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 ممخّص  
 

زالة غلاؼ حيويىدؼ البحث إلى اختبار فعالية   مشكؿ (Biofilm) تراكيز مختمفة مف بعض المطيرات في معالجة وا 
. (البياض، لحـ)مزارع الدجاج أغمفة حيوية متشكمة في أنظمة مناىؿ بعض بوساطة الأنواع الجرثومية المعزولة مف  مخبرياً 

مركبات رباعيات ): مثؿاستخدمت في الدراسة بعض المركبات المتداولة بشكؿ واسع في عمميات التطيير في قطاع الدواجف 
ودرس تأثيرىا عمى  (،benzalkonium chloride BCالبنزالكونيوـكموريد KMnO4برمنغنات البوتاسيوـ ، QUATالأمونيوـ

، E. coli، الإشريكية القولونية S. aureusالمكورات العنقودية الذىبية  )ثلاث أنواع جرثوميةالغلاؼ الحيوي المتشكؿ مخبرياً مف 
، (غلاؼ حيوي متعدد الأنواع )، ومف الأنواع الثلاثة  (غلاؼ حيوي وحيد النوع)كؿ عمى حده Campy.jejuni)العُطيفة الصائمية

. (الإليزا)جياز  وتـ قياس النتائج بعةسا (168، 72)وفي مرحمتيف 
عة سا (168، 72)خلاؿأظيرت النتائج اختلاؼ تأثير تراكيز المطيرات في خفض كثافة الغلاؼ الحيوي المتشكؿ 

وحيد )بنوعيو  خفض كثافة الغلاؼ الحيوي لكؿ العزلات المدروسة، فقد أثرت مركبات رباعيات الأمونيوـ بشكؿ فعاؿ في
 MIC(Minimum Inhibitory Concentration)بالتركيز تأثير وكانت أعمى بشكؿ كبير  لكؿ العترات (النوع، متعدد الأنواع

 =  0.037 و=ODstaph 0.087:  كالآتي24 سا بالدرجة 72لمخلايا الممتصقة بالحفر لمدة  ODقراءات الكثافة الضوئيةإذ كانت 
 ODE0.014 و = ODcam 0.116 و  =  OD Mixing وانخفضت الفاعمية بتناقص التراكيز إلى أف وصمت القراءات إلى أدنى

.  MIC1/8قيمة ليا عند التركيز 
 للأغمفة الحيوية  ODفأشارت قراءات الػ MIC عند التركيزكافبرمنغنات البوتاسيوـ ؿ تأثير أعمىكما بيًّنت النتائج أف 

 OD  =  0.116 و ODcam = 0.014 وOD.E  =  0.037 و= OD staph 0.087 ساعة إلى 72 لمدة 24المشكمة بالدرجة 
Mixing . وقد أظير ،في معالجة الأغمفة الحيوية المشكمة  بكلا النوعيف وبالشروط المختبرةلوحظ انخفاض ضئيؿ بفاعميتو كما 

 تأثيراً منخفضاً في معالجة الأغمفة الحيوية بكؿ تراكيزه المستخدمة وكاف أفضؿ تأثير لو عند التركيز  كموريد البنزالكونيوـ
MIC إذ كانت قراءاتOD (0.097،0.037،0.051 ،0.097)  لمعترات(staph،E  ،cam ،Mixing)  المشكمة عمى التوالي

لمعترات السابقة المشكمة  وأعطى أدنى تأثير لو في انقاص كثافة الأغمفة الحيوية مـْ 24ساعة بالدرجة  72لغلاؼ حيوي خلاؿ 
 . MIC1/8 (  0.399  ،0.2880 ،0.241  ،0.391  ) عند التركيزمـْ 37 ساعة بالدرجة 168لمغلاؼ حيوي خلاؿ 

 .الميكروتيتر، دواجف غلاؼ حيوي، جراثيـ، مطيرات، طبؽ المعايرة المكروية: الكممات المفتاحية
                                                           

*
 .   سورية- اللاذقية- جامعة تشرين- كمية الزراعة-   قسم الإنتاج الحيواني-أستاذ  
سورية- دمشق– لتقانة الحيوية  العامة لىيئةال- رئيس قسم التقانات الحيوية الغذائية والصناعية /أستاذ مساعد. 

 سورية- اللاذقية- جامعة تشرين- كمية الزراعة– قسم الإنتاج الحيواني - (دكتوراه)طالبة دراسات عميا. 
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  ABSTRACT    

 

The research aimed to test the effect of different  concentration  of some 

disinfectants in the biofilm formation by some of bacteria isolated from biofilms in poultry 

watering systems in poultry farms (broiler flocks, laying hens). We had studied the 

efficacity of three of commercial disinfectants used in poultry farms, Quaternary 

ammonium compounds QUAT, Benzalkonium chloride (BC), Potassium Permanganate 

(KMnO4) on the biofilm forming by three bacteria species, isolated (Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli and Campylobacter jejuni) separately the (single-species 

biofilms), and three species together (multispecies biofilm.) of the effectiveness of 

different  concentrations  of the tested disinfectants was evaluated by using the microtiter 

plate assay and then the OD was measured at 630 nm using the ELISA reader. The results 

indicated that the tested disinfectant were different in  their the efficacity in decreasing the 

biofilm density that formed during 3 days, 7 days for all the studied isolates. the results 

also showed that has QUAT affected effectively the reducing the  density  of biofilm by 

the both types  (species, multi-species) for all strains, where mainly heavily the highest 

effect was for the MIC concentration. Our results also showed that the highest effect of 

KMnO4was at MIC concentration. It also noted that the lowest effectiveness for the 

removal of biofilms at both tested conditions. The BC showed a little effect in biofilm 

removing at each sustained concentration and had the best effect with MIC 

concentration and gave the slightest effect on the biofilm at MIC 1/8 concentration. 
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 مقدمة
اعتقُد أف إضافة المطيرات التقميدية إلى مياه الشرب تجعمو خالياً مف الأحياء الدقيقة المختمفة الضارة والمسببة 

للأمراض، لكف لسوء الحظ لا يتـ الأمر بيذه البساطة، إذ بإمكاف بعض الجراثيـ اختراؽ العديد مف أنظمة المياه، وحالما 
يتـ ذلؾ يصعب عندىا إزالتيا والقضاء عمييا، فيي تنجذب باتجاه السطوح التي يكوف فييا مستوى المغذيات العضوية 

منع ذلؾ تفرز مادة لزجة تمرتفعاً، وبسبب صغر حجميا يحدث انجرافيا وانسلاليا مع المياه الجارية عبر النظاـ، وؿ
 ,Robin)تثبتيا عمى السطح وتمكنيا مف التقاط المغذيات المحمولة مع تيار الماء وتشكؿ ما يدعى بالغلاؼ الحيوي

2001) Biofilmجموعات كثيفة ومنظمة مف الكائنات الحية الدقيقة المحبوسة داخؿ قالب مف  الذي يُعرؼ بأنو ـ
تنتجياتمؾ  (matrix)  أو المطرسسٍ (Extracellular Polymeric Substances)خموية  اؿخارجالمواد البوليميرية 

إلى السطوح مُمتصقةووتكوف مُمتصقة معبعضياالبعضمف جية،، (Synergic Growth)الجراثيـ وتشجع النمو التآزري
 Donlan)منجيةأخرىقد توفر بيئة مناسبة ومواد مغذية وتؤمف حمايتيا مف الإجياد البيئي الحيوية والسطوح الخاممة 

and Costerton, 2002; Simoes et al., 2010) مما يسمح بنمو وتكاثر الأحياء الدقيقة بأعداد ىائمة قد تصؿ
.  (Davey and O’Toole, 2000)إلى جرعات خطرة تسبب الأمراض المعدية المختمفة لقطعاف الطيور

قد  قاتلًا لمكائنات الدقيقة التي اً المطيرات ذات قدرة عمى تثبيط نمو الكائنات الحية الدقيقة، وتحدث تأثيرتعد 
تدخؿ في أنظمة توزيع مياه الشرب في حاؿ المعالجة غير الكافية لمماء الخاـ في شبكة خط أنابيب توزيع المياه 

الانخفاض المستمر في ؿ  عمى الرغـ مف أف المعايير المقبولة لفاعمية المواد المطيرة تحدد مف خلاوخزانات المياه،
عدد خلايا الجراثيـ القابمة لمحياة ضمف الغلاؼ الحيوي، إلا أف التركيز المستخدـ مف ىذه المواد مؤشر ىاـ في 
استمرار فاعمية المطيرات وعامؿ حاسـ لممساىمة في التدمير الكامؿ لمخلايا الجرثومية المختبئة ضمف الغلاؼ 

 (Simoes et al., 2009; Marin., 2009)الحيوي
    أثبتت العديد مف الدراسات أف الخلايا الجرثومية ضمف الغلاؼ الحيوي الجرثومي أكثر مقاومة لممضادات 

 ,.Olson et al., 2002; Walters et al., 2003; Frank et al)الميكروبية  بالمقارنة مع نظرائيا مف العوالؽ 
2007; Allan et al., 2011) وزيادة  القضاء عمييا ضمف الغلاؼ الحيوي ىذا قد يفسر فشؿ المطيرات فيو

زالتو، أو في خمؽ مقاومة عنيدة لدى الأحياء الدقيقة  مقاومتيا في حاؿ استخدميا بتراكيز غير كافية لمعالجتو وا 
. (Corcoran., 2013; Araújoet al., 2011;Houari.,  2007)المتواجدة  والنامية ضمنو

مف أجؿ تقييـ فعالية مركب     بيَّنت دراسة سابقة أف استخداـ تراكيز مختمفة مع أزمنة تلامس مختمفة 
، وكموريد الصوديوـ ضد  مجموعة مف الجراثيـ شممت الزائفة الأغمفة الحيوية المشكمة مف رباعي الأمونيوـ

 .S، السممونيمةالتيفيةE. coli، الإشريكية القولونية S. aureus، المكورات العنقودية P. aeruginosالزنجارية
Typhimurium شكمت حماية لمخلايا ضمف الغلاؼ التي ولـ تستطع اختراؽ الطبقة اليلامية البوليميرية لـ تكف كافية

 ,.Toté  et al) لمتجييزات والمعدات    Recurring Contaminationالحيوي وىذا ما يفسر التموث  المتكرر 
2010) .

فأدى إلى انخفاض  (الموصى بو مف الشركة المصنعة)% 0.02ستخدـ كموريد بنزالكونيوـ بتركيز      ا
، كما انخفضت ((Vestby et al., 2010 ساعة48قميؿ في عدد خلايا السممونيمة المشكمة لمغلاؼ حيوي خلاؿ 

كفاءة بينما أظيرت دراسة أخرى أف ، (Zinebet al., 2014)كفاءتو في معالجة الأغمفة الحيوية بأعمار متقدمة
 ، وقد درس(Purkrtováet al., 2011)العلاج بالمطيرات تتناقص كمما كانت الأغمفة الحيوية ناضجة وسميكة 
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غلاؼ  ووجدوا أف اؿ Chlorinated waterعدد مف الباحثيف العوامؿ التي تُعزز بقاء البكتيريا في أنابيب المياه المكمورة
وسط نمو، درجة حرارة، ) مع توافر شروط نمو مناسبة  (Encapsulated Bacteria)محفظةوالجراثيـ المتالحيوي 
 يعمؿ كحاجز فيزيائي (EPS) أف عديد السكاريد الخارجيوفسرواتسيـ في زيادة مقاومة الجراثيـ لمكموريف  (رطوبة

physical barrierومسؤوؿ عف فشؿ اختراؽ المضادات الميكروبية (Antimicrobial)غلاؼ الحيوي لؿ
مف المؤكد أف منع المعقمات والمطيرات مف النفوذ عبر طبقة الغلاؼ الحيوي . John et al., 2006))الجرثومي

 ,.et alالجرثومي السميكة يحد مف الفاعمية العلاجية لتمؾ المواد خلاؿ عمميات التطيير والتعقيـ الروتينية
2005)(Simoes .

المطيرات إلى(Mature Biofilm)   عند تعريض الخلايا الجرثومية المختبئة ضمف غلاؼ حيوي ناضج 
، فإف ىذه الخلايا العميقة المحمية داخؿ لمدة غير كافية مف الزمف(Sub-Lethal Doses) بجرعات شبو مميتة 

 قد تتكيؼ مع ىذا الاجياد مما يؤدي إلى خمؽ مقاومة لدى تمؾ الخلايا تجاه غلاؼ الحيوي اؿ(Matrix)مطرس
. (Monds and O'Toole, 2009)المطيرات المستخدمة 

لضماف سلامة عد اختبار كفاءة المطيرات ودراسة آليات عمميا في قتؿ الجراثيـ ذات أىمية كبيرة،     ي
تركيز المواد المطيرة، زمف ، نوع الكائنات الدقيقة، وعددىا: تجييزات المناىؿ وترتبط بعدة عوامؿ تؤثر في فاعميتيا منيا

أو القموية الملائمة لعمؿ المادة المطيرة  PHدرجة الحرارة المثالية في التأثير، درجة الػ ، تماسيا مع الكائنات الدقيقة
 .(Jeffery  et  al., 2008)والاتصاؿ المباشر ما بيف كامؿ سطح الجسـ والمادة المطيرة 

 
:  أىمية البحث وأىدافو

 في ىذه المقاومة ولازالت أنواعيا بمختمؼ ىرات والمعقماتلممط مقاومة الزمف بمرور الجراثيـ       اكتسبت
  والتعقيـالتطيير عمميات تواجو الصعوبات التي إحدى يشكؿ مما فعاليتيا وشدة المطيرات رغـ تزايد أنواع مستمر تزايد
مزارع الدواجف وغيرىا ويقمؿ مف فعالية مواد التطيير المستخدمة في المعالجة وكفاءة الإجراءات المنفذة لإزالة تامة  في

المطيرات المستخدمة  ىدؼ البحث إلى اختبار تأثير تراكيز مختمفة مف بعض ذلؾ لمغلاؼ الحيوي الجرثومي، ولأىمية
 وتحديد أفضؿ المطيرات عمى نطاؽ واسع في مجاؿ صناعة الدواجف في معالجة الغلاؼ الحيوي في المختبر،

وتركيزىا الفعاؿ ضد الجراثيـ المدروسة وفؽ الشروط المختبرة لمحصوؿ عمى نظاـ فعاؿ ضد الخلايا الجرثومية 
 . المستعمرة لأنابيب المناىؿ باستعماؿ تراكيز منخفضة مف المطيرات

 
: هطرائق البحث و مواد

مواد البحث 
 Bacterial strainsالعزلات الجرثومية  -

، Staphylococcus aureus     استخدمت في ىذه الدراسة ثلاث عترات جرثومية مكونة مف 
Escherichia coli ،Campylobacter jejuni معزولة مف أغمفة حيوية متشكمة في أنابيب المناىؿ في عدد مف  

.  (2015العيسى وآخروف، )مزارع الدواجف صُنفت في دراسة سابقة 
: المستخدمة الزرعية الأوساط -

 Nutrient Broth   (NB0المرؽ المغذي  •
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  Brain Heart Infusion Agar (BHIA )والقمب المخ آجار •
الوسط بإذابة حُضر % : 1المضاؼ لو غموكوز Tryptic Soy Broth (TSB)مرؽ فوؿ الصويا التربسيني •

مـْ لمدة 60 مؿ ماءً مقطراً، وتـ بسترة الغموكوز في حماـ مائي في درجة حرارة 500 في (TSB)غ 15  دقيقة، ثـ 15 
 %          1 بنسبة أضيؼ إلى الوسط المحضر المعقػػػـ والمبرد

 96 مف المكونةو  المعقمةMicro titer plate(MTP)المايكروتيتر المعايرة المكروية (طبق) فيحةص- 
لتكويف غلاؼ حيوي بقياس قدرة الجراثيـ عمى الالتصاؽ طبؽ بسيط يسمحوىو flat bottom ذاتقعرمسطح  Wellحفرة
، مف خلاؿ  تييئة الظروؼ المثمى لتشكيؿ الغلاؼ كمي مخبريإما عبر فحص نوعي أو المراحؿ المبكرة، وذلؾ في 
 : واستخدمت في ىذه الطريقة المواد الآتية، (مواد مغذية، ودرجة الحرارة، ومدة التحضيف)

 (TSB) مرؽ فوؿ الصويا التربسيني •
 .  1%بتركيز:  Crystal violet (CV)صبغة الكريستاؿ البنفسجية •
 سواتروmicropipetteالصفيحة وماصة أوتوماتيكية   لغسؿ مائية مناسبة وأحواض % 95 محمولالإيتانوؿ •
 .مناسبة زجاجية

 طوؿ ذو  ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Aassay) (قارئ المايكروتيتر)إليزا  جياز •
 .نانومتر 630 موجة

المستخدمة  عمى ثلاث أنواع مف المطيرات  تـ استخداـ :Tested Disinfectantsالمطيرات المختبرة - 
، لتر/مغ1024-0.125 بتركيز QUATمركبات رباعيات الأمونيوـ ) في قطاع صناعة الدواجف، وىينطاؽ واسع 

تركيزه  ((KMnO4، برمنغنات البوتاسيوـ %0.02 بتركيز benzalkonium chloride (BC)كموريد البنزالكونيوـ
 .  لتر10000/ غ 0.5

 :  تحديد التراكيز المثبطة الدنيا لمعترات الجرثومية المدروسة- 
بوساطة طريقة Minimum Inhibitory Concentration (MIC) حددت التراكيز المثبطة الدنيا لمجراثيـ 

ويعرض ، (Corcoran,2013; Mazzolaet al., 2009) وفؽ Broth Dilution Methodالتمديد بالمرؽ 
 .  لممطيرات المختبرةMICالتراكيز المثبطة الدنيا  (1)الجدوؿ
 

 . لممطيرات المختبرة حسب العترات الجرثومية المدروسةMICالتراكيز المثبطة الدنيا  (1)الجدول
المطيرات 

 العترات الجرثومية
QUAT 
 

BC KMnO4 

S. aureus 125 40 mg/L 0.125–128 

E. coli 0.25 0.047 1024 

C. jejuni 

 

 

0.031 

 

0.063– 4 

0.016–4 

6.7 

 

<75 

 

S. aureus + E. coli 

+ 
C. jejuni 

 

0.01% 

 

 

16.7 

 

0.125 
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  MTPباستخدامتشكيل الغلاف الحيوي من قبل العترات الجرثومية المدروسة _ 
، S. aureusالمكورات العنقودية الذىبية  )ثلاث أنواع جرثوميةتـ تشكيؿ أغمفة حيوية مخبرياً بوساطة 

، ومف  (غلاؼ حيوي أحادي  النوع )كؿ عمى حده Campy. jejuni)العُطيفة الصائمية ، E. coliالإشريكية القولونية 
 ، مـْ 24)عة عند درجتي حرارة مختمفتيف سا (168، 72)، وفي مرحمتيف (غلاؼ حيوي متعدد الأنواع )الأنواع الثلاثة 

.  Corcoran (2013)وفقاً لطريقة  (مـْ 37
 

 :اختبار تأثير التراكيز المختمفة من المطيرات المستخدمة في التجربة_ 
 بتراكيز مختمفة                           المختبرة المجيزة مسبقاً  المطيرات مف لتر ميكرو 200     أُضيؼ

(1/8 MIC ¼ MIC, ½ MIC, MIC) حفر عيارية عمى الإبقاء ملاحظة إلى الصفائح مع (Control) دوف إضافة 
 دقائؽ، بعد انتياء فترة المعالجة بالمطيرات 10المطيرات، ثـ تُركت الصفائح المعالجة بالمطيرات لمدة  مف تركيز أي

لقراءة نتائج المعالجة، بعدىا حُددت النسبة المئوية لفاعمية المطير بحساب مقدار  (الإليزا)جيازفي وُضعت الصفائح 
التناقص في قيمة الكثافة الضوئية والتي تعكس بالمقابؿ التناقص في عدد الجراثيـ الممتصقة، ولمتأكد فيما إذ كانت 

 المغذي جديد ومعقـ لكؿ حفرة مف TSBمف وسط  ( ميكرولتر200)المطيرات قضت كمياً عمى الجراثيـ أُضيؼ 
مـْ لمدة 37الصفائح المعالجة بالمطيرات المختبرة ثـ حُضنت بالدرجة   ساعة، وعند وجود غشاوة في الحفر فيو 24 

مؤشر عمى أف خلايا الغلاؼ الحيوي قد نجت مف المعالجة بدليؿ معاودتيا لمنمو ثانيةً في المرؽ الطازج، أما عدـ 
بالمقارنة مع الحفر العيارية بدوف )في الحفر يُشير إلى قتؿ كامؿ لمخلايا الجرثومية بالمطيرات  (عدـ وجود غشاوة)النمو
. (مطير

 
 :النتائج والمناقشة

: (in vitro)نتائج تشكيل غلاف حيوي من قبل العترات المدروسة : أولاً 
عة عند سا (72،168)لمغلاؼ الحيوي المشكؿ خلاؿ الزمف  OD قيـ الكثافة الضوئية(2)     يبيِّف الجدوؿ

مـْ و24)الحرارة درجتي  مـْ 37   ) .
 

 لمغلاف الحيوي المشكل بوساطة العترات المدروسة  OD قيم الكثافة الضوئية: (2)الجدول
 ممْ  (37 و24)درجتي الحرارة ساعة وعند  (168و  72 )خلال زمنين

العترات الجرثومية 

Strain 

OD ساعة72خلال للحفر  OD  تقييـ الكثافة  ساعة168خلال للحفر 
   مْ 37   مْ 24   مْ 37   مْ 24

S. aureus 0.259 0.386 0.368 0.699 منتجة قوية 
E. coli 0.103 0.162 0.166 0.146 منتجة ضعيفة 

C. jejuni 0.204 0.224 0.280 0.292 منتجة قوية 
S. aureus + E. coli 

+C. jejuni 
(Mixing) 

0.279 

 

0.450 

 

0.360 

 

0.788 

 
 منتجة قوية
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جميع العترات الجرثومية المختبرة كاف ليا قدرة عمى تشكيؿ غلاؼ حيوي، إلا أف  (2)     أظيرت نتائج الجدوؿ
بأنيا كانت منتجة لمعنقودية الذىبية  OD قراءات أظيرتكثافة الأغمفة الحيوية المنتجة، فقد  في أنيا أبدت تفاوتاً 

مـْ 24عة بدرجة الحرارة سا72 خلاؿ بكثافة لمغلاؼ الحيوي  OD staph =0.2590.36 مـْ 37 وبالدرجة= OD staph  

مـْ 37 ومـْ  24 بنفس درجتي الحرارة   ساعة168وخلاؿ   (OD staph =0.0368 ،0.699=ODstaph(تفوقت عمى  و
إذ أظيرت  (2010)وزملائو Zmantar، وتوافقت ىذه النتائج مع دراسة لػ  في كمتا الحالتيفالعزلات الأخرى

لية للالتصاؽ وتشكيؿ غلاؼ حيوي وبالتالي التسبب في الإصابة الحادة والتيابات االعنقودية الذىبية قابمية ع
أف لدى العنقودية الذىبية قدرة كامنة عمى تشكيؿ (2014) وزملائو Lotfiوقد ذكر  المكوّرات العنقودية الذىبية

 . غلاؼ حيوي عمى السطوح الحيوية وغير الحيوية
عند درجة ساعة 72خلاؿ الإشريكية القولونية فقد أظيرت انخفاضاً كبيراً في كثافة الغلاؼ الحيوي      أما 

سا 168خلاؿ بالمقارنة مع الغلاؼ الحيوي المشكؿ   ODE =0.162 مـْ 37 وعند الدرجةDE =0.103مـْ 24الحرارة 
 (2012) وزملائيا SALA، وفُسرت ىذه النتائج بحسب )ODE = 0.166 ،0.146= ODE) مـْ 37 ومـْ  24بالدرجتيف 

. بأف الإشريكية القولونية تُظير ردات فعؿ مختمفة جداً عند تغير شروط النمو والظروؼ البيئية
 ساعة72 خلاؿ ODcamبأنيا منتجة بكثافة فكانت قراءات C. jejuniالصائمية  صُنفت العُطيفةكما

بنفس درجتي الحرارة   (0.292، 0.280)ساعة168 عمى التوالي وخلاؿ مـْ 37 ومـْ 24بالدرجتيف  (0.224، 0.204)
 وفسرت عدة دراسات ىذا السموؾ بأف الصائمية لدييا ،في كؿ الظروؼ المدروسة بالرغـ مف أنيا جراثيـ لا ىوائية

 مما في الظروؼ %20بنسبة(O2)  أوكسجيفقدرة عمى تطوير غلاؼ حيوي أسرع في ظؿ الظروؼ اليوائية بوجود
 مما يفسر قدرة ىذه الكائنات الدقيقة عمى التكيؼ مع ظروؼ الوسط (O2, 10% CO2 %5)اللاىوائية بالشروط 

 ,.Joshua et al.,  2006; Siringan et al) المحيط وبالتالي المحافظة عمى بقائيا، مما يزيد مف خطرىا 
تشكيؿ الغلاؼ الحيوي بوساطة العُطيفات إحدى آليات المحافظة عمى البقاء، إذ أف العُطيفة ليا ، ويعد  (2011

وممتصقة Pellicle قدرة عمى تشكيؿ ثلاثة أنواع متميزة مف الغلاؼ الحيوي فتظير في البيئة السائمة كجميدة 
 Type)بشكؿ ندؼ  (Unattached Aggregate)وتجمعات غير ممتصقة (Surface-Attached) بالسطح 
Floc) وتعد العُطيفة الصائمية مف الأنواع السائدة، ىذا (Predominant Species)  بيف الأنواع الأخرى في مزارع
وما يزيد الأمر خطورةً أنو يمكف لأنواع العُطيفة البقاء عمى قيد الحياة في .  (Avrainet al., 2003 )الفروج

  (Hoonget al ., 2008).منتجات الدواجف الطازجة والمجمدة 
 0.788أكبر قيمة) شكمت غلافاً حيوياً أكثؼ  (Mixing)أف الأنواع الجرثومية مجتمعة     أظيرت النتائج 

مـْ 37 ساعة بالدرجة 168خلاؿ الفترة   مقارنة مع الأغمفة الحيوية التي شكمتيا تمؾ الجراثيـ منفردة كمياً مف خلاؿ ( 
فعمى ما قراءات الكثافة الضوئية لمجراثيـ الممتصقة  مف خلاؿ ملاحظة كمية الصبغة الممتصقة في الحفر، ونوعياً 

يبدو أف ىذه الجراثيـ أبدت تآزراً ايجابياً وغمبت صفة التعاوف فيما بينيا وبالتالي أنتجت غلاؼ حيوي أكثؼ، ولو 
 Burmølleكاف خلاؼ ذلؾ لنتج غلاؼ حيوي أقؿ كثافةً  مقارنة مع ما أنتجتو كؿ بكتريا عمى حده  فقد ذكر 

ىذه الآليات وغيرىا تنتج عف الآثرالتآزري لمجراثيـ المتعاونة مع السلالات التي كانت غير  أف (2006)وزملائو 
 لمتآزر بيف (Negative Interactions)التفاعلات السمبية أما في حالة . قادرة عمى تشكيؿ غلاؼ حيوي بمفردىا

 (Bacterio Toxins)الجراثيـ المتعاونة ضمف الغلاؼ الحيوي المتعدد الأنواع تنتج إحدى الجراثيـ سموماً بكتيرية 
كما ذكرت ذات الدراسة أف .  لتمنع شركائيا مف الاستمرار في النمو والالتصاؽpHأو تخفض درجة الحموضة 
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وذكر . الأنواع الجرثومية تكوف غلاؼ حيوي أكثر كثافةً مما تكونو جراثيـ مف نوعيف أو مف نوع واحد
Hoong أف ىناؾ أدلة بأف العُطيفة الصائمية تؤثر إيجاباً في تشكؿ الغلاؼ الحيوي في حاؿ (2008)وزملائو

  (Quorum Sensing Activities)وقد تكوف ىذه الآثار بسبب أنشطة نظاـ الإشارات. وجودىا مع جراثيـ أخرى
الاختلاؼ في كثافة الغلاؼ  (1)الشكؿويظير . (Interspecies Competition)أو التدخلات التنافسية للأنواع 

. مـْ 37 ومـْ 24ساعة بالدرجتيف  (72،168)الحيوي المشكؿ بوساطة العترات المدروسة بعد التحضيف لمدة 
 

 
 
 

 ممْ 37 وممْ 24ساعة عند الدرجتين  (72،168)الاختلاف في كثافة الغلاف الحيوي المشكل بوساطة العترات المدروسة بعد التحضين لمدة  (1)الشكل
 

: (in vitro)اختبار كفاءة المطيرات في معالجة الغلاف الحيوي نتائج : ثالثاً 
:  في معالجة الغلاف الحيوي المشكل مخبرياً رباعيات الأمونيوم مركبات تأثير -

 خفض أف استخداـ مركبات رباعيات الأمونيوـ أثرت بشكؿ فعاؿ في(3)المبيّنة بالجدوؿ   أظيرت النتائج 
تأثير عند وكاف أعمى بشكؿ كبير، لكؿ العترات  (الأحادي النوع، المتعدد الأنواع)بنوعيو كثافة الغلاؼ الحيوي 

:  كالآتي24 ساعة بالدرجة 72لمخلايا الممتصقة بالحفر لمدة  ODقراءات الكثافة الضوئية إذ كانت MICالتركيز 
OD.staph =0.0170.05و= OD.Eو OD.cam =0.03 و  OD. Mixing  =0.057 وانخفضت الفاعمية بتناقص

  =D.E  0.137وMIC1/8:0.087=OD.staphإلى أدنى قيمة ليا عند التركيز OD التراكيز إلى أف وصمت قراءات الػ
 .لدى العترات الجرثومية الممتصقة عند نفس الشروطOD. Mixing  =0.116 وOD.cam =0.14 و
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 ممْ 37 وممْ 24 ساعة بالدرجتين 72 تأثير مركبات رباعيات الأمونيوم المقاسة في معالجة الغلاف الحيوي المتشكل خلال (3)الجدول
 

 تركيز مطير
 ساعة72غلاؼ حيوي المشكؿ بعمر 

مـْ 24عند الدرجة  مـْ 37عند الدرجة      
QUAT 

 
OD.staph OD.E OD.cam OD.Mixing OD.staph OD.E OD.cam OD.Mixing 

MIC 0.017 0.05 0.03 0.057 0.01 0.07 0.04 0.79 

MIC 1/2 0.027 0.07 0.06 0.087 0.050 0.11 0.08 0.99 

MIC 1/4 0.047 0.10 0.09 0.099 0.077 0.26 0.120 .1151 

MIC 1/8 0.087 0.137 0.14 0.116 0.098 0.46 0.150 1.130 

 
إلى انخفاض التأثير في الغلاؼ الحيوي المتعدد الأنواع بالمقارنة  (وضع تحتيا خط) ODكما تشير قراءات الػ

 تأثير مركبات رباعيات الأمونيوـ (4)الجدوؿ ويعرض مع الغلاؼ الحيوي المشكؿ مف الأنواع الجرثومية منفردة، 
تأثير تراكيز  (2)الشكؿ عند درجتي الحرارة،ويوضح  ساعة168المقاسة في معالجة الغلاؼ الحيوي المتشكؿ خلاؿ 

QUAT تأثير تراكيز  (3) والشكؿ(ساعة72) مـْ 24بالدرجةQUAT (ساعة72)مـْ 37بالدرجة. 
 

 
 (عةسا72) ممْ 24 عمى الغلاف الحيوي المشكل بوساطة العترات المدروسة بالدرجة QUATتأثير تراكيز (2)الشكل
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 (عةسا72)ممْ 37عمى الغلاف الحيوي المشكل بوساطة العترات المدروسة بالدرجة QUATتأثير تراكيز (3)الشكل

 
 تأثير مركبات رباعيات الأمونيوم المقاسة في معالجة الغلاف الحيوي (4)الجدول

 ممْ 37 وممْ 24 ساعة بالدرجتين 168 بوساطة العترات المدروسة المتشكل خلال 
تركيز 
 مطير

 عةسا168غلاؼ حيوي المشكؿ بعمر 
مـْ 24عند الدرجة  مـْ 37عند الدرجة      

QUAT 

 
OD.staph OD.E 

OD.ca

m 

OD. 

Mixing 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD. 

Mixing 

MIC 

 
0.016 0.03 0.05 0.03 0.019 0.05 0.09 0.092 

MIC 1/2 

 
0.032 0.053 0.080 0.05 0.03 0.16 0.1 0.15 

MIC 1/4 

 
0.061 0.074 0.105 0.101 0.081 0.19 0.14 0.201 

MIC 1/8 

 
0.145 0.116 0.136 0.177 0.157 0.2 0.18 0.251 

 

 
 (ساعة 168)ممْ 37بالدرجة QUATتأثير تراكيز (5)           الشكل(عةسا 168)ممْ 24بالدرجة QUATتأثير تراكيز (4)الشكل

 
: في معالجة الغلاف الحيوي المشكل مخبرياً تأثير برمنغنات البوتاسيوم  -

، فأشارت قراءات MIC عند التركيزكافبرمنغنات البوتاسيوـ ؿ تأثير أعمىأف (5)المبيّنة بالجدوؿكشفت النتائج 
 =0.037و OD staph=0.087 ساعة إلى72 لمدة 24 للأغمفة الحيوية المشكمة بالدرجة  ODالػ



 Tishreen University Journal. Bio. Sciences Series   2016 (3)العدد  (38) العموـ البيولوجية المجمد مجمة جامعة تشريف 

131 

OD.Eو=ODcam0.014وOD Mixing  = 0.116 في معالجة الأغمفة الحيوية لوحظ انخفاض ضئيؿ بفاعميتو، كما 
مف MIC 1/4 برمنغنات البوتاسيوـ بالتركيز وفؽ الشروط المختبرة، إذ تمكنت  (أحادية النوع، متعددة الأنواع)المشكمة 

 كما أشارت النتائج أف استخداـ  بنسبة أعمى مف المطيرات الأخرى لدى نفس التركيز،خفض كثافة الغلاؼ الحيوي
 وساىـ بشكؿ واضح في خفض كثافة الغلاؼ الحيوي أثر سمباً MIC 1/4 برمنغنات البوتاسيوـ بالتراكيز المنخفضة 
 عمى المرور ضمف الطبقات البوليميرية خارج الخموية وتوليد يعزى ذلؾ لقدرتوالمتشكؿ لكؿ العزلات المدروسة، وقد 

التي تشكؿ حاجزاً لحماية لعديد السكاريد الخارجي  (Generate Free Radicals Degrading)الجذور الحرة 
بأف معالجة الأغمفة  (2014) وزملائيا  Zineb، وذكرت (Barraud et al., 2015)الجراثيـ المنغمسة ضمنيا

، تركيز المطير وزمف التلامس  (Active Principle)الحيوية تعتمد عمى عدة عوامؿ كالعنصر النشط في المطير
(Contact Time) والسلالات المختبرة (Tested Strains) وما يحدث في بعض الأحياف تثبيط لمعناصر النشطة ،

في المطير كتثبيط للأكسدة بوجود البروتينات أو تفاعؿ كيميائي لبعض المواد الكيميائية مع المواد البوليميرية لمغلاؼ 
 تأثير برمنغنات البوتاسيوـ في معالجة الغلاؼ الحيوي (6)كما يظير الجدوؿ.  (Ebrahimiet al.,  2015)الحيوي

. (مـْ 37)و (مـْ 24)  بالدرجتيف  ساعة168المتشكؿ خلاؿ 
 

 (ممْ 37)و (ممْ 24)بالدرجتين ساعة 72تأثير برمنغنات البوتاسيوم في معالجة الغلاف الحيوي المتشكل خلال  (5)الجدول
تركيز 
 مطير

  ساعة72غلاؼ حيوي مشكؿ بعمر 
مـْ 24عند الدرجة  مـْ 37عند الدرجة      

KMnO

4 

 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

MIC 0.011 0.03 0.020 0.02 0.020 0.038 0.014 0.138 

MIC1/2 0.043 0.033 0.092 0.10 0.034 0.052 0.042 0.165 

MIC 1/4 

 
0.069 0.094 0.119 0.120 0.071 0.145 0.125 0.181 

MIC1/8 0.143 0.12 0.13 0.158 0.099 0.150 0.177 0.2 

 

           
 غلاف سا72 بعمر ممْ 37غلاف بالدرجة في معالجة KMnO4  تأثير (7)الشكلسا   72 بعمر ممْ  24بالدرجة في معالجة غلاف حيوي KMnO4  تأثير (6)الشكل
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 (ممْ 37)و (ممْ 24)بالدرجتين  ساعة168 تأثير برمنغنات البوتاسيوم في معالجة الغلاف الحيوي المتشكل خلال (6)الجدول
 

تركيز 
 مطير

  ساعة168غلاؼ حيوي بعمر 

مـْ 24عند الدرجة  مـْ 37عند الدرجة      

KMn

O4 

 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

MIC 0.021 0.08 0.030 0.05 0.020 0.048 0.014 0.148 

MIC1/2 0.053 0.093 0.099 0.140 0.061 0.059 0.101 0.165 

MIC 1/4 0.079 0.159 0.142 0.155 0.199 0.152 0.129 0.181 

MIC1/8 0.093 0.2 0.166 0.1720 0.210 0.199 0.177 0.288 

 
 

            
 سا168 بعمر ممْ 37بالدرجة في معالجة غلاف حيوي KMnO4 (9)عة   الشكلسا168 بعمر ممْ  24بالدرجة في معالجة غلاف حيوي KMnO4  تأثير (8)الشكل

 

: تأثير كموريد البنزالكونيوم في معالجة الغلاف الحيوي المشكل مخبريا -
تأثير منخفض في معالجة الأغمفة الحيوية بكؿ تراكيزه المستخدمة وكاف أفضؿ     أظير كموريد البنزالكونيوـ 

لمعترات  OD (0.099،0.048،0.064 ،0.0149)قراءات  (7)الجدوؿإذ يظير MIC تأثير عند التركيز الأعمى
(staph،E  ،cam ،Mixing)  وأعطى أدنى مـْ 24ساعة بالدرجة 72المشكمة لغلاؼ حيوي خلاؿ عمى التوالي 

لمعترات  MIC1/8 (0.129 ،0.15 ،0.177 ،0.193 )تأثير لو في خفض كثافة الأغمفة الحيوية عند التركيز 
مـْ 37 ساعة بالدرجة 168السابقة المشكمة لمغلاؼ حيوي خلاؿ  ، وفسرت ىذه النتيجة بأف الكمور ذو فاعمية جيدة  

خلاؿ بضع ساعات في حيف تنخفض كفاءتو في  (Young Biofilms)في معالجة الأغمفة الحيوية المتكونة حديثاً 
تأثير كموريد  (8) الجدوؿالجدوؿ ويبيف ،(Zineb et al., 2014 )معالجة الأغمفة الحيوية بأعمار متقدمة 

 .ساعة168البنزالكونيوـ في معالجة الغلاؼ الحيوي المتشكؿ خلاؿ 
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 (ممْ 37)و (ممْ 24)بالدرجتين  ساعة 72تأثير كموريد البنزالكونيوم في معالجة الغلاف الحيوي المتشكل خلال  (7)الجدول
 

تراكيز 
 مطير

ساعة 72غلاؼ حيوي بعمر   

مـْ  24عند الدرجة  مـْ  37عند الدرجة    

BC 

 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

MIC 0.099 0.048 0.064 0.149 0.037 0.051 0.08 0.097 

MIC1/2 0.101 0.059 0.072 0.185 0.044 0.06 0.083 0.107 

MIC 1/4 0.109 0.145 0.125 0.189 0.057 0.061 0.104 0.109 

MIC1/8 0.129 0.15 0.177 0.193 0.087 0.074 0.113 0.116 

 
 (ممْ 37)و (ممْ 24)سا بالدرجتين 168تأثير كموريد البنزالكونيوم في معالجة الغلاف الحيوي المتشكل خلال  (8)الجدول
تراكيز 
 مطير

  ساعة168غلاؼ حيوي بعمر 
مـْ  24عند الدرجة  مـْ  37عند الدرجة    

BC 

 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

OD.sta

ph 
OD.E 

OD.ca

m 

OD 

Mixing 

MIC 0.099 0.143 0.204 0.251 0.145 0.2 0.231 0.351 

MIC1/2 0.105 0.225 0.369 0.377 0.242 0.28 0.311 0.377 

MIC 1/4 0.125 0.252 0.381 0.39 0.276 0.31 0.431 0.382 

MIC1/8 0.145 0.276 0.389 0.393 0.288 0.38 0.441 0.391 

 

    
 

سا 72 بعمر ممْ 37بالدرجة في معالجة غلاف حيوي BC تأثير (11)الشكلسا          72 بعمر ممْ  24بالدرجة في معالجة غلاف حيوي BC تأثير (10)الشكل
 

      
   

 سا168 بعمر ممْ 37بالدرجة في معالجة غلاف حيوي BC تأثير (13)        الشكلسا168 بعمر ممْ  24بالدرجة في معالجة غلاف حيوي BC تأثير (12)الشكل
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 ساعة أفضؿ مف نتائج المعالجة لمغلاؼ 72لابد مف الإشارة إلى أف نتائج خفض كثافة الغلاؼ الحيوي بعمر 
ساعة، بالنسبة لممطيرات المستخدمة وبكؿ التراكيز عمى السواء، ويعود ذلؾ إلى أف التأثيرات التي 168الحيوي بعمر 

تسببيا المضادات الميكروبية كالتبدلات الشكمية وتبدؿ مكونات السطح الخارجي لمخمية الجرثومية مرتبطة بكوف الخمية 
في بداية تشكُؿ الغلاؼ الحيوي، ولكف مع مرور الزمف تتحوؿ الخلايا إلى حالة  (Planktonic) في حالتيا الحرة

الغلاؼ الحيوي الناضج وتنتجُ عديدات السكاريد خارج الخموية بشكؿ أكبر والتي  تجعؿ تأثيرىا عمى ىذه الخلايا 
. (Anderl et al., 2003)أضعؼ 

أظير الغلاؼ الحيوي متعدد الأنواع مقاومة عالية لجميع المطيرات المستخدمة بكؿ التراكيز في حيف لـ 
 في  Corcoran مف الأغمفة الحيوية المكونة مف الأنواع الجرثومية منفردة وبرراً تلاحظ ىذه المقاومة لدى أي

بأف الغلاؼ الحيوي المتعدد يمثؿ حاجزاً محكماً أماـ انتشار المطيرات مما يؤثر عمى ذلؾ  ((2013دراستو عاـ 
 إلى الخلايا المغموسة ضمف المواد البوليميرية خارج الخموية فيما لو قورف مع  المضاداتمعدؿ نقؿ جزيئات

. الغلاؼ الحيوي الأحادي النوع
 ساعة بالمقارنة مع نظيره 168في مقاومة الغلاؼ الحيوي المتعدد الأنواع بعمر زيادة أيضاً      لوحظت

مضادات  بأف عمر تكويف الغلاؼ الحيوي عامؿ مؤثر في مقاومتو لؿAlamoury(2003)ذكر وعةسا72بعمر
أو  (النمو اللاطئ)أو قد يكوف ناجـ أساسا عف تكيؼ فيزيولوجي لمخلايا البكتيرية ضمف الغلاؼ الحيوي الميكروبية،

(Sessile Growth) ندرة المغذيات ،(Nutrient Stresses) التماس مع تراكيز شبو مميتة ومتكررة مف ،
 Bridierوبحسب . (Shakeri et al., 2007) (Repeated Sub-Lethal Concentrations)المطيرات
، ويمكف تفسير الزيادة في مقاومة الغلاؼ الحيوي المتعدد الأنواع  بسبب زيادة كثافة الخلايا ((2011وزملائو

بالمقارنة مع كثافة خلايا الغلاؼ الحيوي وحيد النوع بالإضافة إلى الأسباب الأخرى كالصعوبة في اختراؽ المواد 
البوليميرية المحيطة بالخلايا وتختمؼ باختلاؼ الأنواع الجرثومية الموجودة مع بعضيا ضمف نفس الغلاؼ الحيوي 

أف التأثير التآزري للأنواع الجرثومية المعزولة مف نفس المصدر يُزيد مف  ب2012)) وزملائو  SALAبحسبو
كما أف التآزر أو التفاعؿ بيف الأنواع .  مقاومة الخلايا الجرثومية حتى لو كانت كثافة الغلاؼ الحيوي منخفضة

الجرثومية المختمفة المكونة لمغلاؼ الحيوي غالباً يؤدي إلى تغير في فيزيولوجيا تمؾ الأنواع وقد يكوف محفزاً أساسياً 
ىذه المقاومة المتزايدة  لممعالجة قد تنجـ عف التنوع . ((Zang et al., 2011لمقاومتيا لممضادات الجرثومية 

. (Bridier et al., 2011)الميكروبي ضمف الغلاؼ الحيوي 
 والمبيّنة مـْ 37 ساعة عمى درجة حرارة 24   أشارت قراءات العكارة في المرؽ المغذي العقيـ المحضنة لمدة 

إلى أف الخلايا ضمف الأغمفة الحيوية المشكمة بكافة الشروط المخبرية المحددة لا تزاؿ نشطة، وكانت  (8)بالجدوؿ
قادرة عمى تحمؿ المعاممة بالمطير ويمكف تفسير السبب بأنو لا يمكف منع الجراثيـ مف تشكيؿ غلاؼ حيوي في 

 بما (Intercellular Communication)المختبر فيما لو سمح ليا بالالتصاؽ واستخداـ الاتصالات بيف الخلايا 
 الياـ جداً لأنو محفز قوي لعممية  (Quorum Sensing)يعرؼ بنظاـ الاشارات الكيميائية 

ستراتيجية المقاومة لممضادات الميكروبية قد تُكتسب كاإف . (Aswathanarayan and RaiVitta 2013)التشكؿ
بنظاـ في الغلاؼ الحيوي المتعدد الخلايا التي تعتمد عمى تبادؿ الإشارات الكيميائية بيف الخلايا في عممية تعرؼ 

ف التدخؿ   Quorum Sensing بيذه الآلية  يعد مف التقنيات الواعدة لتعطيؿ نظاـ الإشارات الإشارات وا 
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Inhibitors (QSIs) اتصاؿ الخلايا البكتيرية ويمكف أف توفر نيجاً جديداً في تثبيط الجراثيـ ومنعيا مف تكويف لمنع
 . (Aswathanarayan and RaiVitta 2013; Zineb et al., 2014)غلاؼ حيوي

 
 بالمطيرات المختبرة خلال الفترات الزمنية المدروسةتقييم النمو بعد المعاممة  (9)الجدول

 العترات الجرثومية
 برمنغنات البوتاسيوـ كموريد البنزالكونيوـ رباعيات الأمونيوـ

10 45 10 45 10 45 
S. aureus + + + + + + 

E. coli + + + + + + 
C. jejuni + + + + + + 

S. aureus + E. coli 
+ 

C. jejuni 
+ + + + + + 

نمو جرثومي  +: 
 

الاستنتاجات والتوصيات 
     الاستنتاجات 

 .ف معظـ العترات المدروسة كانت مكونة لوأتتبايف قدرة الجراثيـ المدروسة في تشكيؿ غلاؼ حيوي، و -
 .يختمؼ تأثير المطيرات في إزالة الغلاؼ الحيوي تبعاً لتراكيزىا فيزداد كمما ازدادت التراكيز -
 .يزداد تأثير المطير كمما قصرت مدة تشكؿ الغلاؼ الحيوي -
يختمؼ تأثير تراكيز المطيرات في إزالة ومعالجة الغلاؼ الحيوي وحيد النوع والمتعدد الأنواع بحسب نوع  -

 .الجراثيـ ونوع المطير المعالج بو
بالتركيز ومدة التأثير ومدة  (KMnO4, QUAT, BC)ارتباط كفاءة المطيرات الكيميائية المستخدمة مخبرياً  -

 .بقاء الغلاؼ في أنظمة الشرب
  التوصيات 

لطيور في الخزانات لمحد مف التموث الحيوي قدمة ؿالتعقيـ المستمر بالمطيرات المعروفة  لمياه الشرب الـ -
 .وتواجد الميكروفمورا فييا

دراسة بعض جوانب الغلاؼ الحيوي في تقنيات صناعة الدواجف وأثره عمى منتجات الدواجف والصحة  -
 . العامة

اعتماد برنامج تقييـ ومراقبة منتظمة في مزارع تربية الدواجف لاختبار فاعمية المطيرات التجارية المتاحة  -
تجاه الميكروبات لمكشؼ المبكر في حاؿ حدوث تطور في مقاومتيا أو انخفاض في حساسية الجراثيـ تجاه 

 .المطيرات
 .غير دائمة وقابمة للاستبداؿشرب ينصح باستخداـ أنابيب  -
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