرية٬ من مختبر مصراته المركزي. أعيد زرع البكتيريا على الاوساط الخاصة بها لغرض تنشيطها و اعادة تعريفها٬ ثم حضرت معلقات بكتيرية٬ في محلول ملحي منظم٬ مطابقة لمعيار ماكفرلاند 0.5 ٬ من المستعمرات النامية. بملء ماسحة قطنية٬ وزع كل معلق بكتيري على طبق أجار مولر هنتون الخاص به٬ ثم جعلت حفر دائرية٬ بقطر 6 ملم تقريبا٬ بمسافات منتظمة على طبق الاجار٬ و وضع فيها كميات محددة من مسحوق أوراق الحناء. مقابل ذلك٬ ففي طريقة انتشار القرص٬ وضعت أقراص ورق الترشيح٬ المشبعة بمستخلص الحناء المائي على سطح الاجار٬ بعد توزيع المعلقات البكتيرية. وضعت الاطباق المزروعة في حاضنة المعمل عند 37°م إلى اليوم التالي٬ ثم فحصت٬ و دونت أقطار مناطق التثبيط. أنجزت كل هذه الاجراءات في جو خال من التلوث.  
النتائج و المناقشة 
بالنظر إلى النتائج الناجحة٬ و الباهرة للتداوي بأوراق نبات الحناء من الجروح البالغة٬ و الاخماج الجلدية٬ لا سيما في علاج الحيوانات٬ و كذلك إلى سرعة التئام الجروح٬ و شفاءها في فترات أقصر مما لو استخدمت فيه المطهرات التجارية الاخرى٬ كاليود و الكحول و فوق اكسيد الهيدروجين و صبغة الجنشيان البنفسجي (بيانات غير منشورة). لذلك فقد أُجريت الدراسة الحالية للتحقق من تأثير أوراق الحناء٬ في هيئة طحين جاف٬ و مستخلص مائي٬ كما لو كانت تستخدم في الطب البديل.
تحتوي أوراق الحناء الجافة على تركيز أعلى من المواد الفعالة٬ عنها في الاوراق الغضة [48]٬ لهذا استخدمت الأوراق الجافة في الدراسة الحالية٬ على هيئة طحين جاف٬ كما استخدمت لإعداد مستخلص مائي للمواد الفعالة٬ لاختبار تأثيرها المضاد على البكتيريا. 
كشفت نتائج الدراسة أن طحين أوراق الحناء الجافة أظهر نشاطا مضادا لكل السلالات البكتيرية المختبرة٬ عند وزن 15 ملجم من المادة الخام٬ مع وجود تباين بسيط في قوة التأثير بين السلالات (جدول 1). أظهرت الدراسة أيضا أن البكتيريا ستافيلوكوكس اوريس أكثر حساسية لتأثير المواد الفعالة بأوراق الحناء من البكتيريا سالبة جرام٬ حيث وجد أن 5 ملجم من طحين الأوراق أحدث تثبيطا بقطر 10ملم (جدول 2). إلا أن نفس الكمية لم تؤدي إلى أي مفعول ضد البكتيريا سالبة جرام. 





جدول 1. تأثير مسحوق أوراق الحناء (15 ملجم) على البكتيريا المشار إليها (الاقطار مقاسة بالملم)
	البكتيريا المختبرة
	قطر منطقة التثبيط

	Staphylococcus aureus
	15

	Staphylococcus epidermidis
	15

	Escherichia coli
	14

	Proteus
	16

	Pseudomonas aeruginosa
	14



جدول 2. تأثير مسحوق أوراق الحناء بكميات مختلفة على ستافيلوكوكس اوريس (الاقطار مقاسة بالملم و الكميات بالملجم)
	الكمية
	قطر منطقة التثبيط

	5
	10

	10
	15





في دراسة مشابهة حول اختبار فعالية أوراق الحناء٬ و بذورها٬ تبين أن المسحوق الجاف للأوراق كان له التأثير الافضل في القضاء على البكتيريا من بين المستخلصات الاخرى المستخدمة [19]. كما أشارت هذه الدراسة٬ و غيرها إلى التأثير الفعال لأوراق نبات الحناء ضد البكتيريا موجبة٬ و سالبة جرام [14, 17, 19, 20, 49, 50].
أما مستخلص أوراق الحناء٬ و الذي حُضّر بتركيز 10% (100ملجم/ مل)٬ فلم يظهر أي تأثير ضد أي سلالة من البكتيريا عند اختباره خلال ساعة من نقع مسحوق الأوراق بالماء٬ بينما كان تأثيره فعالا فقط ضد ستافيلوكوكس اوريس و ستافيلوكوكس ايبيديرميدس٬ بعد بضعة أيام من اعداد منقوع الأوراق٬ حيث كان قطر التثبيط 15 ملم. هذا يدل على عدم كفاية الوقت المتاح لذوبان المواد الفعالة في الماء في الاختبار الاول٬ و عند ترك منقوع أوراق الحناء لأسبوع٬ كان ذلك كافيا لذوبان تلك المواد٬ و تثبيطها للبكتيريا المشار إليها. باعتبار أن قرص ورقة الترشيح يسع 100 ميكرولتر من المستخلص المائي٬ فإن كمية المادة الفعالة به كانت محدودة٬ أي لم تتعدى 10 ملجم٬ و هذا ما جعل تأثيره محدودا على البكتيريا موجبة جرام (الأكثر حساسية)٬ دون سالبة جرام. 
في هذا الصدد٬ وجدت دراسة أن منقوع أوراق الحناء في الماء٬ ليوم و ليلة٬ كان فعالا و الافضل من بين باقي المستخلصات٬ ضد سلالات بكتيرية مختلفة٬ بما في ذلك سالبة الجرام [42]٬ و هذا أثبت كفاية الوقت المتاح لذوبان المواد الفعالة٬ أما تأثير المستخلص المائي على البكتيريا موجبة و سالبة جرام٬ فيعود ذلك إلى وضع كميات كبيرة نسبيا (75 ملجم) من المستخلص المائي في حفر الاجار٬ مقارنة بالكمية المستخدمة في الدراسة الحالية (10 ملجم). كما ذكرت دراستين اخريين أن الاقراص المحتوية على 20 ملجم٬ 25 ملجم من مستخلص أوراق الحناء المائي نشأ عنها تثبيط نمو ستافيلوكوكس اوريس بقطر 9 ملم [37]٬ و 11 [51] ملم على التوالي. 
ذكر سوكانيا و من معه في دراسة قاموا بها٬ بأن الاقراص المحتوية على 25 ملجم من المستخلص المائي لأوراق الحناء كان تأثيره ضعيفا جدا و محدودا على ستافيلوكوكس اوريس٬ دون غيرها من البكتيريا المختبرة [52]. قد يرجع ذلك إلى خلل في طريقة الاستخلاص التي أجريت٬ و عدم اكتمال ذوبان المواد الفعالة بالماء.
اختلفت نتائج تأثيرات الحناء الحيوية في القضاء على البكتيريا باختلاف الدراسة٬ فكشفت إحدى الدراسات أن استخدام المسحوق الجاف لأوراق الحناء كان الأكثر كفاءة في ابادة البكتيريا [19]٬ و هكذا فضلت دراسات اخرى استخدام مستخلص الميثانول [17, 44, 53, 54] من بين باقي المستخلصات٬ أو مستخلص الإيثانول [44, 49, 55-58]٬ أو مستخلص الماء [41, 42, 45, 59]٬ أو إثير البترول [45]٬ أو الإيثايل إسيتيت [18, 49]٬ أو الكلوروفورم [57]٬ او الاسيتون [60]. يرجح اختلاف نتائج هذه الدراسات إلى اختلاف خطوات طرق استخلاص المواد الفعالة٬ و عدم توحيد معاييرها٬ أو اختلاف اجراءات اختبار حساسية البكتيريا لتلك المستخلصات. 
خلصت هذه الدراسة إلى أن أوراق نبات الحناء لها تأثيرا مضادا للبكتيريا٬ موجبة٬ و سالبة جرام٬ سواءً كان في صورة طحين جاف٬ أو مستخلص مائي٬ إلا أنها أبدت أكثر فعالية ضد البكتيريا الموجبة. هناك حاجة إلى دراسة معمقة لعزل المواد الفعالة و توصيفها و تحديد آلية عملها. 
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