Journal of Babylon University/Pure and Applied Sciences/ No.(8)/ Vol.(21): 2013



التعزيز الحيوي لبكتريا L57  Lactobacillus casei ضد بكتريا  Helicobacter pylori
رباب عمران                       زهراء محمد عبد علي
جامعة بابل / كلية العلوم
الخلاصة
      تم دراسة تاثير راشح بكتريا Lactobacillus المعامل بالحرارة (80 م) وغير المعامل وبينت النتائج تباين تاثير انواع بكتريا Lactobacillus على البكتريا الممرضة H. pylori  ، كذلك  تم دراسة قابلية التعزيز الحيوي لبكتريا L57  Lactobacillus casei ضد بكتريا  Helicobacter pylori , اظهرت النتائج قدرة البكتريا على تثبيط الاصابة ببكتريا H. pylori و شفاء الانسجة المتضررة و معالجة القرحة المعدية.

Abstract
   The effects of bacterial supernatant of  Lactobacillus treated with 80ºC and without were studied and the results showed variable effects  on pathogenic bacteria H. pylori.  The probiotic study of Lactobacillus casei L 57  against Helicobacter pylori was done. The result appeared that L. casei have ability to inhibit H. pylori infection and healing the damaged tissue and treated or reduced peptic ulcer.

المقدمة

 تميزت بكتريا الـ Lactobacillus  بأهميتها الطبية اذ وجد انها  تلعب دورا مهما في تعزيز صحة الانسان, فقد اجريت العديد من البحوث في هذا المجال ودرس تأثير انواعها المختلفة على عدد من الاخماج التي تسببها البكتريا كذلك بعض الطفيليات فضلا عن  تأثيرها على الاورام السرطانية وتحفيزها للمناعة . بين العالم Kiani  ان البكتريا تقوم بحرف التوازن البكتيري نحو الاتجاة المفيد للانسان , مثل بكتريا الـ Lactobacillus والـ  Bifidobacterium المتواجدة بصورة طبيعية في أمعاء الأشخاص الأصحاء . تم الاستفادة من كون الـ Lactobacillus  تمتلك صفة المعزز الحيوي Probiotic)) اذ استعملت في علاج المرضى المصابين بسوء الهضم و اضطرابات الجهاز الهضمي والمصابين بقرحة المعدة  Peptic ulcer( المصاحب لوجود بكتريا Helicobacter pylori ,هي بكتريا حلزونية سالبة لصبغة غرام),اذ وجد  Sgouras اختزال بكتريا H . pylori اذ لاحظوا اختزال نسبة وجود بكتريا H . pylori في المعدة مقارنة بمجموعة السيطرة غير المعاملة وفي دراسة اخرى استنتج  Fujimuraوجماعته (2006) ان بكتريا L. gasseri OLI2716 تكبح نمو H . pylori في المعدة من خلال تناول اللبن الحاوي عليها  ولها دور في تقليل حدة الاثار الجانبية للادوية المستعملة في العلاج. اظهرت نتائج دراسة عن بكتريا L . reuteri ATCC55730 المعزولة من البشر ان لها القدرة على اختراق الطبقة المخاطية للجهاز الهضمي والنمو وبالتالي تنافس بكتريا  H. pylori  وتمنعها من اللاتصاق على  سطح الخلايا الطلائية للمعدة وتقلل الاثار الجانبية الناتجة عن العلاج بالادوية ايضا  (Francavilla et al. 2008) . يهدف البحث دراسة تأثير بكتريا Lactobacillus   على البكتريا الممرضة  H. pylori  ودورها بالتعزيز الحيوي.
المواد وطرائق العمل

التضاد البكتيري Antagonism 

1- التضاد بين راشح العصيات اللبنية غير المعامل بالحرارة والبكتريا الممرضة
اجري التضاد بين بكتريا العصويات اللبنية الحية الفتية وHelicobacter pylori حسب مايلي

1. زرعت بكتريا العصيات اللبنية في وسط الـ MRS  السائل وحضنت لمدة 18 ساعة بدرجة 37 م .
2. زرعت بكتريا الاختبار على وسط الاكار المغذي (Nutrient agar) بواسطة الـ Cotton swab وتركت الاطباق لمدة 30 دقيقة .
3. تم عمل حفر بواسطة الثاقب الفليني (قطر الحفرة 5ملم) .
4. وضع 50μl من راشح بكتريا العصيات اللبنية في الحفر.
5. حضنت الاطباق بدرجة حرارة 37 م لمدة 24 ساعة ,بعدها تم ملاحظة وجود او عدم وجود مناطق خالية من نمو البكتريا الممرضة حول الحفر الحاوية على راشح بكتريا العصيات اللبنية  ( Salih.,2003).
2- التضاد بين راشح بكتريا العصيات اللبنية المعاملة بالحرارة و البكتريا الممرضة
تم اجراء هذه التجربة حسب الخطوات التالية

1) تم معاملة العصيات  اللبنية الفتية المزروعة في الوسط السائل بالحرارة (80˚م) لمدة ساعة ,ثم اجري لها طرد مركزي بسرعة (6000 دورة/ الدقيقة) ثم اخذ الراشح.
2) زرعت بكتريا الاختبار على وسط الاكار المغذي (Nutrient agar  ) بواسطة الـ Cotton swab وتركت الاطباق لمدة 30 دقيقة .
3) تم عمل حفر بواسطة الثاقب الفليني (قطر الحفرة 5ملم) .
4)  وضع 50μl من راشح بكتريا العصيات اللبنية المعاملة بالحرارة في الحفر.
5) حضنت الاطباق بدرجة حرارة 37 م لمدة 24 ساعة ,بعدها تم ملاحظة وجود او عدم وجود مناطق خالية من نمو البكتريا الممرضة حول الحفر الحاوية على راشح بكتريا العصيات اللبنية المعاملة بالحرارة  Salih.,2003).
التعزيز الحيوي Probiotic
تم اجراء هذه التجربة باستخدام الفئران المختبرية البيضاء بعمر سبعة  اسابيع ومعدل وزنها 23غم . صممت التجربة بتوزيع 30 فأر على 5 مجاميع شملت كل مجموعة 6 فئران . اعطيت الحيوانات 3 جرع اسبوعيأ كما مبين في الجدول ادناه , اذ تم تجويع وتعطيش  كافة المجاميع لمدة 18 ساعة, ثم اعطاء جميع الحيوانات 250 مايكروليتر من محلول بيكاربونات الصوديوم بتركيز 0.1 مولاري ( Salih.,2003) عن طريق الفم , وخلال نصف ساعة تم اعطاء المجموعة الاولى : 100 مايكروليتر من دارئ الفوسفات. 

المجموعة الثانية و الثالثة: تم اعطائها 100 مايكروليتر من عالق بكتريا الـ Lactobacillus casei  في دارئ الفوسفات . المجموعة الرابعة والخامسة: تم اعطائها 100  مايكروليتر من عالق بكتريا الـ Helicobacter pylori في دارئ الفوسفات. 

بعد ثلاثة اسابيع تم اعطاء المجموعة الثانية 100 مايكروليتر من عالق بكتريا الـ Helicobacter pylori في دارئ الفوسفات .بينما تم اعطاء المجموعة الرابعة 100 مايكروليتر من عالق بكتريا الـ Lactobacillus casei  في دارئ الفوسفات . بعد كل ثلاث جرع تم تشريح حيوان من كل مجموعة واخذ اعضاء الجهاز الهضمي ( المعدة , الامعاء الدقيقة, والامعاء الغليظة ) اذ اخذ جزء صغير من كل عضو ووضع في وسط الـ RUT , واخذ جزء اخر وتم استعماله لعزل البكتريا منه ,ووضع الجزء الباقي في فورمالين 10% ثم تم تحضير مقاطع نسيجية وتصبيغ الانسجة  وملاحظة التغيرات الحاصلة في انسجة مجاميع الاختبار (Sgouras et al., 2004). 
جدول (1) طريقة التجريع للحيوانات المستعملة في التجربة.

	المجاميع
	نوع المواد المجرعه
	الاسابيع

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	الاولى

(سيطره)
	250 مايكروليتر بيكاربونات الصوديوم بتركيز 0.1 مولاري
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	
	100 مايكروليتر من دارئ الفوسفات
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	
	Lactobacillus
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	
	Helicobacter pylori
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	الثانيه
	250 مايكروليتر بيكاربونات الصوديوم بتركيز 0.1 مولاري
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	
	100 مايكروليتر من دارئ الفوسفات
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	
	Lactobacillus
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	
	Helicobacter pylori
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	الثالثه
	250 مايكروليتر بيكاربونات الصوديوم بتركيز 0.1 مولاري
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	
	100 مايكروليتر من دارئ الفوسفات
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	
	Lactobacillus
	√
	√
	√
	x
	x
	x

	
	Helicobacter pylori
	x
	x
	x
	√
	√
	√

	الرابعه
	250 مايكروليتر بيكاربونات الصوديوم بتركيز 0.1 مولاري
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	
	100 مايكروليتر من دارئ الفوسفات
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	
	Lactobacillus
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	
	Helicobacter pylori
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	الخامسه
	250 مايكروليتر بيكاربونات الصوديوم بتركيز 0.1 مولاري
	√
	√
	√
	√
	√
	√

	
	100 مايكروليتر من دارئ الفوسفات
	x
	x
	x
	x
	x
	x

	
	Lactobacillus
	x
	x
	x
	√
	√
	√

	
	Helicobacter pylori
	√
	√
	√
	x
	x
	x



√ : تم اعطاء المادة بالتركيز المذكور.

X : لم يتم اعطاء الحيوانات هذه المادة

3-2-10- تحضير المقاطع النسيجية وتصبيغها 

تحضير المقاطع النسيجية
التثبيت Fixation: تغمر الانسجة (المعدة والامعاء الدقيقة والامعاء الغليظة) بعد غسلها بمحلول الملح الفسلجي بالفورمالين بتركيز (10%).
ازالة الماء  Dehydration:: مررت الانسجة بسلسلة من تخافيف الكحولات  ( 70% لمدة ليلة كاملة , 90% لمدة 20 دقيقة , ثم 100%) لمدة 20 دقيقة.
الترويق Clearing : تنقل الانسجة الى الزايلين لمدة 15 دقيقة.
توضع المقاطع بعدها في سلسلة تخافيف من الكحولات التنازلية (100%- 90%- الى 50%).
التحميل Impregnation  : وضعت الانسجة بعد اخراجها من الزايلين في خليط من الزايلين وشمع البارافين (1:1).
الطمر Embedding : تطمر الانسجة في شمع البارافين الذائب (56˚م ) لغرض عمل مكعبات الشمع الحاوي على الانسجة.
التقطيع Cutting : تقطع مكعبات الشمع بعد تشذيبها الى مقاطع بسمك 5μm  وتوضع على شرائح زجاجية نظيفة (Salih.,2003)
التصبيغ Staining

تم ازالة الشمع من المقاطع النسيجية بوضعها في الزايلين لمدة خمس دقائق.
امررت المقاطع النسيجية في سلسلة من الكحولات (100%- 90%- الى 50%).
وضعت المقاطع بصبغة الهيماتوكسلين  لمده 5 دقائق بعدها تغسل بماء عادي لمده 5 دقائق او اقل حتى يصبح لون المقاطع ازرق.
تم نقل المقاطع الى كحول محمض 1% (1% HCl و 70% كحول) لمدة 5-10 ثواني ثم تغسل لمدة 5 دقائق او اقل حتى يصبح لون المقاطع ازرق.
صبغت المقاطع بصبغة الايوسين (1%) لمدة 10 دقائق ثم تغسل بماء الحنفية لمدة (1-5) دقائق.
تم ازالة الماء الزائد بالكحول ثم ثبتت المقاطع النسيجية بالـ DPX   (Salih.,2003)

تم فحص المقاطع النسيجية وملاحظة التغيرات الحاصلة فيها , ثم تم تصويرها
 النتائج والمناقشة

 التضاد البكتيري Antagonisim:

        تم اختبار تأثير بكتريا الـ Lactobacillus المعزولة من المصادر المختلفة على    البكتريا الممرضة  Helicobacter pylori .  اظهرت النتائج بأن راشح البكتريا غير المعامل بالحرارة والراشح المعامل بالحرارة بدرجة 80 م لمدة ساعة الحاوي على منتجات البكتريا مثل البكتريوسينات (هي بروتينات مقاومة للحرارة وقاتلة لانواع البكتريا غير المنتجة لها والقريبة من الناحية التصنيفية ) ومواد الايض الثانوي المقاومة للحرارة قد تباين في  تثبيط نمو البكتريا الممرضة المستعملة في التجربة (شكل 1) , وجد كل من Veckman وجماعتة (2004) بأن راشح بكتريا حامض اللاكتيك غير المعامل بالحرارة يثبط نمو بكتريا Streptococcus pyogens . من هذا نستنتج بأن تناول الالبان او الاغذية الحاوية على البكترية المعززه للصحة (probiotic)  له اهمية في تقليل خطر الالتهابات والاخماج الناتجة عن هذه الاجناس البكتيرية الممرضة,كما نستنتج بأن الراشح المعامل بالحرارة كان اكثر كفاءة في تثبيط البكتريا الممرضة مقارنة مع الراشح غير المعامل وذلك قد يعود الى احتمال تأثر البكتريوسينات على انواع البكتريا الممرضة  . 
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 شكل (1) تاثير راشح البكتريا Lactobacillus المعامل وغير المعامل بالحرارة  المعزولة من الفم والالبان والمهبل على بكتريا H. pylori
- التعزيز الحيوي Probiotics
     تمتلك بكتريا الـ Lactobacillus قابلية تثبيط بكتريا (H. pylori) على النمو واصابة الانسجة كما ان لها القدرة على اعادة اصلاح الانسجة المتضررة التي تسببها بكتريا H. pylori تم اعطاء الفئران عالق بكتريا   H. pylori لمدة ثلاثة اسابيع لغرض اصابتها بقرحة المعدة وبعد تشريح الفئران لوحظ ان امعاء الفئران المعاملة بالبكتريا قد انتفخت بينما بقيت امعاء حيوانات السيطرة وكذلك حيوانات المجموعة الثالثة طبيعية شكل (2) اذ يلاحظ في الشكل(2- أ) ان كل من الامعاء الدقيقة المشار اليها بالسهم و القولون ذات حجم وشكل طبيعيان بينما يلاحظ في (2- ب) ان الامعاء الدقيقة والقولون قد انتفخا وهذه احدى اعراض الاصابة ببكتريا   H. pylori ,  في حين الشكل(2-ج) فيوضح عودة الحجم والشكل الطبيعي لهذه الاعضاء بعد المعالجة ببكتريا   Lactobacillus, اما على المستوى النسيجي فقد اظهرت النتائج ان اعطاء عالق بكتريا الـ H. pylori للفئران ادى الى حصول فرط في نمو الخلايا المبطنة للاعضاء (المعدة و الامعاء الدقيقة و القولون) كما مبين في الشكل (3 - ب) التي تمثل مقطع نسيجي مستعرض مأخوذ من فأر بعد اعطائه عشر جرع من عالق بكتريا   H. pylori لمدة ثلاثة اسابيع) حصول زيادة مفرطة في الخلايا الطلائية المبطنة للمعدة و وجود عدد من الخلايا الالتهابية  ( Inflammatory cells)  ,  و الشكل (4 - ب)  و (4- ج) يكون النسيج غير طبيعي اذ ان الطبقة المخاطية في القولون والزغابات في القولون قد حصل نمو غير طبيعي في خلاياها فأزداد حجمها بصورة كبيرة , يبين الشكل (4- د) يبين عودة النسيج في منطقة القولون الى شكلة الطبيعي بعد العلاج ببكتريا الـ Lactobacillus  .

يظهر في الشكلين (5- ب)و (5- ج) نمو خلايا الزغابات بصورة غير طبيعية مما ادى الى زيادة حجمها كما يلاحظ حدوث فقدان في طبقة الخلايا الطلائية السطحية المحيطة بنسيج الامعاء الدقيقة , بينما يوضح الشكل (5- د) في نسيج الامعاء الدقيقة عودة النسيج الى الحالة الطبيعية (بعد المعالجة). ان النتائج التي تم الحصول عليها مطابقة لما وجده عدد من الباحثين اذ وجد Fujimura  وجماعتة (2006) ان بكتريا    Lactobacillus  تكبح نــــــــــــــــمو بكتريا H. pylori التي تستعمر المعدة والامعاء والقولون . كما استنتج Wang وجماعتة (2004) ان الاستهلاك المنتظم لللبن الحاوي على بكتريا  Lactobacillus يؤدي الى تقليل خطر الاصابة ببكتريا  H .pylori . توصل الباحث Sgouras  وجماعتة (2004) ان الفئران المعاملة ببكتريا   L. casei اظهرت انخفاض في مستوى استيطان الـ H .pylori في الجهاز الهضمي مقارنة مع مجموعة السيطرة التي لم تعامل بالـ Lactobacillus . من هذا يتضح ان تناول الالبان بصورة منتظمة يساعد على تقليل خطر الاصابة بامراض الجهاز الهضمي وعسر الهضم وبالتالي المحافظة على صحة الجهاز الهضمي.
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شكل (2) شكل الامعاء في مجموعة السيطرة و بعد معاملة الفئران بكل من بكتريا   H.pylori   و Lactobacillus  . 
(1) مجموعة السيطرة . (ب) بعد المعاملة بالـ  H .pylori لمدة ثلاث اسابيع. (ج) بعد المعاملة بالـ Lactobacillus لمدة ثلاث اسابيع .
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شكل (3) يوضح التغيرات النسيجية في المعدة

(أ) مقطع مستعرض في معدة مأخوذة من مجموعة حيوانات السيطرة . (ب) مقطع مستعرض في معدة فأر تم اعطائه عالق بكتريا الـ H. pylori  الخلايا المؤشرة بالسهم هي الخلايا الالتهابية .(ج) مقطع مستعرض في معدة فأر تم اعطائه عالق بكتريا الـ     H. pylori ثم بعد ثلاثة اسابيع تم معالجتة بأعطاءعالق بكتريا الـ Lactobacillus  الحية لمدة ثلاث اسابيع.  تم استعمال صبغة الايوسين –هيماتوكسلسن في التصبيغ. وقد صورت المقاطع على القوة 
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شكل (4) مقاطع نسيجية لمنطقة القولون .

 ( أ) مقطع مستعرض مأخوذ من مجموعة حيوانات السيطرة . (ب وج) مقطع مستعرض في قولون فأر تم اعطائه عالق بكتريا الـ H. pylori  يلاحظ الزيادة الكبيرة  في الخلايا الالتهابية . (ء) مقطع مستعرض في قولون فأر تم اعطائه عالق بكتريا الـ     H. pylori ثم بعد ثلاثة اسابيع تم معالجتة باعطاء عالق بكتريا الـ Lactobacillus  الحية.  تم تصبيغ المقاطع بصبغة الايوسين – الهيماتوكسلين , وصورت على القوة 10X
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شكل (5 ) مقاطع مستعرضة في الامعاء الدقيقة .
 ( أ) مقطع مستعرض مأخوذ من مجموعة حيوانات السيطرة . (ب وج) مقطع مستعرض في الامعاء الدقيقة لفأر تم اعطائه عالق بكتريا الـ H. pylori  يلاحظ الزيادة الكبيرة الحاصلة في حجم الزغابات وكذلك زيادة الخلايا الالتهابية وحصول تحطم في بعض الاماكن في الزغابة . (ء) مقطع مستعرض في الامعاء الدقيقة لفأر تم اعطائه عالق بكتريا الـ     H. pylori ثم بعد ثلاثة اسابيع تم معالجتة باعطاء عالق بكتريا الـ Lactobacillus   الحية, يلاحظ رجوع النسيج الى وضعة الطبيعي . 
تم تصبيغ المقاطع بصبغة الايوسين – الهيماتوكسلين , وصورت على القوة 10X
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