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Abstract 
This study was conducted for the detection of virulence of pathogens isolated from cardiac 

catheterization kit on the production of biofilm in vitro .the catheter tip culture Was performed for 
each type of catheterization  test as diagnostic catheterization samples included 66 (74.16%) has 
given 15 (22.73%), and therapeutic catheterization  samples 15 (16.85%) has given 6 (40%) infected 
with the samples of diagnostic catheterization and therapeutic  together 8 (8.99%) has given the 
results of 4 (50%) infected and results showed sensitivity and specificity values for the catheter Tip 
culture test  (96%) and (100%), respectively,

the results were explained after cultured the samples on Enriched and differential media ,that 
(89) patients (a common sample) gave 25 (28.09%) positive sample for bacterial culture, and two of 
them showed two types of bacteria were (27) isolated bacterial, bacteria diagnosed isolates was 11 
(70.74%) gram positive and 15 (55.56%) gram-negative and only one isolation of yeasts 1 (3.70%), 
although 64 (71.91%) did not give any growth. the ability of  pathological isolates were tested on 
biofilm production by using three different methods, (TM) Tube method , (CRA) Cong Red Agar 
and  Microtiter Plate (MTP) has given 25 (92.6%) , 16 (58.26% ) and 26 (96.29%) the isolation of 
producing biofilm different quantities respectively , The isolation of producing biofilm in different 
quantities, respectively. The results of the investigation  on the composition of the biofilm The MTP 
test has showed  sensitivity (100%) and specificity 96%, while TM test values sensitivity was (96%) 
and (100%) specificity and CRA test  was (61.5%) sensitivity and (100%) specificity values.

The absence of local study on the ability of pathogens isolated from cardiac catheterization kit 
on the production of biofilm came this study
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الخلاصة
الغشاء  انتاج  القلبية على  القسطرة  المعزولة من عدة  المرضية  المسببات  للكشف عن ضراوة  الدراسة  اجريت هذه 
الحيوي biofilm  خارج الجسم الحي، تم إجراء اختبار زرع طرف القسطار Catheter Tip لكل نوع من القسطرة إذ 
شملت عينات القسطرة التشخيصية  66 )%74.16( فقد أعطت  15 )%22.73( مصاب، وعينات القسطرة العلاجية 
15)%16.85( فقد أعطت 6 )%40( مصاب أما عينات القسطرة التشخيصية والعلاجية معا 8 )%8.99( فقد أعطت 

نتائج  4 )%50( مصاب، وبينت النتائج قيم الحساسية والنوعية لأختبار زرع طرف القسطار )%96( و)%100( على 
التوالي،

العينات على الأوساط  الإغنائية والتفريقية إن )89( مريض )عينة مشتركة( أعطت  النتائج بعد زرع   أتضح من 
25)%28.09( عينة موجبة للزرع الجرثومي، وإثنان منها أظهرت نوعين من الجراثيم فكانت )27( عزلة جرثومية، 

شخصت العزلات الجرثومية فكانت 11)%70.74( موجبة لصبغة غرام و 15)%55.56( سالبة لصبغة غرام وعزلة 
واحدة فقط من الخمائر 1)%3.70( وإن 64)%71.91( لم تعطي أي نمو .

أًختبرت قابلية العزلات  المرضية على إنتاج الغشاء الحيوي Biofilm وبأستعمال ثلاثة طرائق مختلفة وهي طريقة 
الانبوبة )Tube method ( TM  واكار أحمر الكونغو ))C.R.A Cong Red Agar وصفائح المعايرة الدقيقة 
25 )%92.6( و 16)%58.26( و26 )%96.29( عزلة منتجة للغشاء  أعطت  فقد   )Microtiter Plate (MTP
قيم  له   MTP إختبار  إن  الحيوي  الغشاء  تكوين  عن  التحري  نتائج  .أظهرت  التوالي  على  مختلفة  وبكميات  الحيوي 
حساسية )%100( ونوعية )%96( أما إختبار  TM كانت الحساسية )%96( والنوعية )%100( وإختبار CRA فله 
قيم حساسية )%61.5(  ونوعية )%100( . ونظراً لعدم وجود دراسة محليه عن قابلية المسببات المرضية المعزولة من 

عدة القسطرة القلبية على انتاج الغشاء الحيوي biofilm  جاءت هذه الدراسة .

الكلمات المفتاحية
المسببات المرضية , القسطرة القلبية، Biofilm، خارج الجسم الحي.

	

1. المقدمة:  
هن��اك علاقة وثيقة بين قدرة البكتريا على تكوين الغش��اء 
الحي��وي وقدرتها على احداث الامراض والتس��بب بحدوث 
ح��الات الالتهاب��ات المزمن��ة، فأن البكتريا المس��ببة للغش��اء 
الحي��وي تك��ون لها قابلي��ة اكبر على اس��تعمار جس��م المريض 
والاقام��ة فيه ويصب��ح اقل حساس��ية للمض��ادات الحيوية ، 
وتنت��ج ه��ذه البكتريا بروتين��ات مرتبطة بالغش��اء الحيوي في 
 ،Biofilm Associated protein )BAP( اثناء الاصاب��ة
ووجوده��ا يس��هل من تكوين الغش��اء الحي��وي المرتبط ببقاء 
الجرثوم��ة مدة اط��ول في جس��م المريض، حيث يقوم جس��م 
المصاب بالاس��تجابة المناعية لهذه البروتينات فيلاحظ وجود 
Anti- اجس��ام مضادة له��ذه البروتين��ات في مصل المري��ض

.]1[  BAP antibodies

ترتبط نجاحات الطب الحديث ارتباطا وثيقا بالاستخدام 
المتزايد للأجه��زة الطبية ]2[، على الرغم م��ن النجاح الكبير 
المنج��ز بالأدوات الطبي��ة الجديدة ،الا ان هذه الس��طوح غير 
الحي��ة معرضة للاس��تعمار الجرثومي مما يخلق مش��كلة صحية 
مهمة عندما يتم غرز اي مادة حيوية، يمكن ان تصبح موضع 
للالتصاق والاس��تعمار والعدوى البكتيري��ة، لذلك فأن اكثر 
من )%60( من الاصابات المكتسبة من المستشفيات في جميع 
انح��اء العالم تع��ود الى بكتريا الغش��اء الحيوي م��ع الادوات 
الطبي��ة، وه��ذه الادوات الطبي��ة مث��ل الاط��راف الصناعية، 
زرع واس��تبدال العظام ،توزيع العقاقير، القسطرات، زراعة 

الانسجة ]3[ والعدسات اللاصقة والاصطناعية ]4[
من بين المواد الاكثر اس��تعمالا القس��طرة )أنابيب بسيطة( 
تغرز من السطح الخارجي الى العضو او الشريان، فقسطرات 
الاوعي��ة الدموي��ة الوريدية الداخلية التي تس��تعمل بش��كل 
رئي�سي في اعط��اء الس��وائل، الادوي��ة، التغذية غ�ري المعوية، 
نوات��ج ال��دم، بالإضاف��ة الى مراقب��ة حال��ة الاوردة الدموية، 

وغسيل الكلية المزمن لدى المرضى الخارجيين ]5[.
 ان اس��تعمال الادوات للوصول الوعائي يرتبط بحدوث 
ع��دوى مج��رى الدم داخ��ل الاوعي��ة الدموي��ة، والناجمة عن 
الميكروب��ات الت��ي تس��تعمر الاداة المغ��روزة او تلوث مجرى 

السائل في وقت الادخال او اثناء استخدامه ]6[ .
ان بعض الدراس��ات الوبائية افترض��ت وجود صلة قوية 
Atheroscl e ربين الربط البكتيري في تجويف الفم مع تطور
Athero�  7[، وكذل��ك حددت البكتريا في لويحات[ rosiss

sclerosis ]8[، وقد يكون الغش��اء الحيوي السبب في تطور 

 .]9[ Atherosclerosis

ان وجود اعداد كبيرة من البكتريا مع تنوع كبير في مساحة 
صغيرة في عينة واحدة  من لويحة Atherosclerosis يش�ري 
الى ع��دوى الغش��اء الحي��وي ]10[، وان المض��ادات الحيوية 
الروتينية واس��عة الطيف س��وف تكون فعالة ضد العديد من 
الان��واع التي تم تحديده��ا في البكتريا الحرة )العوالق(، حيث 
ان الغش��اء الحيوي يعطي تحمل للمضادات الحيوية ، وتبدي 
البكتريا المرتبطة بلويحات تصلب الشرايين في الغشاء الحيوي 

مقاومة عالية للمضادات الحيوية ]9[. 
Athero� 11[ أن من خلال دراس��ته عن مرضى[  أثب��ت 
sclerosis الذي��ن يعانون م��ن امراض القل��ب التاجية بأن 

الاغشية الحيوية للبكتريا هي المسببة لتصلب الشرايين .
اقترح��وا ]12[ م��ن خ�الل بحثه��م ان لويح��ات تصلب 
الشرايين Atherosclerosis تتكون من الاغش��ية الحيوية 
)الوظيفية(، ولاحظ الفريق ان صفات وخصائص لوحظت 
على جدران الشريان بجعلها تماما مناس��بة لتش��كيل الغش��اء 
الحيوي والمس��ؤولة عن ع��دم فعالية المض��ادات الحيوية مثل 
التج��ارب  في   Fluorquinolones  ،Macroides

السريرية .
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المواد وطرائق العمل :
جمعت العينات من ش��عبة قس��طرة القل��ب والشرايين في 
مستش��فى الامام الحسين )عليه الس�الم( التعليمي في محافظة 
كربلاء المقدس��ة، إذا ش��ملت عينات الدراس��ة )89( مريض 
من مرضى القس��طرة القلبية وبنوعيها القس��طرة التشخيصية 
   Catheter والقس��طرة العلاجية Diagnostic Catheter

Therapeuticوالقسطرة التشخيصية والعلاجية معاً ولكلا 

الجنسين وبأعمار تراوحت من )75 - 29( سنة شكل )1(. 

                                     

شكل )1(: يمثل عدة القسطرة القلبية

 Catheter Tip أٌتبع��ت طريق��ة زرع ط��رف القس��طار
Culture الموصوف��ة من قب��ل ]13[ مع التحوير، وتس��مى 

Semiquantitative    tech�  هذه الطريقة تقنية ش��به كمية  
nique، تم جمع )89( عينة وذلك بقطع )15( سم من طرف 

 Artery القس��طار العلوي بعد خروجه مباشرة من الشريان
وتقس��يمه الى ثلاثة أجزاء، طول كل قطعة )5( س��م بوساطة 
مقص معق��م ووضعت كل قطعة في انبوب��ة حاوية على مرق 
نقي��ع القل��ب والدم��اغ BHI broth    وكان ذل��ك في صالة 
القس��طرة وبجن��ب المري��ض، نقل��ت الى المخت�رب وحضن��ت 
بظ��روف هوائية ولا هوائي��ة وبتوفرCO2 ولمدة  )48 - 24 (

ساعة وبدرجة حرارة )°37( م، وبعد ملاحظة عكورة النمو 
زرعت على وس��طي الدم الاس��اس Blood agar  ووس��ط 
الجكلي��ت Choclate agar بطريقة التخطيط على الوس��ط 

الصلب وحضنت بنفس الظروف أعلاه .

التحري عن قابلية العزلات المرضية على تش��كيل الغشاء 
-: ) Biofilm (الحيوي

11 .Tube Method (TM( الانبوب��ة  طريق��ة 
حضر الوس��ط حس��ب الطريقة المتبعه من قبل ]14[
واس��تخدم التقدير النوعي  qualitative لتش��كيل 
الغشاء الحيويbiofilm  حس��ب الطريقة الموصوفه 

من قبل ]15, 16[ .
22 .  Congo Red )CRA (  طريقة اكار احمر الكونغو

Agar  اتبعت الطريقة الموصوفه من قبل  ]17,16[.

33 طريقة صفائح المعايرة الدقيقة     .
Microtiter Plate (MTP(

أُس��تخدم الفحص الكمي quantification  لتشكيل 
الغشاء الحيوي حسب الطريقة الموصوفه من قبل ]15,14[. 
 ELISA reader وقرأت النتيجة بأس��تخدم جهاز الالي��زا
لتقدي��ر الكثاف��ة الضوئي��ة Optical density (OD( ع�ىل 
ط��ول موج��ي )570( نانوميتر، وقيس��ت الكثاف��ة الضوئية 

للغشاء الحيوي biofilm حسب المعادلة الاتية:
Mean OD (control) - Mean OD (test) = OD biofilm

النتائج والمناقشة :
Catheter Tip cul�  تس��مى طريقة زرع طرف القسطار  
  Semiquantitiative Techniqae طريقة ش��به كمي��ة ture

تم أخذ )89( عينه وذلك بقطع )5( س��م من طرف كل انبوب 
قسطرة Catheter استعمل في اجراء العملية وزرعه في الوسط 
السائل، بعدها نقلت العينات الى المختبر وبعد انهاء فترة الحاضنة  
فحصت الانابي��ب بملاحظة العك��ورة turbidity، حيث ان 
القس��طرة التش��خيصية ك��ان المصابين منه��م 15)22.73%(، 
والقس��طرة العلاجية كان ع��دد المصابين 6 )%40( أما الاثنان 
مع��ا فكان ع��دد المصاب�ني 4 )%50( واعتبرت ه��ذه الطريقة 

طريقة تأكيدية للطريقة السابقة  الشكل )2( جدول )1( 

                      

Catheter Tip culture شكل )2(: زرع طرف القسطار

جدول )1(: النسب المئوية لظهور المسببات المرضية من عدة القسطرة القلبية حسب فئة العينات

Catheter Tip

نوع العينات 

نوع القسطرة
نسبتها المئويةعدد العينات الموجبةنسبتها المئويةعدد العينات

22.73  %74.1615 %66تشخيصية

40  %16.856 %15علاجية

50 %8.994 %8تشخيصيه وعلاجية معا

28.09  %10025 %89المجموع الكلي

ببكتري��ا  الاصاب��ة  نس��بة  ان  الدراس��ة  نتائ��ج  اظه��رت 
  S.aureus الموجب��ة لصبغة ك��رام فكانت اعلى نس��بة لبكتريا
  S.Pneumoniae و S.epidermidis 14.814، تليه��ا%

 S. pyogenes و   )7.407%( بنس��بة   Bacillus Sppو
بنسبة   )%3.703( كما موضح في الجدول )2 و3(  .

جدول )2(: النسب المئوية لظهور المسببات المرضية  المعزولة من عدة القسطرة القلبية  حسب نوع المسبب المرضي

النسبة المئويةعدد العزلاتالانواع الجرثومية

40.74 %11بكتريا موجبة لصبغة غرام

55.56  %15بكتريا سالبه لصبغة غرام

3.70  %1خمائر

100 %27المجموع الكلي
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جدول )3(: نسبة الاصابة بالبكتريا والخمائر المعزولة من عينات مرضى القسطرة القلبية :

النسبة المئوية %‏عدد العزلاتنوع الجراثيم

Bacillus spp.27.407 %
Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis
4

2

14.814 %

7.407  %
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

2

1

7.407  %

3.703  %

Escherichia coli27.407  %

Klebsiella pneumoniae311.111  %

Proteus mirabilis27.407  %

Pseudomonas fluorescence13.703  %

Pseudomonas aeruginosa27.407  %

Pantoea spp
13.703  %

Salmonella spp13.703  %

Aeromonas hydrophila13.703  %

Enterobacter cloacae13.703  %

Serratia marcescens13.703  %

Candida albicans13.703  %

%  27100المجموع

  P.mirabilis  و  E.coli 11.111 %(، وبالدرج��ة الثانية(
الاق��ل  وكان��ت   ،)7.407%( بنس��بة    P.aeruginosa و 
 Pantoeaو P.fluorescence بكتري��ا  نس��بة ظه��ور ه��ي 
  Aeromons hydrophilaو   Salmonellaو   spp

  Serratia واخ�ريا   Enterobacter Cloacaeو
marcescens  بنسبة   )3.703 %(  .

 K. بكتري��ا  ان  الحالي��ة  الدراس��ة  نتائ��ج  اظه��رت 
الس��البة  البكتيري��ة  المس��ببات  pneumoniae  في ص��دارة 

لصبغ��ة غ��رام ، وايضا هذا  يتفق مع ما ذك��ره ]22[، واعُزى 
سبب الاصابة بهذه البكتريا الى امتلاكها المحفظة التي تعطيها 
القابلي��ة على مقاومة عملي��ة البلعم��ة Phagocytosis التي 
تقوم به��ا دفاع��ات المضيف للتخل��ص من ه��ذه البكتريا مما 
يساعد على البقاء في مجرى الدم مدة اطول فضلا عن مقاومتها 

للمضادات الحيوية.
 تمتل��ك صفة المقاوم��ة للمضادات الحيوي��ة بين عزلات 
الراقدي��ن في  الم��رضى  لاس��يما   ،spp Kelbsiellaجن��س
المستش��فيات الى م��دة ط��ول بق��اء المري��ض في المستش��فى 
وكث��رة اس��تعمال بعض الاجه��زة الطبي��ة تعد اه��م عوامل 
انتش��ار الاصابة والمقاومة ماتس��بب في ظه��ور انواع اخرى 
مث��ل Klebsiella oxytoca  والت��ي تمتل��ك مقاومة عالية 

للمضادات الحيوية ]23[ .
ام��ا بكتري��ا P.aeruginosa تع��د الث��اني م��ن المس��ببات 
البكتيرية الس��البة ولهذه الجرثومة امكانية الانتقال عن طريق 
اي��دي الكادر الطبي والم��رضى ]24[، ولوحظ من نتائج هذه 
الدراس��ة ان اغلب الع��زلات البكتيرية الس��البة لصبغة كرام 
هي تابع��ة للعائلة المعوي��ة Enterobateriaceae، اذ يمكن 

لهذه الانواع النفاذ الى مجرى الدم عبر بطانة الامعاء ]25[.
كما اوض��ح ]26[ ان البكتريا الس��البة لصبغة كرام تكون 
عملية عبورها اسهل من عملية عبور البكتريا الموجبة لصبغة 

كرام  والبكتريا اللاهوائية، فضلًا عن البكتريا السالبة لصبغة 
كرام غالب��ا ما تكون مقاومة للمض��ادات الحيوية نتيجة عدم 
نفاذية غش��ائها الخارجي لمعظم المض��ادات الحيوية، وكذلك 
ان ارتفاع نس��بة الاصابة بتجرثم ال��دم قد يكون نتيجة تكرار 
الحق��ن بالوري��د لأغراض الع�الج  واعط��اء الس��وائل منعا 

للجفاف ]27[.
 C. س��جلت النتائ��ج ظهور عزل��ة واحدة م��ن المبيضات
albicans بنس��بة  )3.703 %(، ان س��بب ظهور هذا النوع 

Dimor�  م��ن المبيض��ات هو قدرته��ا على التح��ول الش��كلي 
phism  ال��ذي يمكنه��ا م��ن التحول من ش��كل الخميرة الى 

الش��كل الخيطي وبالعكس عند اصابتها للإنس��ان والحيوان، 
وكذلك امتلاكها العديد من عوامل الضراوة منها قدرته على 
انتاج انزيم Phospholipiase الذي يحلل الدهون المفسفرة 
وكذلك مقاومة درجات الحرارة العالية، فضلا عن مقاومتها 

للمضادات الفطرية ]28[. 
حي��ث اظه��رت نتائ��ج اختب��ار زرع ط��رف القس��طار  
Catheter Tip فكانت قيم الحساس��ية )%96( والنوعية 

)%100( ، ونتائ��ج الدراس��ة الحالي��ة ج��اءت مقاربة مع 
النتائ��ج الت��ي توص��ل اليه��ا دراس��ة ]29[، كان��ت تمتلك 
حساس��ية )%100( ونوعية 76 – 79  لتش��خيص تجرثم 

الدم المرتبط بالقسطرة .
بينما  حصلت دراسة، ]30[ في البرازيل على قيم الحساسية 
والنوعي��ة  )%100( و)%68.4( والكائن��ات المعزول��ة هي 
Aci�و P.aeruginosaو  S.epidermidisو  S,aureuss

وال��ذي   ،Candid sppو   netobacter bavmannii

اس��تخدم هذه الطريقة ش��به الكمية لتقييم الع��دوى المرتبطة 
بقس��طرة الاوردة المركزية والتي يمكن ان تس��تعمل كمؤشر 
لتجرث��م الدم، بينما حصلت الدراس��ة المج��راة من قبل ]31[ 

على قيم حساسية )%92( ونوعية )83%(  .

وقد جاءت هذه النتيجة مقاربة لما ذكره ]18[ ، ان س��بب 
ارتفاع نسبة الاصابة بتجرثم الدم بالبكتريا العنقودية قد يعود 
لقابلي��ة البكتريا على مقاومة المض��ادات الحيوية بالإضافة الى 
انتش��ار هذه البكتريا بشكل واسع في المحيط البيئي  الخارجي 
وبيئ��ة المستش��فيات ]19[، بين�ام اوضحت دراس��ة ]20[ ان 
    S. Pneumoniae النوع الش��ائع في اصابات تجرثم الدم هو
وق��د يعود الى اختلاف الظروف البيئية والمناخية والصحية في 

البيئتين . 
ك�ام بين��ت النتائ��ج ان المس��بب الث��اني لتجرثم ال��دم من 
  S. Pneumoniae البكتريا الموجب��ة لصبغة كرام هي بكتريا
حي��ث بلغ��ت نس��بتها ) 7.407 %( ، واش��ار ]21[ ان هذه 
البكتريا لها دور كبير في التس��بب بتجرث��م الدم عند الاطفال 
.ان ارتفاع نسبة الاصابة ببكتريا السالبة لصبغة غرام اذ كانت 
بكتري��ا K. pneumoniae اعلى نس��بة  في حدوث الاصابة  
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اش��ار ]13[ ب��أن قس��طرات الاوردة المحيطي��ة بطريق��ة 
زرع ط��رف القس��طار يعد مؤشر لخطر تجرث��م الدم، اعتبرت 
ه��ذه الطريق��ة كعامل وبرهان لتش��خيص الع��دوى المرتبطة 
بالقس��طرة ]32[، وذلك إستاداً الى الدراسات المنفذة من قبل 
]32[ والمؤك��دة م��ن قب��ل ]33[، بينما حص��ل ]30[ لاختبار 
طرف القسطرة Catheter Tip  على قيم حساسية )100%( 
ونوعي��ة )%68.4(، ولاح��ظ  ]34[ ان النوعية للتقنية ش��به 

الكمية  كانت )76%(.  
اق�رتح  ]35[ ان الطريق��ة ش��به الكمي��ة تعت�رب كمعيار 
للبكتريا التي تلتصق بالس��طح الخارجي للقسطرة، وبينت 
الدراس��ات ان الطريقة ش��به الكمية قادرة ع�ىل تمييز تجرثم 
ال��دم المرتبط بالقس��طرة وتعتبر حساس��ة وموثوق��ة ]36[.

ان ه��ذه الطريقة ش��به الكمية موصى بها بش��كل كبير وهو 
اختبار سهل وسريع ويتم اجراءه بشكل دوري في مختبرات 
الاحياء المجهرية السريرية في البرازيل كما هو مشار من قبل 
]35[، وهذا الاختبار يش�ري الى الحساسية العالية والاصابة 

المرتبطة بالقسطرة وهي طريقة اكثر استعمالا بسبب البساطة 
والكلفة المنخفضة . 

اذ ان نتائج الاختبارات المظهرية والمجهرية والكيموحيوية 
ج��اءت مطابقة لم��ا ورد في انظمة التصني��ف المعتمدة من قبل 

.)39,38,37(
 Api وتم تأكيد  التشخيص بأستخدام نظام التشخيص
system لزي��ادة تأكيد التش��خيص كونه يض��م عددا من 

 Api الاختبارات الكيموحيوية  المهمة، اذ اس��تخدم نظام
Staph  وApi Strep وApi E 20، التي تمتاز بالسهولة 

والسرعة والدقة لتأكيد التشخيص الكيموحيوي .
اما الخمائر C. albicans فقد ش��خصت من خلال النمو 
 growth on SDA على وس��ط الس��ابرويد دكس��توز اك��ار

.  Api Candida والتأكد من التشخيص بأستخدام

-:Biofilm قابلية العزلات المرضية على تكوين الغشاء الحيوي
 تم الكشف عن تشكيل الغشاء الحيوي بالاختبارات الاتية:

11 .-: )Tube Method (TM طريقة الانبوبة 
 ش��ملت ه��ذه الدراس��ة اختب��ار الع��زلات المرضية بهذه 
الطريقة والتي تس��مى بطريقة كريستنس�ني التتقليدية ]15[، 
وتعد من اكثر الطرق ش��يوعا وبس��اطة، ان س��مك الغش��اء 
المرئ��ي قد تم الحص��ول عليه داخل جدران واس��فل الانبوبة 
الحاوي��ة ع�ىل الع��زلات المرضي��ة المنتج��ة للغش��اء الحي��وي 
بكميات كبيرة تظهر بلون ازرق غامق وبالتدريج، فقد كانت 
بكتري��ا S.aureus  اكثر البكتري��ا الموجبة لصبغة كرام انتاجا 
للغش��اء الحيوي وبكثافة، اما بكتريا P.aeuroginosa   تليها  
E.coli  ثم K.pneumoniae  اكثر البكتريا السالبة لصبغة 

كرام انتاجا للغش��اء الحيوي وبكثافة، وكما موضح في الشكل 
)3( الجدول )6( .

A / غير منتجه للغشاء الحيوي     B / منتج ضعف       

C / منتج متوسط     D / منتج قوي

.TM  شكل )3(: قابلية البكتريا المرضية على انتاج الغشاء الحيوي بطريقة

:  Tube method (TM( بطريقة الانبوبة  Biofilm قابلية البكتريا والخمائر المعزولة من مرضى القسطرة القلبية على تشكيل الغشاء الحيوي :)جدول )6

AbsentWeakModrateStrongالمسبب المرضيت
A1.Bacillus spp--+-
A2.Bacillus spp---+
A3S. aureus---+
A4S. aureus---+
A5S. aureus--+-
A6S. aureus---+
A7S. epidermidis--+-
A8S. epidermidis---+
A9S. pneumonia--+-
A10S. pneumonia-+--
A11S. pyogenes--+-
A12E. coli---+
A13E. coli---+
A14K. pneumoniae---+
A15K. pneumoniae---+
A16K. pneumoniae----
A17P. mirabilis--+-
A18P mirabilis---+
A19P. fluorescence----
A20P. aeruginosa---+
A21P. aeruginosa---+
A22.Pantoea spp----
A23.Salmonella spp--+-
A24Aeromonas hydrophila--+-
A25Enterobacter cloacae--++
A26Serratia marcescens--+-
A27C. albicans---+

14)%51.85(10)%37.01(1)%3.70(0)%0(المجموع الكلي
) 92.6%( 25

Absent  : غير منتجة للغشاء الحيوي                                                                             Weak: منتجة ضعيفة للغشاء الحيوي       

Moderate : منتجة متوسطة للغشاء الحيوي                                                                Strong : منتجة قوية للغشاء الحيوي 
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 وه��ذا يؤكد ماتوصلت اليه ]40[، عند اس��تعمالها المجهر 
الالك�رتوني الذي اظه��ر ان البكتريا الس��البة لصبغة غرام لها 

القدرة على الالتصاق وانتاج الغشاء الحيوي .
22 .-:Congo Red AgarC  

تم الحصول على مس��تعمرات ذات لون اس��ود للعزلات 
المرضية المنتجة للغش��اء الحيوي 16)%59.26( عزلة خلال 
)24 – 48( س��اعة انتج��ت مس��تعمرات س��وداء اللون على 
اكار احمر الكونغو  و 11)%40.7( عزلة اعطت مستعمرات 
وردي��ة الل��ون م��ؤشرا على ع��دم انتاج الغش��اء الحي��وي، اذ 
كان��ت العنقوديات اكثر انتاجا للغش��اء الحي��وي من البكتريا 
و   K.pneumoniae بكتري��ا  وأن  ك��رام  لصبغ��ة  الموجب��ة 
P.aeuroginosa  اكثرانتاج��ا للغش��اء الحي��وي من البكتريا 

السالبة لصبغة كرام وهذه النتائج جاءت مقاربة مع ماتوصل 

اليه ]17[، اظهرت نتائج طريقة اكار احمر الكونغو زيادة عدد 
الح��الات الموجبة بزي��ادة زمن الحضن وه��ذه النتيجة جاءت 
بالاتف��اق م��ع ]41[ حي��ث أثبت��وا ان اطول وق��ت للحضن 
يعط��ي فرصة اك�رب لهذه العزلة لإنتاج الصبغة كما في الش��كل 

)4( الجدول )7( .

                    

C.R.A شكل)4(: قابلية البكتريا المرضية على انتاج الغشاء الحيوي بطريقة

A13E coli--

A14K. pneumoniae++

A15K. pneumoniae++

A16K. pneumoniae-+

A17Proteus mirabilis--

A18Proteus mirabilis-+

A19P. fluorescence--

A20P. aeruginosa++

A21P.aeruginosa++

A22.Pantoea spp--

A23.Salmonella spp--

A24Aeromonas hydrophila--

A25Enterobacter cloacae-+

A26Serratia marcescens--

A27C. albicans++

16)58.26 %(11)40.74 %(المجموع

                                                                   )+ ( نتيجة موجبة           )- ( نتيجة سالبة                            

 Congo red( بطريقة اكار احمر الكونغو  Biofilm قابلية البكتريا والخمائرالمعزولة من مرضى القسطرة القلبية على تشكيل :)جدول )7

: Agar method (CRA
48 ساعة24 ساعةالمسبب المرضيت

A1.Bacillus spp-+

A2.Bacillus spp++

A3S. aureus++

A4S. aureus++

A5S. aureus--

A6S. aureus-+

A7S. epidermidis++

A8S. epidermidis++

A9S. pneumonia--

A10S. pneumonia--

A11S. pyogenes--

A12E coli++

تم الكش��ف عن الغش��اء الحيوي بطرق مختلفة، حيث ان 
طريق��ة )TM( و)CRA(  ه��ي اكثر طريق��ة نوعية وموثوقة 
للكش��ف ع��ن الكائن��ات المجهري��ة المنتجة للغش��اء الحيوي 
وتستخدم كطريقة فحص عامة للكشف عن انتاج الاخير في 

المختبرات ]42[ . 
33: )Microtiter Plate (MTP صفائح المعايرة الدقيقة 

اختبرت قابلية العزلات المرضية على انتاج الغشاء الحيوي 
Microti� ةبواسطة الاختبار الكمي بصفائح المعايرة الدقيقة

ter Plate وذل��ك لتأكيد الفحوصات الس��ابقة باس��تخدام 

Opti�  جهاز الاليزا ومعتمدة على قياس��ات الكثافة الضوئية 
cal density  على طول موجي  570 نانوميتر .

صنفت العزلات المرضية وفقا لإنتاجها للغش��اء الحيوي 
وفق المعاي�ري المنصوص عليها من قبل ]43[ على النحو التالي 
اق��ل م��ن )0.120(  غير منتجة للغش��اء الحي��وي و0.120 - 
)0.240(  منتجة ضعيفة او متوس��طة للغش��اء الحيوي واكثر 

من )0.240(  منتجة قوية للغش��اء الحيوي , وحس��ب الغشاء 
الحيوي حسب المعادلة التالية :

control) - Mean OD (test) = OD Biofilm Mean OD(

علمًا ان متوسط السيطرة يساوي )0.080(،
اظه��رت نتائ��ج هذه الدراس��ة الحالية ان 27 عزل��ة اعطت منها 
26)%96.29( عزلة منتجة للغش��اء الحي��وي بكثافة وعزلة واحدة 

1)%3.70( غير منتجة للغشاء الحيوي، كما موضح في الجدول )8(.
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: )MTP(  Microtiter plate بطريقة صفائح المعايرة الدقيقة  Biofilm قيم الامتصاصية لاختبار المسببات المرضية على تشكيل :)جدول )8

± Meanالمسبب المرضيت
Sd

OD Biofilm

A1.Bacillus spp0.90 ± 0.070.82
A2.Bacillus spp1.61 ± 0.161.53
A3S. aureus1.60 ± 0.311.52
A4S. aureus1.51 ± 0.301.43
A5S. aureus1.48 ± 0.121.40
A6S. aureus1.47 ± 0.191.39
A7S. epidermidis1.58 ± 0.021.50
A8S. epidermidis1.61 ± 0.061.53
A9S. pneumonia0.89 ± 0.020.81
A10S. pneumonia0.65 ± 0.160.57
A11S. pyogenes0.95 ± 0.210.87
A12E coli1.55 ± 0.101.47
A13E coli1.47 ± 0.101.39
A14K. pneumoniae1.56 ± 0.071.48
A15K. pneumoniae1.44 ± 0.011.36
A16K. pneumoniae1.44 ± 0.081.36
A17P. mirabilis1.00 ± 0.030.92
A18P. mirabilis1.67 ± 0.061.59
A19P. fluorescence0.19 ± 0.010.11
A20P. aeruginosa1.88 ± 0.371.80
A21P. aeruginosa1.74 ± 0.061.66
A22Pantoea spp0.72 ± 0.180.64
A23Salmonella spp0.99 ± 0.070.91
A24Aeromonas hydrophila1.00 ± 0.050.92
A25Enterobacter cloacae1.77 ± 0.061.68
A26Serratia marcescens1.38 ± 0.091.30
A27C. albicans1.32 ± 0.321.24

0.080 =  الكونترول
OD > 0.120  غير منتجه للغشاء الحيوي  

00.12 – 0.240  منتجه ضعيفة او متوسطة للغشاء الحيوي 
OD > 0.240 منتجه قوية للغشاء الحيوي

إن طريق��ة MTP ذات حساس��ية عالي��ة وطريق��ة محددة 
يمك��ن ان ي��وصى بها لتحدي��د القابلي��ة على تكوين الغش��اء 
الحيوي , هذه الملاحظات هي مطابقه مع الملاحظات المسجلة 

من]44,43,16[.
 .هذه الطريقة تعتمد على قارئ ELISA لتحليل النتائج 
الايجابي��ة والس��لبية بين�ام اختب��ار TM وCRA  يعتم��د على 
الع�ني المجردة، نتائجنا تقاربت مع نتائج الدراس��ة المعروضة 
م��ن قب��ل]45,16[، الذين لاحظ��وا ارتباط  جي��د بين نتائج 
الانبوب النوعي��ة والطريقة الطيفية  MTP بش��أن العزلات 
المنتج��ة للغش��اء الحي��وي بق��وة، واس��تنتجوا كذل��ك انه من 
الصع��ب التميي��ز بين العزلات الس��البة والضعيفة لتش��كيل 

الغشاء الحيوي بواسطة طريقة الانبوب  ]46 ,45[ .
أًق�رتح ]47[ بأن طريقة TM بس��يطة وموثوقة للكش��ف 
Can�  المبك��ر لانت��اج الغش��اء الحي��وي، حيث ان س�اللات 

dida  المعزول��ة م��ن زرع الدم كانت منتجة للغش��اء الحيوي 

بأس��تخدام طريقة TM وMTP، بين�ام تعد طريقة TM غير 
Staphylococ�  كافية لتحديد الانتاج الضعيف في عزلات 

cus السريرية ]48,16[.

 وايضا اختبار TM يتماثل مع اختبار MTP  في العزلات 
المنتجة القوية للغشاء الحيوي , لكن يصعب تصنيف العزلات 
الموجبة الضعيفة للغشاء الحيوي عن العزلات السالبة للغشاء 

الحيوي ]49[.
و  P.aeuroginosa بكتري��ا  ان  الدراس��ة  نتائ��ج  بين��ت 
 S.epidermidisو S.aureusو E.coliو K.pneumoniae

وC.albicans، منتجة للغشاء الحيوي بكميات قوية وبطرائق 
مختلفة ، جاءت نتائج هذه الدراسة مقاربة لنتائج الدراسة التي 
اجري��ت في الهند للكش��ف عن انتاج البكتريا للغش��اء الحيوي 
بطرائ��ق مختلف��ة، حي��ث ان البكتري��ا المنتجة للغش��اء الحيوي 
مس��ؤولة ع��ن العديد من الاصاب��ات  الش��ديدة، وهذه تظهر 

مقاوم��ة للمضادات الحيوية مثل الاخ�رتاق المقيد للمضادات 
الحيوية داخل الغشاء الحيوي ]42[.

أوضح��ت نتائ��ج الدراس��ة الحالي��ة  ان الكائن��ات الحية 
الدقيقة المعزولة من القس��طرة القلبية الاكثر شيوعا في تكوين 
  K.pneumoniae و P.aeroginsosa الغش��اء الحيوي هي
وE.coli وS.aureus وS.epidermidis جاءت بالاتفاق 
مع دراس��ة ]50[، على تش��كيل الغش��اء الحيوي على قسطرة 
الاوعية المركزية، هذه الكائنات الحية الدقيقة تنشأ من الفلورا 
الدقيقة لجلد المريض، الفلورا الدقيقة للعاملين في مجال الرعاية 
الصحية، حيث تتمكن من الوصول الى الاوعية الدموية عن 
طري��ق الهجرة من الجلد على مركز القس��طرة او المنفذ، لاحظ 
]51[ ان تكون الغشاء الحيوي على القسطرة الوريدية المركزية 

يعتمد على حجم وموقع تشكيل الغشاء الحيوي على القسطرة 
وال��ذي يتكون على المدى القصير خ�الل اقل من عشرة ايام، 
اما تش��كيل الغشاء الحيوي على القس��طرة على المدى الطويل 
يح��دث خلال ]30[ يوم، وان الغش��اء الحي��وي المتكون اكثر 
انتشارا على التجويف الداخلي للقسطرة، وان لطبيعة السائل 
المدار من خلال قس��طرة الاوعية المركزي��ة لها تأثير على النمو 
الميكروبي، وكذلك عدد الكائنات الحية على القس��طرة يرتبط 

بحدوث عدوى مجرى الدم في المريض]52[.
اظهرت نتائج التحري عن تكوين الغشاء الحيوي ان اختبار 
MTP له قيم حساس��ية )%100( ونوعية )%96( اما اختبار 

TM فكانت الحساسية )%96.5(  ونوعية )%100( واختبار 

CRA فله قيم حساسية )%61.5( ونوعية )100%(.

مما تقدم نلاحظ ان نتائجنا اعلاه تش��ابهت مع نتائج )16( 
ال��ذي اظه��ر ان طريقة MTP له��ا قيم حساس��ية )96.2%(

حساس��يتها  كان��ت   TM طريق��ة  ام��ا   )94.5%( ونوعي��ة 
)%77.9( و نوعي��ة )%96( وطريق��ة CRA تمتل��ك قي��م 
حساسية )%7.6(  ونوعية )%97.2(، اي ان اختبار الانبوبة 
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TM ارتبطت بش��كل جيد مع اختبار صفائح المعايرة الدقيقة 

MTP، وان TMP يمك��ن ان تك��ون بمثابة اداة كمية يمكن 

الاعتماد عليها لتحديد القابلية على  تكوين الغشاء الحيوي .
ع�ىل م��دى الس��نوات القليل��ة الماضية تع��د اجن��اس الـ 
Candida  من بين عوامل مس��ببات الم��رض المهمة لعدوى 

المستش��فيات، معظم القس��طرة مرتبطة بتس��مم الدم المتسببة 
بواس��طة الكائن��ات الحية الدقيق��ة التي تغزو الج��روح داخل 
الجل��د خلال ادخال القس��طرة او بعد ادخاله��ا، وتحدث هذه 
الع��دوى بس��بب القدرة على تكوين الغش��اء الحي��وي والتي 
يع��د كعام��ل ضراوة لح��دوث  م��رض Candidiasis، ان 
الاغشية الحيوية الفطرية تحاول ان تحافظ على مكانها المناسب 
باعتباره��ا متعايش��ة وممرض��ة للبشر وهي م��ن خلال الهرب 
م��ن الاليات المناعية للمضيف، ومقاوم��ة المضادات الفطرية 
وتحمل ضغوط المنافسة مع الكائنات الاخرى، ونتيجة لذلك 
الالتهابات المتعلقة بالغش��اء الحي��وي والتي يصعب علاجها 

.]53[

 تمث��ل القس��طرة داخل الاوعي��ة الدموية المس��تقرة عامل 
خطر يقترن بعدوى Candida المكتس��بة بالمستش��فيات، فأن 
ه��ذه الاجه��زة تصبح مس��تعمرة م��ن قب��ل Candida التي 
تكون الغش��اء الحي��وي وان Candida albicans  المعزولة 
من الدم تمتلك اليات اخرى من انتاج الغشاء الحيوي لأنشاء 
التهابات مجرى الدم ]54[، اتفقت نتائج الدراس��ة الحالية مع 
دراس��ة ]10[، التي اجريت في امريك��ا الذي اظهر ان النتائج 
الجزيئي��ة للمحت��وى الجين��ي ك��ان موجود في جمي��ع لويحات 
تصل��ب الشراي�ني اعت�امدا ع�ىل تقيي��م PCR وكان��ت اكثر 
 Closteridium, Pseudomonas, الاجناس السائدة هي
 Flavobacterium, Acintobacter, Streptococcus

,وك��ان العديد من الانواع التي ت��م تحديدها تتفق مع مصدر 

البكتري��ا الفم��وي )عن طريق الفم(، وه��ذه النتائج تؤكد ان 

البكتري��ا موجودة في لويح��ات تصلب الشرايين , الدراس��ات 
ربطت البكتريا الفموية بتجرث��م الدم العابر]56,55[، وجد 
اعداد كبيرة من البكتريا مع تنوع كبير في مساحة صغيرة لعينة 
مفردة من تصلب الشرايين مؤشرا الى عدوى الغشاء الحيوي 
]10[، ان المضادات الحيوية واس��عة الطيف تكون فعالة ضد 

العديد من الانواع الت��ي تم تحديدها لو كانت في وضع  نمط 
العوالق , نظرا لتحمل الغشاء الحيوي للمضادات الحيوية، ان 
البكتريا المرتبط��ة بلويحات تصلب الشرايين في نمط الغش��اء 
الحيوي ذو مقاوم��ة عالية للمضادات الحيوي��ة، وقد ثبت ان 
الميكروب��ات تصل الى الاوعية الدموي��ة للمضيف من خلال 
اليات متع��ددة بما في ذلك تناول الطع��ام، نظافة الفم، حركة 
الامع��اء]58,57[، ان كان��ت البكتري��ا م��ن مص��ادر فموية 
تكون اجزاء من الغش��اء الحيوي وتمتلك المس��تعمرة دفاعات 
ضد مناعة المضيف والمض��ادات الحيوية ]59[، هذه البكتريا 
يمكن عزلها بسرعة من الدورة الدموية بس��بب تكرار دخول 
البكتريا الى ال��دورة الدموية، فأن عدد قليل من هذه الاجزاء 
تلتصق بسرعة بالخلاي��ا البطانية المتضررة مع تعبير الجزيئات  
 Expressed  interacellular adhesion الداخل خلوية
Va s والجزيئات الملتصق��ة بالخلايا الوعائية ،)ICAMS(

)VCAMS( cular cell adhesion molecules

اتفق��ت نتائج الدراس��ة الحالية م��ع نتائج الدراس��ة التي 
اجري��ت في امريكا من قب��ل ]60[، حيث اظهرت ان البكتريا 
المرتبط��ة باللويحة الشرياني��ة يمكن ان تكون واس��عة النطاق 
وتنط��وي على مجتمع متن��وع وراثي��ا، وان الفحص المجهري 
له��ذه الكائنات المس��تعمرة م��ؤشر على انها تراكيب لتش��كيل 
الغش��اء الحيوي داخل التصلب والانسجة المرتبطة بها حيث  
وجدت بكتريا P.aeuroginosa في عينات  لويحة الشرايين .

الاس��تنناجات: أس��تنتجت الدراس��ة بأن الغشاء الحيوي 
المتكون بوس��اطة المس��ببات المرضية المعزول��ة من زرع طرف 
القسطار كانت هي احدى مسببات مرض تصلب الشرايين، 
واثبتت ب��أن طريقة MTP للكش��ف عن المس��ببات المرضية 

المكونة للغشاء الحيوي كانت هي الاكفأ .

 Blood Culture التوصي��ات : اجراء اختب��ار زرع الدم
قبل اجراء عملية القسطرة ومعالجة المريض، اجراء المزيد من 
الدراس��ات الجزيئية والوراثية للكش��ف عن تكوين الغش��اء 
الحيوي بوقت مبكر لس��هولة معالجته ومعرفة اس��باب تكونه 

لكونه احد اسباب عوامل الضراوة .
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Abstract
The present study aimed to know the anti-oxidants effectiveness of honey and the output of free 

radicals and the damage caused by them and knowing its effect on the process of phagocytosis in 
vitro, it was used (120) male of the White Rats were divided randomly into two groups, The first 
group of  (30) rats considered to set the control and the second group of (90) rats were the develop 
of oxidative stress have by dosage  with  hydrogen peroxide (H2O2) concentration of (0.5%) with 
drinking water for (30) days, After that, Estimate the levels of each of enzyme Super Oxide Dismutase 
(SOD1) and Glutathione (GSH) In the blood serum of the rats by estimating levels of technology 
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). The results showed a significant increase in the 
concentration rates of the enzyme Super Oxide Dismutase which value (0.40) pg/ml compared to 
control amounting to (0.22) pg/ml, while there was a significant decrease in the concentration of the 
Glutathione where value (0.53) pg/ml compared to control amounting to (1.34) pg/ml.

After that was isolated (30) rats of a group of rats which dosage by hydrogen peroxide 
considered a positive control group, The remaining group of (60) rats were divided depending on 
body weight into six groups each group of (10) rat where dosage the first four groups with different 
concentrations of  honey (25%, 50%, 75%, 100%) at a dose of (500) mg/kg of weight body while 
the fifth group dosage combination of honey a concentration of (50%) with vitamin C as for the 
sixth group dosage at a dose of (200) mg/kg of body weight of vitamin C for (14) days.The results 
showed reduced levels of SOD1 and the high level of GSH significant in animal groups that dosage 
different concentrations of honey and vitamin C as compared to the positive control, and Through 
this  study it was assess extent to effect of honey on the phagocytosis process against Staphylococcus 
aureus .The results showed that the blood sample honey treated showed an increase in the percentage 
of phagocytosis compared to the negative control sample, The presented results of the study were 
conclude that honey has antioxidant effect in rats exposed to oxidative stress induced hydrogen 
peroxide and stimulates the phagocytosis.

*Search unsheathed from the first Master Researcher

Keywords
Honey , Antioxidant , Phagocytosis.


