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الخلاصة
   خلال الفترة من 2007 لغاية 2008 اجريت دراسة لعمل وسط زرعي جديد ذو كفاءة أعلى  لنمو طفيلي اميبا الزحار Entamoeba histolytica  من خلال تحوير وسط  HSP-1  بواسطة  اضافة بعض المواد وزيادة نسبة البعض الأخر للوسط، فضلا عن استعمال طريقة الفلترة لغرض تعقيم الوسط حيث لوحظ من خلال الدراسة بعد   تنمية اميبا الزحار Entamoeba histolytica في أوساط زرعية مختلفة  قد أستمر نمو الطور الخضري Trophozoite  حتى اليوم السادس عشر في الوسط المصنع، أما الطور المتكيس فقد استمر في النمو إلى اليوم  السادس بينما  لوحظ في الوسط HSP-1  ان الطور الخضري توقف عم  النمو عند  اليوم السادس  بينما لوحظ في الوسط TY1-S-33  المحوّر من قبل Keister قد أستمر نمو الطور الخضري Trophozoite  ليصل إلى اليوم العاشر. وعند تنمية الطفيلي في الماء المقطر شوهدت الأطوار الخضرية في اليوم الأول فقط. 
Abstract

 During the period from 2007 till 2008, Occur of study for make anew medium to Entamoeba histolytica from during modification HSP-1 medium by add some materials and increase of  rate with  some materials as well as used sterilization method by filtration of medium.                                                              
Note of study, There are Synthetic medium of HSP-1 more favorite  for growth  of Entamoeba histolytica (trophozoite )but stay the stage to reach 16 days while the cyst stay 6 days, compared with HSP-1 medim stop the growth of trophozoite at 6 days while  TY1-S-33 modification  stay the trophozoite 10 days but durig the culture of Entamoeba histolytica in distil water, there are stay the trophozoites one day.

المقدمة وإستعراض المراجع
    لقد بدأت دراسة الإحياء المجهرية بصورة علمية مفصلة بعد الحرب العالمية الثانية.  وقد ساعد التطور الصناعي والتجاري في انتقال وانتشار تلك الأحياء المجهرية المعوية إلى أماكن متباعدة ومتعددة من العالم. ولقد أثبتت الدراسات التي قامت بها منظمة الصحة العالمية WHO بأن مرض الإسهال والالتهاب في الأمعاء يأتي بالمرتبة الرابعة من أسباب الوفيات في البلدان النامية ويأتي بالمرتبة العاشرة في البلدان المتقدمة صحياً (الشبيب، 1989). 
أستخدم الوسط TY1-S-33 لتدعيم نمو أميبا الزحار لأجل تحديث محفز الطفرة المقاومة للأدوية المتعددة حيث وجد ألجين Ehpg1 وهو بروتين موجود في النواة ومسؤول عن المقاومة إذ أمكن  عزل ألجين الذي له دور في مقاومة المضادات الحياتية (Gomez et al., 1998). أستخدم الوسط TY1-S-33 في تحديد تأثير عقار Nitazoxanide ضد عزلات الجيارديا اللامبلية وأميبا الزحارحيث اظهر الوسط نمو امثل خلال بقاء الطفيليات لمدة 10 ايام بدون استعمال الزرع الثانوي subculture  كذلك تبيّن أن هذا العقار أكثر فاعلية من عقار الفلاجيل (Adagu et al., 2002).
      بينّو Clark & Diamond  (2002)  وTanyuksel & Petri (2003) بالإمكان إبقاء طفيلي اميبا الزحار والجيارديا اللامبيلية حياً لمدة غير محددة شريطة تزويد الوسط HSP-1,TY1-S-33 بالمغذيات بصورة مستمرة. 
درس (2004)  Espinosa et al.  تأثيرCyclobutyl carbinols وCyclopropyl في بقاء الطورين المتكيس والمتغذي لأميبا الزحار واستعمال الوسط TY1-S-33  حيث ثبت أن خلال 24 ساعة تم تثبيط 50% بواسطة تركيز11.2 ميكروغرام من المادة الثانية و38.9 ميكروغرام من المادة الأولى وهذا تم ضمن التأثير في أنزيم Alcohol dehydrogenase.

      كذلك بين الكبيسي(2007) بدراسة مقارنة لاوساط زرعية مختلفة كان منها الوسط  HSP-1 هو اكفا الاوساط الزرعية  لنمو الطفيلي الجيارديا اللامبلية حيث تمكن من  بقاء الطفيلي لمدة احدى عشر يوما.
     نظرا للدراسات القليلة في استنبات طفيلي Entamoeba histolytica في اوساط غذائية خارج جسم المضيف أي في الزجاج   in vitro culture لذلك اقترحت الدراسة  لغرض التوسع في تلك الطفيليات في الحصول على عدد كبير من الطفيليات لاستعمالها او لتحضير مستضدات antigen منها لطرق التشخيص المصليserological diagnosis وكذلك لدراسة فسلجة الطفيليات وتاثير العقاقير والمستخلصات خارج الجسم الحي . 
المواد وطرائق العمل

وسط HSP-1  المحّور


 وسط سائل حضر بإذابة المواد أدناه:-
	فايتوببتون                              
	3
	غم

	ملح السستين هايدروكلورايد                    
	0.3
	غم

	كلوكوز
	0.1
	غم

	محلول هانك الملحي المتوازن           
	85
	مل


RPMI                                1     غم
عدل الأس الهايدروجيني ليساوي 6.7 بإضافة القاعدة أو الحامض . أما التعقيم فقد تم  بواسطة طريقة الفلترة عبر ثقوب بقطر 0.22 ميكرومتر قبل الزرع المباشر ووزع الوسط في أنابيب معقمة بمقدار 3 مل من الوسط لكل أنبوب وأضيف 1 مل من مصل الإنسان المسخن بدرجة حرارة 56 م لمدة نصف ساعة لقتل المتمم، ثم أضيف المضادان الحياتيان: البنسلين بمقدار 50 ملغم/مل والستربتومايسين بمقدار 50 ملغم/مل.

ملوّن اليود Lugol’s Iodine   


    تم تحضير محلول اليود من المواد الآتية:-
	بلورات اليود                                
	1
	غم

	يوديد البوتاسيوم                            
	2
	غم

	ماء مقطر                               
	100
	مل


وترك المحلول في قنينة معتمة بعيداً عن الضوء.
جمع وفحص العينات      

جمعت عينات الغائط من المرضى الذين يعانون من الإسهال والإلتهاب المعوي وهل تناول مضاداً حيوياً أم لا. أما الفحوصات التي أجريت على الغائط فشملت الفحص العياني والفحص المجهري وهي:-
طريقة المسحة المباشرة 

       تم في هذه الطريقة وضع قطرة من المحلول الفسلجي الإعتيادي Normal saline (0.9% كلوريد الصوديوم) على أحد جانبي شريحة زجاجية نظيفة وجافة وقطرة أخرى من محلول اليود Lugol’s iodine على الجانب الآخر ثم أخذت كمية صغيرة من الوسط المصنع والذي يحتوي على الطفيلي  اميبا الزحار بواسطة عود خشبي Wood stick ومزجت بشكل جيد مع قطرة من المحلول الفسلجي ومحلول اليود، وقد أخذت العينات من أماكن مختلفة من النموذج لزيادة إحتمال ظهور الطفيلي، ثم وضع غطاء الشريحة دون التسبب في حصول فقاعات هوائية بعد إزالة أية جسيمات كبيرة من العينة (;Cheesbrough&McArthur, 1976    الحديثي وعواد، 1986).
 التنمية المختبرية لطفيلي اميبا الزحار 
        أضيف غرام واحد من الغائط الحاوي على الطور المتغذي والمتكيس لطفيلي اميبا الزحار إلى الأوساط الزرعية المحضرة وهي وسط TY1-S-33 المحوّر، وسط HSP-1، وسط HSP-1 الذي قمنا بتحويره و وسط الماء المقطر وبواقع خمسة مكررات لكل من هذه الأوساط وتمت ملاحظة التغيرات الطارئة على الطفيلي خلال الساعات والأيام. 
النتائج 

       تتضح من الجدول (1) نتائج تنمية اميبا الزحار في أوساط زرعية مختلفة لثلاثة مكررات لكل وسط من الأوساط قيد الدراسة. لوحظ أن الوسط المصنعHSP-1  قد إستمر نمو الطور الخضري فيه ليصل إلى اليوم السادس عشر ، أما الطور المتكيس فقد وصل في النمو إلى اليوم  السادس بينما لوحظ أن الوسط TY1-S-33  المحوّر من قبل Keister قد إستمر نمو الطور الخضري فيه ليصل إلى اليوم العاشر، أما الطور المتكيس فقد وصل في النمو إلى اليوم الخامس   بينما لوحظ أن الوسط HSP-1 أوقف نمو الطور المتكيس للطفيلي خلال اليوم الرابع، أما الطور الخضري فقد توقف نموه عند  اليوم السادس  . وعند تنمية  اميبا الزحار في الماء المقطر شوهدت الأطوار الخضرية في اليوم الأول فقط وبعدها تحولت إلى أطوار متكيسة وإستمرت حتى اليوم الرابع 

جدول (1): تنمية طفيلي  اميبا الزحار في الأوساط الزرعية.

	الوسط الزرعي
	   الأيام

الطور
	1
	2
	4
	6
	8
	10
	12
	14
	16
	18
	20
	22

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

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

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

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

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

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

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

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


المناقشة

      اجريت دراسة للحصول على وسط مناسب لنمو الطفيلي اميبا الزحار خارج جسم الكائن الحي من خلال تحوير الوسط HSP-1  عن طريق اضافة بعض المواد وزيادة نسب بعض مكونات الوسط فضلا عن طريقة التعقيم للوسط. 

 ان الوسط   HSP-1 المصنع ، فقد كانت مدة نمو الطور الخضري للطفيلي فيه  ست عشر يوما"  وهذا يفسر إستخدمت فيه تقنية التعقيم بواسطة الفلترة،  والذي لايودي الى تلف المكونات للوسط  فيما لو استعمل طريقة الموصد الحراري فأن بعض المواد الموجودة ضمن مكونات الوسط الأخير من الممكن أنها مواد مغذية قد تتلف بالحرارة العالية للموصد الحراري مما يؤدي إلى عدم إستمرار النمو كذلك زيادة نسب بعض المواد  المغذية وبشكل تجريبي للحصول على النمو الامثل  فضلا عن النقل الثانوي للعزلات لمنع تراكم النواتج الايضية الثانوية والتي قد تودي في التاثير في النمو الطفيلي  (Adam, 2001) فضلا عن ذلك إضافة المادة المغذية الغنية  RPMI  . 
اما نتائج تنميةاميبا الزحار  على الأوساط الزرعية المختلفة ومنها الوسط HSP-1 حيث توقف نمو الطور الخضري عند اليوم السابع وهذا سببه حصول تأثيرات أدت إلى عدم قدرة الطفيلي على البقاء مدة أطول. ومن الممكن أن الطفيلي وأثناء نقله من الغائط الحاوي على الطورين المتكيس والخضري (بكثافة) قد تم القضاء عليه بفعل بعض العوامل الفيزيائية كالضوء، فضلاً عن تواجد الأحياء المجهرية ضمن العينة ولاسيما عندما تكون تلك الأحياء المجهرية مقاومة للمضادات الحيوية حيث أنها تولد طفرات للبكتريا المعوية عند التناول المفرط للمضادات الحيوية (الكبيسي،2007).
 كذلك فأن للأوكسجين دور حيث أثناء النقل من العينة إلى الوسط الزرعي من الممكن أن يتعرض الطفيلي للأوكسجين مما يؤدي إلى القضاء عليه في المرحلة الأولى من الزرع أو أثناء النقل إلى الزرع الثانوي (شابل، 1989). لقد إستخدم النقل الثانوي نظراً لإستنفاذ المواد المغذية وكذلك لتراكم المواد الأيضية الثانوية في الوسط مما يؤدي إلى تأثير سلبي في الطفيلي  كذلك ان لطريقة تعقيم الوسط بواسة الموصد الحراري ادت الى تلف بعض مكونات الوسط مما جعل الوسط غير موهل لنمو الطفيلي فيه فترة طويلة Adam, 2001)).
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