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  چكيده

 بـسيار  ،ر محيطاين باكتري د. هاي غذايي است يك باكتري مهم عامل عفونت) Salmonella enteritidis(سالمونلا اينتريتيديس  :سابقه و هدف
 سـطوح در     از  بسياري رويسالمونلا اينتريتيديس   . رود  هاي گاسترواينتريتي انسان به شمار مي      مقاوم است و هنوز علت اصلي بسياري از عفونت        

ر گرفتـه   ها روي چنين سطوحي به عنوان يك منبع بالقوه آلودگي در نظ ـ            تشكيل بيوفيلم باكتري  . دهد  تماس با مواد غذايي بيوفيلم تشكيل مي      
 تشكيل بيوفيلم سويه ايراني سـالمونلا اينتريتيـديس   ،در تحقيق حاضر  . دهد  ها را افزايش مي    ها و شيوع بيماري    شود كه امكان انتقال باكتري      مي
  . سطوح مختلف در تماس با مواد غذايي و پزشكي مورد بررسي قرار گرفتروي

 Microbial Adhesion to (MATHبـا روش ) RITCC 1624( اينتريتيـديس  ابتـدا هيدروفوبيـسيتي سـطح سـلول سـالمونلا      :ها مواد و روش

Hydrocarbon ( سپس بيوفيلم آن بر سطوح استيل. شدتعيين)Type 304 no 2B (20 و 16، 8، 4، 2هـاي   اتيلن و شيشه در مدت زمـان  ، پلي 
  .شد شمارش Drop plateساعت تشكيل و با روش 

ميـزان  .  سـه سـطح ذكـر شـده را دارد    روي توانايي تشكيل بيوفيلم %73نلا اينتريتيديس با هيدروفوبيسيتي نتايج نشان داد كه سالمو : يافته ها 
 بود و با افزايش اتيلن پليبيشتر از سطح   ) >05/0P(داري    اي و استيل با اختلاف معني        سطح شيشه  روي ساعت   2تشكيل بيوفيلم در مدت زمان      

همچنين بيشترين ميزان تشكيل بيوفيلم سـالمونلا روي سـه          ). <05/0P(دار نبود   ح مختلف معني   سطو روي ساعت، تشكيل بيوفيلم     20زمان به   
  .سطح، در حد واسط فاز مايع و هوا بود

 ، كه از نظر بهداشتي و انتقـال بيمـاري         دهد  مي امكان انتقال اين باكتري را افزايش        ، چنين سطوحي  رويتشكيل بيوفيلم سالمونلا     :گيري نتيجه
  .استاهميت بسيار حائز 

   بيوفيلم، سالمونلا اينتريتيديس، هيدروفوبيسيتي:واژگان كليدي

   مقدمه •
سالمونلا اينتريتيـديس اغلـب از طريـق مـواد غـذايي            

ابـتلا  . شود آلوده به انسان منتقل و باعث ايجاد بيماري مي     
 ميليون نفر   4/1به سالمونلوزيس غير تيفوئيدي در آمريكا       

از اين مـوارد،    % 95 بيش از    در سال گزارش شده است كه     
ــاري ــستند   بيم ــذايي ه ــشاء غ ــا من ــاي ب ــن % 30. ه از اي
مطالعـات  . شـوند   هاي غذايي منجـر بـه مـرگ مـي           عفونت

مختلف، توانايي بالاي اين باكتري را براي اتصال و تشكيل      
  ).1، 2(اند  بيوفيلم روي سطوح مختلف نشان داده

بـا  هاي ميكروبـي اسـت كـه          بيوفيلم، گروهي از سلول   
هاي داخلي در ماتريكس گليكوپروتئيني       اي از كانال    شبكه
ساكاريدي خارج سلولي به نام مادة پليمريك خـارج           و پلي 
در صـنايع غـذايي، اتـصال       ). 3(در ارتباط هـستند      سلولي
هاي پاتوژن و فاسد كنندة مواد غذايي با سطوح در    باكتري

ي آنها بند تماس با مواد غذايي در فرايندهاي توليد و بسته        
توانـد منبـع      هاي ميكروبي، مي    و سرانجام، تشكيل بيوفيلم   

  كوتاهمقاله
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هـاي غـذايي و انتقـال         بالقوة آلودگي محصولات و فراورده    
  ). 4(ها باشد بيماري

ها به حالت بيوفيلم روي سـطوح، انتقـال           رشد باكتري 
زيـرا  . كنـد   تر و از بين بردنشان را مشكل مـي          آنها را آسان  

هاي آزاد، در مقابـل   ه با سلول هاي بيوفيلم در مقايس     سلول
هـا مقاومـت بيـشتري نـشان       كننده  بيوسايدها و ضدعفوني  

از آنجا كه اطلاعات اندكي در رابطه بـا تـشكيل           . دهند  مي
هـاي    بيوفيلم سالمونلا روي سطوح در تمـاس بـا فـراورده          

غذايي يا پزشكي در كشورمان وجود داشت، هدف از ايـن           
مونلا اينتريتيـديس   تحقيق، بررسي تشكيل بيـوفيلم سـال      

)RITCC 1624 (با منشاء غذايي روي سطوح مختلف بود .
سطوح به كار رفته در ايـن پـژوهش در صـنايع غـذايي و               
پزشكي مطرح هستند و مطالعة روند چسبندگي سالمونلا        

   .كند روي آنها به كنترل عفونت كمك فراواني مي
  ها  مواد و روش •

آزمـايش  در   :هـا   سنجش هيدروفوبيسيتي سطح سـلول    
كـشت فعـال    ) 5(ها به هيـدروكربن اكتـان         اتصال باكتري 

آوري  براي جمـع ) RITCC 1624(سالمونلا اينتريتيديس 
 به مدت  3000با دور   (هاي باكتريايي سانتريفوژ شد       سلول

نـشين شـده، بـافر        هـاي تـه     سپس بـه سـلول    ).  دقيقه 15
كـدورت سوسپانـسيون ميكروبـي بـه        . فسفات اضافه شـد   

در مرحلـة بعـد،     . فارلنـد رسـانده شـد        مك 5/0استاندارد  
سـپس  .  نانومتر خوانده شـد    640جذب نوري اوليه آن در      

ml5/0               از هيدروكربن اكتان بـه كـووت اضـافه شـد و بـه 
 دقيقه توسـط دسـتگاه ورتكـس بـا دور متوسـط             2مدت  

بعد از جدا شدن دو فـاز آبـي و آلـي از هـم،               . مخلوط شد 
 نـانومتر   640 مـوج    در طـول  ) ثانويه(جذب نوري فاز آبي     

هايي كه از فاز آبي خارج شـدند،          نسبت سلول . خوانده شد 
  ):6(از فرمول زير محاسبه شد

100×(A1-A2)/A1 =هاي متصل به هيدروكربن درصد سلول  
nm 640=λ        A1= Initial OD,                A2= Final OD,  

  
  

ابتـدا بـاكتري بـه كـدورت         :تشكيل بيوفيلم روي سطوح   
 از آن ml 1فارلند رسانده شـد و   مك5/0ل استاندارد معاد

 2 محـيط تريپتيكـاز سـوي بـراث و           ml50به ارلن حاوي    
تميز و ضد عفوني شده     % 96اي كه با اتانول       اسلايد شيشه 

ها در دماي آزمايشگاه و روي  سپس ارلن. بودند، اضافه شد
 20 و   16،  8،  4،  2هـاي    و مـدت زمـان     100شيكر بـا دور     

مراحـل تـشكيل بيـوفيلم بـر روي     . داده شدندساعت قرار  
  ).7(اتيلن نيز به همين صورت بود سطوح استيل و پلي

بـراي اسـتريل كـردن سـطوح         :استريليزاسيون سـطوح  
هـاي اسـتيل در اسـتن     ، كوپن)Type 304 no 2B(استيل

. قرار گرفتند تا لكه گريس يا روغن از روي آنها پاك شـود            
ور شده و با آب مقطر،       سپس در يك شويندة قليايي غوطه     

اتيلن در شـويندة      سطوح پلي ). 8(شستشو و اتوكلاو شدند   
ور شدند و حدود نـيم سـاعت در زيـر اشـعة               قليايي غوطه 

UV  96اي نيز با اتـانول        اسلايدهاي شيشه .  قرار گرفتند %
  .ضدعفوني و سپس اتوكلاو شدند

هـا از     براي شمارش باكتري   :هاي بيوفيلم   شمارش باكتري 
بــه ايــن ترتيــب از ). 9( اســتفاده شــدDrop plateروش 

. سوسپانسيون ميكروبي تهيه شده، سري رقت تهيـه شـد         
براي تهية ايـن سوسپانـسيون، سـواب كـشيده شـده بـه              
سطحي كه بيـوفيلم بـاكتري تـشكيل شـده بـود، در آب              

 ميكروليتر از سوسپانـسيون     10سپس  . مقطر ورتكس شد  
 چهـار   برداشـته و در يـك قـسمت از        ) با رقـت مـشخص    (

اين عمل، پنج   . شد  هاي نوترينت آگار پخش       قسمت پليت 
ها به مـدت      پليت. مرتبه براي يك رقت مشخص انجام شد      

شـدند و سـپس تنهـا      انكوبـه  C °35 ساعت در دمـاي   24
 30 تـا    3رقتي كه تعداد كلني در آن در هـر قطـره بـين              

با توجه به فرمـول زيـر   . كلوني بود، انتخاب و شمارش شد     
  :ها در واحد سطح محاسبه شد تريتعداد باك

  CFU({ Log) = CFU/cm2(Logميانگين/حجم قطره( ×

})cm2سطح مورد نظر  /ml10)(10رقت مورد نظر(  
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  ها يافته •
ــا آزمــون   هيدروفوبيــسيتي ســالمونلا اينتريتيــديس ب

MATH  ،73 %  هاي تشكيل بيـوفيلم      آزمون. به دست آمد
بيـوفيلم   ،نشان داد كه اين بـاكتري روي هـر سـه سـطح            

تشكيل داده است، البته ميـزان آن روي سـطح شيـشه و             
داري   اتيلن با اختلاف معنـي      سپس استيل زنگ نزن و پلي     

)05/0P< (   بيشتر بود)  ميـزان تـشكيل بيـوفيلم      ). 1شكل
 8 و 4هـاي اوليـه     سالمونلا روي هر سه سـطح در سـاعت        

ساعت بـه علـت رشـد كُنـد آن بـسيار كـم بـود ولـي در                   
ــان ــاي  زم ــالاتر   20  و16ه ــد، ب ــزايش رش ــا اف ــاعت ب  س
  ). 2شكل (رفت

ميــزان تــشكيل بيــوفيلم ســالمونلا اينتريتيــديس در  
ــاعت ــشه  س ــطح شي ــاوت روي س ــاي متف ــتيل و  ه اي اس

اتـصال  ). 2شـكل   (داري نداشـت      اتيلن اختلاف معنـي     پلي
 ساعته روي هـر     2سالمونلا اينتريتيديس در تماس كوتاه      

تـر    هاي طـولاني    ت زمان دار بود، اما در مد      سه سطح معني  
ــي  20 و 16، 8، 4 ــتلاف معن ــاعت، اخ ــت  س . داري نداش

بيشترين ميزان تشكيل بيوفيلم سالمونلا در حد واسط فاز       
  .مايع و هوا بود
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 روي مقايسة تشكيل بيوفيلم سالمونلا اينتريتيديس -1شكل
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 روي مقايسة تشكيل بيوفيلم سالمونلا اينتريتيديس -2شكل

  هاي متفاوت سطوح مختلف در زمان
  

  

  

 بحث •
داري بيوفيلم بيشتري     باكتري مورد نظر با اختلاف معني     

روي سطح استيل زنگ نـزن نـسبت بـه سـطح پلاسـتيكي              
اين نتيجه، به اين دليـل،      ). 1شكل  ) (>05/0P(تشكيل داد   

ــا غــذا در    مهــم اســت كــه جــنس اكثــر ســطوح تمــاس ب
نـزن   ز جنس اسـتيل زنـگ  هاي فراوري مواد غذايي ا      دستگاه

 بـه سـطوح   S. enteritidisدر تحقيق حاضـر، اتـصال   . است
اتيلن  داري بيشتر از پلي  ساعت به طور معني2استيل بعد از 

ــود  ــكل(ب ــاي  ش ــا ) 2000(Carballo و Sinde). 2 و 1ه ب
مطالعه روي سالمونلا و ليستريا نشان دادند كـه بـه غيـر از              

وامـل ديگـري نيـز در       ها ع   هيدروفوبيسيتي سطحي باكتري  
آنهـا مـشاهده    ). 10(ها به سـطوح نقـش دارد        اتصال باكتري 

كردند كه سـالمونلا بـا هيدروفوبيـسيتي بـالاتر از ليـستريا،        

در ايـن   . توانايي تشكيل بيوفيلم كمتـري روي سـطوح دارد        
از %) 73(تحقيق، هيدروفوبيسيتي بسيار بالاي اين بـاكتري        

 ـ      ي بـراي تـشكيل بيـوفيلم       دلايل تمايل زياد اين سوية ايران
ــطوح اســت  ــه، ســوية ســالمونلا    . روي س در ايــن مطالع

روي % 73 مورد اسـتفاده بـا هيدروفوبيـسيتي         اينتريتيديسِ
اتيلن، قدرت تـشكيل     اي نسبت به استيل و پلي       سطح شيشه 

بيوفيلم بيـشتري از خـود نـشان داد و از آنجـا كـه سـطوح                 
اتـــيلن،  اي و اســـتيل نـــسبت بـــه ســـطوح پلـــي شيـــشه

توان به نقش مهـم جاذبـة ناشـي از            ترهستند، مي   دروفيلهي
ــدروفيل در    ــطح هي ــاكتري و س ــطح ب ــسيتي س هيدروفوبي

همچنـين، هيدروفوبيـسيتي بـالاي      . تشكيل بيوفيلم پي برد   
اي با ايجاد نيروي دافعه از        بين سطح باكتري و سطح شيشه     
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اتصال باكتري و درنهايت، تشكيل بيوفيلم روي ايـن سـطح           
بنابراين، با توجه به نتـايج ايـن تحقيـق،          . كند جلوگيري مي 

هاي اتصال و تشكيل بيوفيلم باكتريايي از يـك عامـل            پديده
پذيرند، به طوري كه هيدروفوبيـسيتي بـالا بـراي            نميتأثير  

  .تشكيل بيوفيلم لازم هست، اما كافي نيست
Giaouris  ها روي سـطوح، در        كه رشد باكتري    نشان داد
ور در فاز     هاي غوطه    بيشتر از باكتري   هوا- مايع حد فاصل فاز  

 هوا تشكيل بيوفيلم و ميـزان اتـصال         -مايع است و فاز مايع    
در ايـن پـژوهش، نيـز بيـشترين ميـزان           ). 2(بيشتري است 

تشكيل بيوفيلم باكتري مورد آزمايش روي سطوح مختلـف         
هــاي  هــوازي بــودن بــاكتري. در همــين فــاز مــشاهده شــد

آل بـودن      غـذايي و ايـده     موردنظر، در دسترس بـودن مـواد      
توانـد از دلايـل       شرايط در اين فاز براي تشكيل بيوفيلم مـي        

با توجه به اين نتـايج، در صـورت حـضور           . باشد  اين موضوع   
هاي در ارتباط با مواد غـذايي يـا مراكـز             سالمونلا در محيط  

  . ناپذير است درماني، تشكيل بيوفيلم اجتناب
 كـه بـاكتري     نتايج ايـن تحقيـق بـه خـوبي نـشان داد           

زاي غذايي سالمونلا اينتريتيديس روي سطوحي كه   بيماري
شـود، توانـايي      هاي غذايي استفاده مي     به فراواني در محيط   
به كارگيري پروتكـل دقيـق و عملـي    . تشكيل بيوفيلم دارد  

شستشو و ضدعفوني در اين مراكز، علاوه بر پـايش مـداوم            
  .رسد ها، ضروري به نظر مي جهت حضور بيوفيلم
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