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اثر عوامل ضد ميكروبي بر و سنجش  بيوفيلم ميكروكوكوس لوتئوس  تشكيلبررسي
 روي آن توسط روش ميكروپليت

  گيتي امتيازي و شهريار شاكري، روحا كسري كرمانشاهي

  دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  چكيده

  به فراواني يافت مي شود و توانايي عتي محيطهاي آبي و سيستمهاي صنميكروكوكوس لوتئوس باكتري است كه در
نمونه برداري از ديواره در اين تحقيق بعد از .  داردسيستمها رابالايي در تشكيل بيوفيلم و در نتيجه ايجاد مشكل در اين 

سپس براي .  ميكروكوكوس لوتئوس و در نهايت شناسايي آن صورت گرفتبرجهاي خنك كننده، جداسازي باكتري
) اتصال باكتريها به هيدروكربن  ( MATHاز روش  بيسيتي سطح سلولهاي پلانكتونيك ايـن باكتـريسنجش هيدروفو

همچنين بررسي تشكيل بيوفيلم ميكروكوكوس لوتئوس و ميزان رشد آن ازطريق تشكيل بيوفيلم روي . استفاده شد
ايت سنجش اثر عوامل ضد در نه. اسلايد شيشه اي و رنگ آميزي و شمارش سلولهاي درون بيوفيلم صورت گرفت
آن توسط روش ميكروپليت انجام  ميكروبي بر روي بيوفيلم اين باكتري بمنظور حذف بيوفيلم و يا كشتن سلولهاي مولد

نتايج حاصل از اين تحقيق نشان دادند كه  درصد اتصال يا هيدروفوبيسيتي سطح سلول اين باكتري و نسبت رشد . شد
هاي غير اكسيد هاي پايدار را با بيوسايدهمچنين مشخص شد كه نمي توان بيوفيلم. باشدآن در بيوفيلم بسيار بالا مي 

در حقيقت اين بيوسايدها را بايد همراه با ديگر بيوسايدها، براي كنترل بيوفيلم بكار . كننده مثل سولفاتيازول حذف كرد
 در مقايسه با غير اكسيد كننده ها NaOCl  وH2O2اما توانايي حذف بيوفيلم توسط بيوسايدهاي اكسيد كننده مثل . برد

همچنين اثر . سب مي باشندها براي كنترل بيوفيلمهاي پايدار روي سطح منادر نتيجه اين بيوسايد.  مي باشدبسيار بالا
هايي مثل الكيل دي متيل بنزيل آمونيوم كلرايد با خاصيت دترجنتي در حذف بيوفيلم همانند بـيوسايدهـاي بيوسايد
  .كنـنده مي باشداكسـيد 

 عوامل ضد ميكروبي،  هيدروفوبيسيتي،  ميكروكوكوس لوتئوسبيوفيلم،  : كليديواژه هاي 

 مقدمه

در مورد    توسط كاسترتون1978ها در سال بيوفيلم
اين ساختارها شامل ). 5و 4(باكتريها شرح داده شدند 

جمعيت ميكروارگانيسمهاي اتصال يافته به سطوح غوطه 
 كه خصوصيات متفاوتي از استاي آبي ور در محيط ه

تشكيل بيوفيلم ). 8(سلولهاي منفرد يا پلانكتونيك دارد 
 برگشت پذير  اتصال-1: شامل مراحل زير مي باشد
 اتصال برگشت -2سطوح سلول هاي پلانكتونيك به 

 توليد مواد -3ها و تشكيل ميكروكلني ناپذير سلول
). 3(لم  بلوغ نهايي بيوفي-4پليمري خارج سلولي 

مي توانند بر روي سطوح مختلفي تشكيل  بيوفيلمها

از اين رو بدليل تنوع در اتصال به سطح در ). 2(شوند
زمينه هاي زيادي از جمله صنعت از اهميت خاصي 

 براي مثال تشكيل بيوفيلم ).18و7(مي باشندبرخوردار 
ميكروكوكوس لوتئوس در سيستمهاي صنعتي مثل 

ي تواند صدمات جبران سيستمهاي خنك كننده آب م
مي توان گفت كه ). 11(ناپذيري به سيستم وارد كند

ها ات سطحي اوليه بين ميكروارگانيسماتصالات و ارتباط
 اساسي در يرگانيسمهاي ديگر، نقشابا سطح و با ميكرو

كتري ميكروكوكوس با. گسترش بيوفيلم بازي مي كند
و هاي آبي به فراواني يافت مي شود لوتئوس در سيستم
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 مشخص اًاخير. توانايي بالايي در تشكيل بيوفيلم دارد
ري توانايي اتصال به اكثر شده است كه اين باكت

مي تواند با اتصال تم آبي را دارد و سهاي درون سيباكتري
ها و همچنين سطوح غوطه ور در آب سبب به اين باكتري

در  ). 3(تشكيل بيوفيلم و گسترش اين ساختار ها شود
لم اين باكتري مي تواند سبب خوردگي لوله نتيجه بيوفي

تم و عدم انتقال حرارت سها، كاهش جريان آب در سي
هدف اين تحقيق بررسي هيدروفوبيسيتي ). 11(شود

سطح سلول اين باكتري، تشكيل بيوفيلم آن و همچنين 
سنجش اثر عوامل ضد ميكروبي شامل بيوسايد هاي 

هايي با خاصيت ير اكسيد كننده و بيوسايداكسيد كننده، غ
نظور حذف دترجنتي بر روي بيوفيلم اين باكتري به م

  . هاي مولد آن مي باشدبيوفيلم و يا كشتن سلول

  مواد و روش ها
نمونه برداري از ديواره برج هاي خنك كننده و 

رداري از ظروف براي نمونه ب:  جداسازي باكتري
ين صورت كه لايه د ب.گرديد استريل شده استفاده خاص
 نازك چسبيده به ديواره برج هاي خنك كننده هاي

كارخانه پلي اكريل اصفهان، توسط يك قاشقك استريل 
  . اخل ظروف نمونه برداري قرار گرفتبرداشته شد و د

 و در قال يافت به آزمايشگاه انتاًسپس نمونه ها سريع
نهايت سري رقت تهيه و سپس روي محيط تريپتيكاز 

 TSA ( Merck, Darmstadt, Germany)سوي آگار يا 
 30 ساعت آنكوباسيون در دماي 24بعد از . كشت شد

ها صورت  سانتيگراد جداسازي اوليه باكتريدرجه
ي ميكروكوكوس و در نهايت شناسايي باكتر) 10(گرفت

هاي بيوشيميايي و با توجه به كتاب لوتئوس از طريق تست
 ).9(باكتري شناسي برگي انجام شد

 : هاي پلانكتونيكسطح سلولتعيين هيدروفوبيسيتي 
هاي راي سنجش هيدروفوبيسيتي سطح سلولب

اتصال  ( MATHاز روش  پلانكتونيك اين باكتري

براي اين ). 14(استفاده شد) ها به هيدروكربن باكتري
 ساعته از اين باكتري 20 تا 18منظور يك كشت 

)Overnight culture  (  در لوله هاي حاوي تريپتيكاز
) TSB)  Merck, Darmstadt, Germanyسوي براث يا 

  باسپس.  درجه سانتيگراد تهيه شد30در دماي 
  و RPM  3000سانتريفيوژ سلولهاي باكتري در دور 

 ) Sigma 3-E-1مدل( دقيقه توسط دستگاه 15بمدت 
دور ريخته و به سلولهاي را مايع رويي . جمع آوري شد

ه ك(ته نشين شده در ته لوله، بافر فسفات سالين 
مي NaCl, KH2Po4, Na2HPo4, KCl تركيبات آن شامل 

سپس كدورت اين سوسپانسيون از . گرديداضافه ) باشد
مدل (  اسپكتروفتومترباطريق خواندن جذب نوري آن 

Milton Roy (  در طول موجnm 640 1تا /. 08 بين ./
 سلول در 108 حاوي اًاين سوسپانسيون تقريب. تنظيم شد

 در از اين سوسپانسيون ml 5/3 .شدهر ميلي ليتر مي با
 nmآن در ) OD( و جذب نوريريختهيك لوله كووت 

 يا جذب نوري A1 بعنوان ODاين .  خوانده شد640
از هيدروكربن اكتان /. ml 5سپس . گرديداوليه گزارش 

 دقيقه 2بمدت   و لولهنمودهبه اين سوسپانسيون اضافه 
تصال  براي افزايش سطح اهم زدنعمل . ورتكس شد

باكتريهاي موجود در سوسپانسيون و هيدروكربن اكتان 
 15بعد از اين مدت لوله كووت بمدت . صورت گرفت

دقيقه در يك محل بصورت ساكن قرار داده شد تا دو 
در نهايت جذب نوري . فاز آبي و آلي از هم جدا شوند

 بعنوان جذب ODاين .  خوانده شدnm 640فاز آبي در 
شاهد در اين آزمايش . گزارش شد A2نوري ثانويه يا 

بافر فسفات سالين فاقد سلولهاي باكتري مي باشد كه 
در نهايت نسبت .  شدهم زدههمراه با هيدروكربن 

بعنوان نتيجه در سلولهايي كه از فاز آبي خارج شده اند 
اين نسبت از فرمول زير بدست مي . نظر گرفته شد

  ).15(آيد
100 ×}   { A1- A2/A1 =ل هاي متصل به هيدروكربن اكتاندرصد سلو  
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بمنظور مقايسه هيدروفوبيسيتي سطح سلول باكتري 
ميكروكوكوس لوتئوس، اين آزمايش نيز براي باكتري 

 , Pseudomonas aeruginosa PTCC 1074استاندارد 

ATCC 9027 بار 6اين آزمايش . گرديد  هم انجام 
  ). 13(تكرار شد

وتئوس و بررسي تشكيل بيوفيلم ميكروكوكوس ل
براي بررسي تشكيل بيوفيلم اين :  ميزان رشد آن

 TSAباكتري، ابتدا يك لوپ پر از كلني باكتري از محيط 
 و اين لوله بمدت  تلقيحml 5 TSBبه يك لوله حاوي 

 درجه سانتيگراد انكوبه مي 30 ساعت در دماي 20 تا 18
بعد از گذشت اين مدت و فعال شدن باكتريها، از . گردد

سوسپانسيون باكتري به يك ارلن /. ml  5يط اين مح
 ml 50حاوي دو اسلايد شيشه اي كه بطور عمودي در 

سطح اين .  غوطه ور هستند، تلقيح شدTSBمحيط 
اسلايد ها قبل از ورود به محيط كشت مايع با اتانل 
بمنظور حذف چربيها شسته شده است و بعد از غوطه 

 ارلن 6مايش در اين آز. وري ارلن ها اتوكلاو شدند
ين صورت با سوسپانسيون باكتري تلقيح و سپس در دب

 RPM 100 درجه سانتيگراد روي شيكر با دور 30دماي 
، 16، 12، 8، 4بعد از گذشت ). 8 و 3.(قرار داده شدند

 ساعت دو اسلايد شيشه اي از يك ارلن خارج 24 و 20
شده و هر دو با آب مقطر استريل شسته شد و در نهايت 

 5بمدت % 2 با رنگ كريستال ويوله ها اسلايدزي ايك
دقيقه رنگ آميزي شد و سپس توسط ميكروسكوپ 
نوري مورد بررسي قرار گرفت و اسلايد ديگر براي 

  .شمارش باكتريهاي درون بيوفيلم بكار رفت

سنجش اثر عوامل ضد ميكروبي روي بيوفيلم باكتري 
نظور حذف بيوفيلم و يا ميكروكوكوس لوتئوس بم

در اين :   روش ميكروپليتباهاي مولدآن ن سلولكشت
ايت سديم هيپوكلر( تحقيق اثر بيوسايدهاي اكسيد كننده

دكننده هاي غير اكسي، بيوسايد)و پراكسيد هيدروژن
هايي با خاصيت دترجنتي مثل و بيوسايد) سولفاتيازول(

با  ) ADBAC(الكيل دي متيل بنزيل آمونيوم كلرايد
 توسط روش جديد ppmسب هاي متفاوت و بر حغلظت

ميكروپليت بر روي بيوفيلم ميكروكوكوس لوتئوس 
براي سنجش اثر اين مواد . گرفتمورد بررسي قرار 

هاي مولد بيوفيلم، بعد از بمنظور حذف و يا كشتن سلول
 ساعته از باكتري و تهيه 24آماده سازي كشت 

 مك فارلند، 5/0سوسپانسيون ميكروبي با كدورت معادل 
رقيق شد و تمام 100به 1پانسيون به نسبت اين سوس

 250 خانه اي با 96چاهكها در يك ميكروپليت 
جنس ميكروپليتها از . ميكروليتر از اين محيط پر شدند

 12 رديف و 8پلي استيرن مي باشد و هر كدام داراي 
بعد از تلقيح، سطح پليتها پوشيده شد و .  باشندستون مي

 درجه سانتيگراد 30 ساعت در 24مدت آنكوباسيون ب
بعد از گذشت اين مدت، محيط كشت . صورت گرفت

 مرتبه 3ها ل چاهكها تخليه شد و شستشوي چاهكداخ
 از µl 250سپس . با بافر فسفات سالين صورت گرفت

عوامل ضد ميكروبي با غلظت هاي معين به چاهكها 
 ساعت 1مدت تمام عوامل ضد ميكروبي ب. فه شداضا

همچنين .  چاهكها اثر داده شدروي بيوفيلم موجود در
 تخليه و دوباره اً دقيقه مجدد20عوامل ضد ميكروبي هر 

 چاهك در يك 8در اين آزمايش هر . اضافه مي شدند
علاوه بر .  دريافت مي كردندستون يك تيمار مشابه

بدون تيمار و (هاي تيمارشده، ستونهاي كنترل ستون
ون استريل بد(و يك ستون شاهد ) حاوي بيوفيلم 

. هم در هر كدام از ميكروپليتها وجود داشت) بيوفيلم 
بعد از گذشت يك ساعت، عوامل ضد ميكروبي خارج 
و بعد از سه بار شستشو با بافر فسفات سالين  هر 

 5بمدت  ) CV%  (2 از كريستال ويوله µl200چاهك با 
) TTC % (2/0دقيقه و يا تري فنيل تترا زوليوم كلرايد  

 چاهكها شسته شد و با سپس. گ شد ساعت رن2مدت ب
بعنوان % 33 ميكروليتر از اسيد استيك گلاسيال 200

 آنكوباسيون پليتها  دقيقه15بع از حلال پر شدند و  
بمنظور حل شدن رنگها تكان داده شدند و سپس جذب 
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 nm 492نوري چاهكهاي رنگ شده با كريستال ويوله در
يوم كلرايد و چاهكهاي رنگ شده با تري فنيل تترا زول

 ELIZA Reader(STAT توسط دستگاه nm 450در

FAX 2100)در نهايت سنجش كارآيي .  خوانده شد
بيوسايد براي حذف بيوفيلم و يا كشتن سلولهاي مولد 

  ).17(آن از طريق فرمول زير محاسبه شد
100    ×  } C-B) - (T-B)/(C-B) ( {    = كارآيي بيوسايد   

C بيانگر ميانگين ODذب نوري چاهكهاي كنترل،  يا جB بيانگر 
 چاهكهاي OD  بيانگر ميانگين T چاهكهاي شاهد و ODميانگين 

  ).17و 16(تيمار شده با بيوسايد مي باشد

 اختلاف بين ميانگينهاي بدست آمده : آناليز هاي آماري
در آزمايشات بالا، توسط آزمون ويلكاكسون براي نمونه 

 ).17(هاي مستقل و ذوج شده محاسبه شد

  نتايج
نتايج مربوط به تستهاي شناسايي باكتري ميكروكوكوس 

 باكتري اين. نشان داده شده اند) 1(لوتئوس در جدول 
g+ و كوكسي مي باشد كه بر اساس محيط زندگي آن و 

عدم توانايي در تخمير گلوكز از استافيلوكوكها تشخيص 
اين باكتري در سيستمهاي آبي به فراواني . داده مي شود

افت مي شود و با اينكه فاقد قدرت حركت مي باشد، ي
  .توانايي بالايي در تشكيل بيوفيلم دارد

 بعضي خصوصيات بيوشيميايي باكتري ميكروكوكوس لوتئوس : 1جدول 

   

 براي سنجش هيدروفوبيسيتي از MATHدر تست 
اين هيدروكربن آبگريز . هيدروكربن اكتان استفاده شد

. مي باشد و روي فاز آبي يك فاز آلي تشكيل مي دهد
با توجه به اين نكته باكتريهايي كه سطح سلول آنها 

 بعد از مخلوط كردن اين  باشد هيدروفوبيسيتي بالاداراي
) 1(شكل .  دو فاز به قطرات هيدروكربن متصل مي شود

مقايسه هيدروفوبيسيتي سطح سلول اين باكتري با 
همانطور كه در .سودوموناس آئروژينوزا را نشان مي دهد

اين شكل ديده مي شود درصد اتصال يا هيدروفوبيسيتي 
يعني . مي باشد% 66زديك به باكتري ميكروكوكوس ن

از سلولهاي باكتري به قطرات هيدروكربن متصل % 66
اين در صورتي است كه هيدروفوبيسيتي سطح . شده اند

سلول سودوموناس كه بعنوان باكتري استاندارد در اين 
. است % 7/5آزمايش مورد استفاده قرار گرفت برابر با 

 معني دار در حقيقت تفاوت بين اين دو داراي اختلاف
  .است

  

 

 

 

 

 

 
 

  

مقايسه بين هيدروفوبيسيتي سطح سلولها در باكتري  : 1شكل 
  ميكروكوكوس لوتئوس و سودوموناس آئروژينوزا

هيدروليز   توليد اسيد از
  آرژينين

  گلوكز  روكتوزف  سوكروز

 

احياء 
  نيترات

 

  پيگمان
 

VP 

  

 

  تالازاك
 

  اكسيداز
 

  حركت
  تست     

     باكتري 

 Micrococcus  -  +  +  -  زرد  -  -  -  -  -
luteus 
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نشان داده ) 2(همچنين نسبت رشد اين باكتري در شكل 
 مي cfu/cm2 108 بيشترين رشد نزديك بـه  .شده است

 . است از نمونه برداري24باشد كه مربوط به ساعت 

 

 

 

 

 

 

 

 
 24نسبت رشد باكتريها درون بيوفيلم در مدت زمان  : 2شكل 

 Log cfu/cm2ساعت بر حسب 

در . مراحل تشكيل بيوفيلم را نشان مي دهد) 3(شكل 
باكتريها بصورت پلانكتونيك و پراكنده به  )a 3-(شكل 

اين باكتري ها توانايي جداشدن از . سطح لام چسبيده اند
مي توانند دوباره بصورت شناور در سطح را دارند و 

اتصالات برگشت ناپذير ) b3-(در شكل . محيط در آيند
 )  Co- aggregation(باكتريها به سطح و به يكديگر 
اين مرحله از تشكيل . براحتي قابل تشخيص مي باشد

ها بسيار اهميت يلم بدليل پيشرفت اتصالات باكتريبيوف
ر پيدا كرده و ها تكثيدر اين مرحله باكتري. دارد

اين  )c 3-(در شكل . ميكروكلنيها را تشكيل مي دهند
ميكروكلنيها بزرگ شده و همچنين توليد پلي ساكاريد 
خارج سلولي افزايش پيدا مي كند و بيوفيلم تشكيل مي 

نيز يك بيوفيلم بالغ را نشان مي دهد ) d 3-(شكل . شود
 كه كل سطح لام را پوشانيده است و به سختي از سطح

 . لام كنده مي شود

شكيل بيوفيلم اتصالات بين همانطور كه گفته شد در ت
اين اتصالات . ها از اهميت خاصي برخوردار استباكتري

در اين شكل . اده شده اندبخوبي نشان د) e 3-(در شكل 
هاي باكتري ميكروكوكوس تحت يك نيروي سلول

از ساختمان و گرچه  مثل فشار آب قرار گرفته خارجي
ها از بيوفيلم  اما هرگز جدايي آن،يلم خارج شده اندبيوف

زيرا توسط پلي ساكاريدهاي . صورت نگرفته است
به ساختمان اصلي بيوفيلم و ) EPS(خارج سلولي يا 

  .مي باشندهمچنين به ديگر سلولها متصل 

) 4(اثر بيوسايد ها روي بيوفيلم اين باكتري در شكل 
در اين آزمايش براي بررسي اثر . نشان داده شده است

عوامل ضد ميكروبي در حذف بيوفيلم از رنگ كريستال 
اين رنگ توانايي اين را دارد . استفاده شد )  CV(ويوله 

و . كه كل بيوفيلم متصل به ديواره چاهكها را رنگ كند
مي توان از آن در سنجش حذف بيوفيلم در نتيجه 
همچنين براي تعيين كشته شدن سلولها در . استفاده كرد

بيوفيلم توسط عوامل ضد ميكروبي از رنگ تري فنيل 
كه يك رنگ تنفسي است  ) TTC(تترا زوليوم كلرايد يا 

در حقيقت باكتريهاي فعال و زنده مي . استفاده شد
د اين تركيب بي توانند توسط آنزيم دهيدروژناز خو

رنگ را احياء كرده و و آن را به رنگ قرمز در آورند كه 
 توسط دستگاه nm 450 آن در طول موج ODدر نهايت 

-(همانطور كه در شكل . اسپكتروفتومتر خوانده مي شود
a 4 ( ديده مي شود هيپوكلريت سديم با غلظتppm 1 

از كل بيوفيلم را دارد و در غلظت % 30توانايي حذف 
ppm 10،70 %اين در . از بيوفيلم را حذف كرده است

 و 61حالي است كه در اين غلظتها بترتيب نزديك به 
اختلاف معني دار با توجه به ( از سلول ها مرده اند% 96

پتانسيل حذف بيوفيلم توسط اين ). تست ويلكاكسون
مي % 100 به 100 و ppm 1000بيوسايد در غلظتهاي 

 هيچ اثري از بيوفيلم در رسد يعني در اين غلظتها
) c 4-(و ) b 4-(شكلهاي . چاهكها ديده نمي شود

با توجه به اين .  مي باشندADBAC و H2O2مربوط به 
 و H2O2 از ppm 2000 تا 500شكل ها در غلظتهاي 

 هيچ اثري از بيوفيلم ADBAC از ppm 700 تا 400
مي توان گفت كه اين دو بيوسايد . ديده نمي شود
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                                               )  -b3                                                      (               )-a 3(  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

                                          ) -d 3 (                                                                         )-c 3( 

 

  و استفاده از فيلتر 40با بزرگنمايي ) a-d(ي شكلها : 3شكل 

  ميكروكوكوسي  را در باكتر  بيوفيلم مراحل تشكيلزرد 

  100 با بزرگنمايي )e3-( در شكل  .دهندي لوتئوس نشان م

   وي باكتري بين سلولها  اتصالاتو استفاده از فيلتر آبي

   بري كه دليل  شودي ديده مي سلول  ساكاريد خارجيپل

                                           . باشديم  بيوفيلميمقاومت ساختار

  

                                                                                                                            )-e3 (        
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                                 -b 4                                                                                   
-a 4      

                                     b-4                                                                                        a-4  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

                                -d4                                                                                               -c4 

و تري فنيل تترا زوليوم كلرايد  ) CV( اثرات حذفي و كشندگي بيوسايدها كه بترتيب توسط كريستال ويولهd تا aنمودارهاي  : 4شكل 
)TTC ( براي . اختلاف معني دار بين ميانگينها بوسيله آزمون ويل كاكسون مورد بررسي قرار گرفت.  دهندمشخص شده اند را نشان مي

آلكيل دي متيل بنزيل آمونيوم  = ADBACآب اكسيژنه،  = H2O2سديم هيپوكلرايت،  = NaOCl. (توضيح بيشتر به متن مراجعه كنيد
 ).كلرايد

حذف بيوفيلم از سطوح و كشتن توانايي بالايي در 
مربوط به ) d 4-(شكل   .هاي مولد آن را دارندسلول

با توجه به اين شكل در . بيوسايد سولفاتيازول مي باشد
از بيوفيلم حذف % 49 اين بيوسايد، ppm 10غلظت 

همچنين كارايي بيوسايد براي كشتن . شده است
مي باشد كه اختلاف % 55سلولهاي درون بيوفيلم برابر با 

يعني اينكه اين .  آن نداردمعني داري با اثر حذفي
بيوسايد در اين غلظت از اثر كشندگي خوبي برخوردار 

 اثر حذفي ppm 70با افزايش غلظت بيوسايد تا . نيست
اما هيچ اختلاف معني . اين بيوسايد نيز افزايش مي يابد

يعني .  وجود نداردppm 70 و 50داري در غلظتهاي 
تنها .  را ندارداينكه اين بيوسايد توانايي كشتن سلولها

 ppm 30اختلاف معني دار بين ميانگينها در غلظت 
  .وجود دارد
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  بحث
ها به عوامل ضد يل بيوفيلم سبب مي شود كه باكتريتشك

اين مقاومت بيوفيلم ). 11 و6، 1(ميكروبي مقاوم شوند
در برابر عوامل مخرب، جنبه هاي مضر فراواني در زمينه 

اولين مرحله ). 10(هاي متفاوت از جمله صنعت دارد
هاي م همانطور كه گفته شد اتصال سلولتشكيل بيوفيل

عوامل زيادي از جمله باكتري به سطوح مي باشد كه 
ها، جنس سطح حركت باكتريها، هيدروفوبيسيتي سطح آن

روزنبرگ و ). 3(در آن نقش دارند... مورد اتصال و 
الا بودن هيدروفوبيسيتي همكاران گزارش كردند كه ب

ها سبب مي شود كه باكتري تمايل بيشتري ولسطح سل
براي اتصال به سطوح داشته باشد كه در نتيجه سبب 
شروع تشكيل بيوفيلم و بروز اثرات مخرب آن مي 

در اين بررسي هيدروفوبيسيتي سطح سلول ). 15(شود
باكتري ميكروكوكوس نسبت به باكتري استاندارد بسيار 

 اين باكتري را براي بالا مي باشد كه اين خود تمايل زياد
  ). 13(تشكيل بيوفيلم نشان مي دهد

استووارت و همكاران گزارش كردند كه حذف ناقص 
د ميكروبي منجر به بيوفيلم از سطح توسط عوامل ض

هاي باقي مانده در بيوفيلم مي شود و رشد مجدد سلول
بيوفيلم بعد از گذشت مدت زمان كوتاهي به حالت اوليه 

نسبت رشد يا سينتيك رشد . )17(خود بر مي گردد
بيوفيلم باكتري ميكروكوكوس نشان مي دهد كه بعد از 

 ساعت بيوفيلم به بيشترين ميزان 24گذشت مدت زمان 
 a(3 و 2كه اين مورد در شكل . رشد خود رسيده است

ها تعداد زياد سلول. قابل تشخيص استبه وضوح) dتا 
لي  در يك ماتريكس پدر بيوفيلم و احاطه شدن آنها

ها را نسبت به عوامل ضد ميكروبي مقاوم ساكاريدي، آن
 كه EPSاين ماتريكس پلي ساكاريدي يا ). 8(مي سازد

ساختمان اصلي بيوفيلم را تشكيل داده از نفوذ عوامل 
همچنين ). 8( جلوگيري مي كندضد ميكروبي به بيوفيلم

هم متصل شده و در برابر سلولها توسط اين ماتريكس ب

 از جمله نيروي هيدروديناميك آب از عوامل فيزيكي
خود مقاومت نشان مي دهند و به سختي از ساختمان 

از اين رو استفاده از بيوسايدهايي . بيوفيلم جدا مي شوند
هاي  و هم در كشتن سلولكه توانايي بالايي در حذف

 و عدم آلودگي محيط زيست توسط درون بيوفيلم دارند
 و H2O2). 17(تها از اهميت خاصي برخوردار اسآن

NaOCl عمومي ترين بيوسايدهاي اكسيد كننده هستند 
كه  استكه در كنترل بيوفيلم كاربرد دارند و گزارش شده

H2O2 در غلظتهاي بالاتر از ppm 30000 مي تواند براي 
مي توان ). 19(ضدعفوني كردن پوست نيز بكار رود

 حذف بيوفيلمگفت كه اين دو بيوسايد توانايي بالايي در 
البته در . هاي مولد آن را دارنداز سطوح و كشتن سلول

 بايد به اين نكته توجه داشت كه كاهش NaOClكاربرد 
pH مي گردديون كلرين خورنده شدن  در سيستم سبب .

 مي pHدر نتيجه عمـل اين بيوسايـد وابسـته به 
  ). 12 و 9(باشـد

 نيز در ADBACتركيبات آمونيوم چهار ظرفيتي مثل 
. هاي درون بيوفيلم اثر خوبي دارندكشتن سلولحذف و 
عنوان مهاركننده كيبات علاوه بر كنترل بيوفيلم باين تر

خوردگي نيز مورد استفاده قرار مي گيرند اما مشكلي كه 
اين تركيبات براي سيستم ايجاد مي كنند توليد كف 

دليل حذف ناقص سولفاتيازول نيز ب). 12و 10(است
بتنهايي مورد ) مورد آزمايشهاي در غلظت( بيوفيلم 

استفاده قرار نمي گيرد و بايد استفاده از اين بيوسايد 
با توجه ).  10(همراه با بيوسايدهاي ديگر صورت گيرد

به توضيحات و نتايج بدست آمده مي توان اينچنين 
 كه كنترل بيوفيلمهاي پايدار با بيوسايدهاي نمودپيشنهاد 

در . انجام نشودل غير اكسيد كننده مثل سولفاتيازو
را بايد همراه با ديگر بيوسايدها و  حقيقت اين بيوسايدها

يعني در حالتي .براي جلوگيري از رشد بيوفيلم بكار برد
كه بيوفيلم هنوز رشد نكرده است، كاربرد اين بيوسايدها 

همچنين مي توان گفت كه توانايي . مناسب مي باشد
ده مثل حذف بيوفيلم توسط بيوسايدهاي اكسيد كنن
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H2O2 و NaOCl در مقايسه با غير اكسيد كننده ها بسيار 
در نتيجه اين بيوسايدها براي كنترل . بالا مي باشد

). 10( مناسب مي باشند،بيوفيلم هاي پايدار روي سطح

هايي مثل الكيل دي متيل همچنين استفاده از بيوسايد
بنزيل آمونيوم كلرايد با خاصيت دترجنتي مي تواند در 
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Study of Micrococcus luteus biofilm formation and evaluation 
of antimicrobial effects on its biofilm by microtiter plate test  

Shakeri  Sh., kasra kermanshahi R., and Emtiazi G. 
Biology Dept., Faculty of sciences, Isfahan Univ., Isfahan, I.R. of Iran 

Abstract 
Micrococcus luteus is one of the bacteria that exists in water and industrial systems and 
shows high potential for biofilm formation. M. luteus cause some problems in these 
systems. In this study isolation and identification of M. luteus were performed of 
biofilm from cooling tower. Cell surface hydrophobicity, biofilm formation and growth 
rate were measured by MATH and slide test methods with staining and numbering 
respectively.  The effect of antimicrobial agents in biofilm removal and killing was 
evaluated by microtiter plate test. Results showed a high degree of bacteria cell surface 
hydrophobicity and biofilm growth rate. So indicated that non- oxidizing biocides such 
as sulfathiazol are unable for biofilm removal. In fact this biocide is suitable together 
with other biocide for control of stable biofilms. But ability of oxidizing biocide such as 
H2O2 and NaOCl for remove the biofilm are very high than non- oxidizing biocides. As 
a result these biocides are suitable for control the stable biofilms on the surfaces. Also 
biocides with detergenic properties such as ADBAC act as oxidizing biocides in order 
to remove the biofilm. 

Key words: biofilm, antimicrobial agents, hydrophobicity, Micrococcus luteus 
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