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       1/8/97: پذيرش ؛ تاريخ 4/5/96: مقاله دريافت تاريخ

  
يـك موضـوع    عنوان بهحاصل از غذا هميشه تهديدي براي سلامتي انسان بوده است و در سراسر جهان  هاي بيماري: مقدمه

اسـت   شده مشخصعلاوه بر اين، . اند بودهدر ارتباط با بيوفيلم ها  ها بسياري از طغيان. باشد مي موردتوجهاورژانسي و مهم 
مقاومـت   كننده پاكنسبت به عوامل آنتي ميكروبيال و  سرعت بهزيرا  ،يك مشكل در صنايع غذايي است عنوان بهكه بيوفيلم 

كه به باكتري  شود ميمحسوب  در صنايع غذايي ويژه بهسالمونلا باكتري  زايي بيماريشكيل بيوفيلم يكي از عوامل ت .يابد مي
از مواد  جداشدهبررسي توانايي ايجاد بيوفيلم از سالمونلاهاي  باهدفاين مطالعه  .دهد ميرا  امكان اتصال به سطوح مختلف

  .غذايي انجام گرفت
 و بـا  جداشـده و سـبزي   مرغ تخمنمونه گوشت قرمز، مرغ، 400سالمونلا كه از  (isolate)جدايه  8 تعداد :ها روشمواد و 

ايجـاد بيـوفيلم بـا اسـتفاده از روش      در هـا  آنتوانمندي  ،تستهاي بيوشيميايي اختصاصي و سروتايپينگ تعيين هويت شدند
  .سنجيده شدكريستال ويوله  تيتراسيون در ميكروپليت

نـانومتر و بـدون    550 مـوج  طـول بـا روش كـدورت سـنجي در    هاي سـالمونلا   جدايه از مياندر بررسي فنوتيپي  :ها يافته
  .بودندسالمونلا  Dكه هر دوسويه متعلق به گروه  مشاهده شد،توانايي ايجاد بيوفيلم %)   25(جدايه 2فقط ، اسيداستيك

و  ها آن بيوتيكي آنتياز مواد غذايي و گسترش مقاومت  جداشدهسالمونلاهاي توجه به توانايي ايجاد بيوفيلم  با :گيري نتيجه
، لزوم مراقبـت  Dسروگروپ  الخصوص عليگاستروانتريت هاي غذايي ناشي از سالمونلا  روزافزوناز طرف ديگر افزايش 

  .رسد ميو عرضه مواد غذايي در سطح جامعه به نظر  بندي بستهبيشتر و رعايت سطح بالاتر بهداشت در تهيه، توليد ، 
  

  منتقله از غذا  هاي بيماريسالمونلا، بيوفيلم، :كلمات كليدي
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  مقدمه
،كه باشد مييك پاتوژن مهم منتقله از غذا  اينتريتيـديسسالمونلا 

اغلـب از طريـق مـواد غـذايي آلوده به انسان منتقل و باعـث ايجـاد   
 4/1ابـتلا به سالمونلوزيس غير تيفوئيدي در آمريكا . شود ميبيماري 

از ايـن   % 95اسـت كـه بـيش از     شـده  گـزارش ميليون نفر در سـال  
از ايـــن  % 30. غـــذايي هـــستند   منشـأ بـــا   هاي بيماريمـوارد، 
مطالعــات مختلـف،   . شوند ميغذايي منجـر بـه مـرگ  هاي عفونت

توانايي بالاي اين بـاكتري را بـراي اتصـال و تشـكيل بيـوفيلم روي      
  2و1.اند دادهسطوح مختلف نشان 

بيوفيلم ساختاري متشكل از يك جمعيت باكتريـايي اسـت كـه    
توسـط بـاكتري    توليدشـده يك ماتريكس اگزو پلـي مـري    وسيله به

اين ويژگي به باكتري توانايي اتصال بـه سـطوح   . است محصورشده
را  هـا  بيوتيـك  آنتـي مختلف و همچنين افـزايش مقاومـت ذاتـي بـه     

ضـد ميكروبـي را   هاي  ماندرتشكيل بيوفيلم، حساسيت به  3.دهد مي
الايي بـراي بيمـاران بـه    درماني ب هاي هزينهكه نهايتاً  دهد ميكاهش 

 4.دنبال خواهد داشت

،  غيربهداشتيلودگي مواد غذائي در خط توليد از طريق سطوح آ
فـرآوري غـذا    در كارخانجـات يكي از مشكلات اساسي و متـداول  

و داراي  شــده ســازي پــاك ناصــحيح طـور  بــهســطوحي كــه . اسـت  
غذائي هستند محيط مناسبي براي اتصـال ، رشـد و تكثيـر     مانده پس

  . باشند ميدرنتيجه تشكيل بيوفيلم ومولد فساد و پاتوژن  هاي باكتري
عبور محصول فرآيند شده از روي سطوح آلوده باعث ايجاد آلودگي 

 6و5.شود ميميكروبي آن 

را  هـا  آنبه حالت بيوفيلم روي سـطوح، انتقــال   ها باكتريرشد 
بيـوفيلم   هاي سلولزيـرا . كند ميو از بين بردنشان را مشكل  تر نآسا

ــا   ــه بـ ــلولدر مقايسـ ــاي سـ ــايدها و   هـ ـــل بيوسـ آزاد، در مقابـ
 8و7.دهند ميمقاومـت بيـشتري نـشان  ها كننده ضدعفوني

رشد بيوفيلم هـا روي تجهيـزات فـرآوري غـذا، باعـث ايجـاد       
منجر به كاهش  درنتيجهآلودگي ميكروبي در محصول فرآيند شده و 

ناشـي از   هـاي  بيمارينگهداري محصول و افزايش شيوع  زمان مدت
ايـن  .شـود  مـي مربوط به ليستريامونوسيتوژنز و سالمونلا  ويژه بهغذا 

بيــوفيلم هــا شــامل ميكروارگانيســم هــاي مولــد فســاد يــا پــاتوژن  
  10و9.هستند

 سـالمونلا  بيـوفيلم  تشكيل با رابطه در اندكي اطلاعات ازآنجاكه
 تحقيق، اين از هدف داشت، وجود كشورمان در غذايي هاي فراورده
  .بود غذايي منشأ با سالمونلا هاي سروتيپ بيوفيلم تشكيل بررسي

  
  كار و روشمواد 

نمونــه گوشــت قرمــز،  400جدايــه ســالمونلا كــه از  8تعــداد 
تستهاي بيوشيميايي اختصاصـي   و با جداشدهو سبزي  مرغ تخممرغ،

ــي    ــت بررس ــدند، جه ــت ش ــين هوي ــروتايپينگ تعي ــت و س مقاوم
بـراي   CLSI11مجاز در هاي بيوتيك آنتيبر اساس ليست  بيوتيكي آنتي

ــالمونلا  ــه روش  س ــيكرب ــائر ب ــوژن (ب ــك ديفي ــراي   ) ديس و ب
 سيپروفلوكساسين ، سفتازيديم ، كوتريموكسـازول ،  هاي بيوتيك آنتي

 سيلين ،مروپنم ،ايمي پنم ، سياسيد ، تتراسيكلين ،آموك ناليديكسيك
مفنيكل ،سفترياكسون ، سفوتاكسيم ، استرپتومايسين ، سـفيپيم و  اكلر

  .انجام گرفتسفوروكسيم 
  

تست توانايي ايجاد بيوفيلم با استفاده از روش تيتراسيون در 
 ميكروپليت

تيتراسـيون در  بررسي توانايي ايجاد بيوفيلم با اسـتفاده از روش   
ميكروپليت بر اساس دستورالعمل بكار رفته توسط پيترز و همكاران 

پـس از كشـت در محـيط آبگوشـت      12. انجام گرفت 2008در سال 
TSB  پس . انكوبه شدند گراد سانتيدرجه  37در دماي  روز شبانهيك

يــن امــاكروليتر از 150تــازه ميــزان  TSBدر محــيط  ســازي رقيــقاز 
 اي خانـه  96پلـي اسـتيرن   ميكروپليت هـاي  سوسپانسيون سلولي در 

 گـراد  سـانتي درجـه   37ساعت در دمـاي   24 ازاينكه پس .ريخته شد
شسـته و   PBSميكروليتـر   200سه مرتبه توسط  آرامي بهقرار گرفت 

جهـت فـيكس   . وارونه قرار داده شد تا پليت خشك گردد صورت به
ميكروليتـر   100درصـد بـه ميـزان     99كردن بيـوفيلم هـا از متـانول    

دقيقه الكل خارج و پليت در هوا خشك  15استفاده گرديد و پس از 
%  2ميكروليتـر رنـگ كريسـتال ويولـه      100 ها خانهبه تمام  .گرديد
رنـگ   شـدند تـا  دقيقه پليت ها با آب شسته  20و پس از  شده اضافه

اضـافه  بانـد شـده بـا     هاي رنگسپس . خارج شود ها گودهاضافي از 
جـذب نـوري   . آزاد شـد %  33ميكروليتر از اسيداسـتيك   150كردن 

)OD ( نانومتر با استفاده از الايـزا   570 موج طولدر  ها خانههريك از
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تـايي و در   4 صـورت  به ها گيري اندازهتمامي . شد گيري اندازهريدر 
در بررسي تست توانـايي ايجـاد   . سه آزمايش جداگانه تكرار گرديد

 E.coliسـويه كنتـرل منفـي و     عنـوان  بـه   E.coli Top 10بيـوفيلم ،  

EAEC 042 كنترل مثبت در نظر گرفته شد عنوان به.  
  
  جنتاي

هـاي سـالمونلا ، بيشـترين مقاومـت      جدايه تست حساسيتدر
، بيشـترين  %)  75( جدايـه  6سالمونلا به ديسك ناليديكسيك اسـيد  

 3 هركدامبه ديسك سيپروفلوكساسين و سفوروكسيم  بينابينيحالت 
ــه ــيت كامـــل %)  5/37( جدايـ ــه 8و حساسـ ــه %)  100( جدايـ بـ

كلرآمفنيكل ، ايمـي پـنم ، مـروپنم ،سفترياكسـون ،      هاي بيوتيك آنتي
  . سفيپيم ، استرپتومايسين ، سفوتاكسيم  و سفتازيديم ديده شد

بيشــترين مقاومــت را بــه    Dســالمونلا هــاي ســروگروپ   
ــيد  ينال ــيك اس ــت  %)  100(ديكس ــترين حال ــابيني، بيش ــه  بين را ب

و به بقيه %)  50( جدايه 2 هركدامسيپروفلوكساسين و سفوروكسيم  
سالمونلاي سروگروپ . ان دادندشحساسيت ن%  100ها  بيوتيك آنتي

A   و بـه بقيـه    بينـابيني  به سفوروكسيم و ناليديكسيك اسـيد حالـت
  .حساسيت داشتند شده گرفتهبكار  هاي ديسك

ناليديكسـيك اسـيد ،    هـاي  ديسـك به   Bسالمونلاي سروگروپ
تتراسيكلين ،كوتريموكسازول و آموكسي سيلين مقاومت و به مـابقي  

ســالمونلاي  .حساســيت كامــل داشــتند بيوتيــك آنتــي هــاي ديســك
ــه   Cســروگروپ  بــه ناليديكســيك اســيد و تتراســيكلين مقــاوم ، ب

  . حساس بود ها ديسكو به مابقي  بينابينيسيپروفلوكساسين 
%  100حساسيت  ها بيوتيك آنتيبه همگي  non-typeسالمونلاي 

 جدايـه ، دو  جداشـده از هشـت سـالمونلاي    ).1شـكل ( نشان دادند
متعلـق بـه    جدايـه توانايي ايجاد بيـوفيلم را دارا بودنـد كـه هـر دو     

  . )2شكل(باشند مي Dگروپ سرو

  

  
  موردمطالعهسالمونلا هاي  بيوتيكي آنتيتست حساسيت : 1شكل 

  

  
  موردمطالعهتوانايي ايجاد بيوفيلم توسط سالمونلاهاي  :2شكل 
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  گيري نتيجهو بحث 
 آمـده  دسـت  به سالمونلا جدايه 8از  جدايه%) 25(2در مطالعه ما 

 ،توانايي ايجاد بيوفيلم را در سطح بـالايي دارا بودنـد   از مواد غذايي
و  ايـزوكن توسـط   2015در سـال   شـده  انجـام مطالعـه   كه درصورتي

%  5/21از كلـم و اسـفناج    جداشدههمكارش بر روي سالمونلاهاي 
يلم را داشـتند كـه ايـن    هاي سالمونلا توانـايي ايجـاد بيـوف    جدايهاز 

 دررونـد لي ضمع تواند ميافزايش توانايي بيوفيلم در كشور ما  مسئله
بـه   بيـوتيكي  آنتـي درمـان   الخصـوص  علـي درماني و پاسخ به درمان 

بـر   2009و همكـارش در سـال    ژيانمينگدر مطالعه 13.وجود بياورد
جداشـده از مـواد    هـاي  بـاكتري روي توانايي ايجاد بيـوفيلم توسـط   

غذايي هيچ سالمونلايي كه توانايي ايجاد بيوفيلم را در مواد مختلـف  
 مطالعـه  باو اين نتيجه  اند نكردهغذاي مورد آزمايش داشته باشد پيدا 

 2013همكاران در سال و يوناديس  14.حاضر ما تفاوت بسياري دارد
مختلـف   سروتيپ 19جدايه سالمونلا انتريكا متعلق به 194در يونان 

ژن فاكتورهاي حدت و  6وجود  ازلحاظاسهال را  مبتلابهاز كودكان 
 مطالعـه  مـورد  بيوتيكي آنتي و مقاومتبا تشكيل بيوفيلم  ها آنارتباط 

و انتريتيـديس   مونلاالسروتيپ س ترين شايعدر اين مطالعه .قراردادند
 لحـاظ  از هـا   جدايـه  درصـد  56.سالمونلا تيفـي موريـوم بـود    سپس

در  2015  سـال در همكـاران  و نيـر  15.تشكيل بيوفيلم مثبـت بودنـد  
مختلـف انسـاني،    از منـابع جدايه سـالمونلا ايزولـه شـده     40آلمان 

ــذايي  ــيغ ــوفيلم  لحــاظ از و محيط ــد بي ــتفادهتولي ــا اس  از روش ب
 تـرين  فـراوان در ايـن مطالعـه   . دادنـد  قرار بررسي موردميكروپليت 

درصـد جدايـه هـا بيـوفيلم      85 . سروتيپ سالمونلا انتريتيديس بود
ضعيف بيوفيلم  توليدكننده عنوان بهدرصد 5/67درحدود. توليد كردند

ــد ــده 5/17و  بودن ــد  توليدكنن ــوفيلم بودن ــط بي ــالمونلا  16.متوس س
عامل گاسـتروانتريت سـالمونلايي اسـت كـه      ترين شايعانتريتيديس 

بـالايي   وميـر  مـرگ منجر بـه   تواند ميدرصورت عدم درمان مناسب 
توانايي توليد بيوفيلم توسط جدايه هاي سالمونلا انتريتيـديس  . گردد

 PHفشـار و , در شرايط نامناسب تغذيه اي نظير استرس اسـموتيك  ،
 ينامناسب جزئي از سيكل زندگي اين باكتري بوده كه منجر بـه بقـا  

  . گـردد  مـي  طو محـي باكتري وگسترش عفونت در داخل بدن ميزبان 
در افـزايش تهـاجم جدايـه هـاي      توانـد  ميخصوصيت فنوتيپي اين 

ــالمونلا انتريت ــس ــد آديس  و حــدت ي ــته باش ــش داش درصــد .ن نق
بـا  متعاقبا شكست در درمان  از مقاومت دارويي باليني و توجهي قابل

از  رويه بيروند استفاده نادرست و  17.باشد ميبيوفيلم مرتبط  تشكيل
ارزيـابي   دوراز  بهدامپزشكي و غذايي  واحدهايآنتي باكتريال ها در 

دقيق از حساسيت باكتريايي منجر به گسترش مقاومت داروهاي ضد 
مقاومــت دارويــي در انســان بــه دليــل اثــرات   متعاقبــاًميكروبــي و 

ايـن   كـه  بطـوري . گردد ميغذايي  هاي فرآوردهدارويي در  مانده باقي
 چندگانـه از سـالمونلا بـا مقاومـت     هايي سويهيش باعث پيدا مسئله

 بـراي  را بـاكتري  ايـن  بـالاي  توانـايي  مطالعات مختلف،. شده است

 در 18.انـد  داده نشـان  مختلـف  سـطوح  روي تشكيل بيوفيلم و اتصال

 با غذايي مواد كنندة فاسد و پاتوژن هاي باكترياتصال  غذايي، صنايع

 ها آن بندي بسته و توليد فرايندهاي در غذايي مواد با در تماس سطوح
 بـالقوه منبـع   توانـد  مـي  ميكروبـي،  هـاي  بيوفيلم تشكيل سرانجام، و

. باشـد  هـا  بيمـاري  انتقال و غذايي هاي فراورده و محصولات آلودگي
 تر آسان را ها آنانتقال  سطوح، روي بيوفيلم حالت به ها باكتري رشد19

 مقايسه در بيوفيلم هاي سلول زيرا . كند مي مشكل را بردنشان بين از و

 مقاومـت  ها كننده ضدعفوني و مقابل بيوسايدها در آزاد، هاي سلول با

 پـاتوژن مهـم منتقلـه از غـذا    سـالمونلا يـك    .دهند مينشان  بيشتري
 هاي محيطبيوفيلم در  و تشكيلبه يكديگر  ها باكترياتصال  ،باشد مي

توليد منابع بالقوه از آلودگي شـده كـه    منجر به مواد غذاييپردازش 
  .باعث انتقال وگسترش بيماري گردد تواند مي
  

  قدرداني و تشكر
تحقيقاتي مصوب دانشگاه علوم  گرنتاين مقاله نتيجه بخشي از 

 32414  بهداشتي درماني تهران به شماره قرارداد و خدماتپزشكي 
از معاونـت محتـرم پژوهشـي دانشـگاه علـوم       وسـيله  بدين. باشد مي

، كمـال  باشـند  مـي پزشكي تهران كه حامي مالي اين طرح تحقيقاتي 
  .داريم را و تشكر سپاسگزاري
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Introduction: Food-borne disease has always been a threat to human health and is 
considered as a matter of urgency worldwide. Many outbreaks have been associated with 
biofilms. In addition, Biofilm has been considered as a problem in the food industry 
because of quick resistance to anti-microbial and cleansing agents. Biofilm formation 
cause pathogenic effect in Salmonella, especially in the food industry, which allows 
bacteria to bind to different surface. The aim of this study was to investigate the ability of 
producing biofilm by isolated Salmonella from food 
Materials and Methods: Eight Salmonella isolated from 400 samples of red meat, 
chicken, egg and vegetable were identified by conventional biochemical and serotype 
tests. Their ability to produce biofilm was measured using titration method in microplate 
crystal violet. 
Results: In the phenotypic study of Salmonella isolates with 550 nm doping control 
method and without acetic acid, only 2 isolates (25%) had the ability to produce biofilm, 
both of which belong to the group D of Salmonella. 
Conclusion: Considering the ability to create biofilms of Salmonella isolated from food 
and increasing their antibiotic resistance, and increasing gastroenteritis caused by 
Salmonella, especially serogroup D, more care and higher levels of health in the 
provision, production, food packaging and delivery are required. 
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