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ل آب و هاي انتقاهاي باکتریایی تشکیل شده بر سطوح لولههاي جداسازي بیوفیلممقایسه روش

  هادوشی در دامدارايوسایل استفاده شده در شیر
 

  2رضا ولی زاده -*1ستاره نبی زاده اصل

  02/06/1392: تاریخ دریافت
  24/06/1392: تاریخ پذیرش

  
  چکیده 

هـاي انتقـال آب و  اسـتفاده شـده در     تشکیل آنهـا در لولـه  . توانند سودمند یا زیان آور باشندکیب و محل ایجاد میهاي باکتریایی بسته به تربیوفیلم
در این تحقیق با توجه به توانـایی تشـکیل بیـوفیلم توسـط     . اي براي آلودگی باشدتواند مشکلاتی را ایجاد نمایدو منبع بالقوهها میشیردوشی در دامداري

پلی وینیـل  (ابتدا امکان تشکیل بیوفیلم بر روي قطعات مختلف پلاستیک . با برخورداري از خصوصیات ویژه انتخاب گردید س سوبتیلیسبا سیلوباکتري 
بـر روي تمـام سـطوح مـورد     . درجه سانتیگراد مورد مطالعه قرار گرفت 4،30،37، فلزآلومینیوم و شیشه در دماي )کلراید، پلی پروپیلن و پلی اتلین گیکول

دو روش جداسـازي بیـوفیلم هـا    . درجه سانتیگراد تعیـین گردیـد   30و دماي بهینه تشکیل بیوفیلم آن . تشکیل شدبا سیلوس سوبتیلیس تفاده بیوفیلم اس
روش ورتکس بازده و کارایی بیشتري براي جداسازي سـلولهاي چسـبیده و   . شامل زدودن با سوآپ و ورتکس بکار رفت و بازده هر روش محاسبه گردید

شمارش تام پرگنه هاي حاصل از بیوفیلم مشخص کرد که احتمال چسبیدن باکتریها به سطوح پلاستیکی به خصوص . ها از سطوح مختلف داشتبیوفیلم
برابـر   2/1-2در واقع چسبیدن سلول هاي باکتري با توجه به خاصیت فیزیکـی سـطوح بـه نسـبت     .اي کمترین بودپلی پروپیلن بیشترین و سطوح شیشه

  . ها کمک کندهاي مناسب براي انتقال مایعات بویژه آب و کاهش آلودگی در دامداريتواند به انتخاب لولهنتایج این مطالعه می.ن است متغیر باشد ممک
  

   .ورتکسسوآپ،  بیوفیلم، ،با سیلوس سوبتیلیسباکتري  :کلیدي  هاي واژه
  

  1مقدمه
) بیـوفیلم (بیده و چس) آزاد(ها در محیط به دو شکل شناور باکتري

ارگانیسم ها در طبیعت  شکل غالب میکرو. موجودند به سطوح مختلف
شکل شناور باکتري هـا   حالت چسبیده بوده و به عنوان مخازنی براي

سلول هاي باکتري بر روي سـطوح متنـوع اعـم از    ) . 5 و3(می باشند 
فلزات و غیر فلزات که در معرض آب غیر استریل و یا مایعـات دیگـر   

تشکیل ) . 6(گیرد گیرند متصل شده و نهایتاً بیوفیلم شکل میر میقرا
اي صورت میگیرد که بـه شـکل   بیوفیلم به صورت یک فرآیند مرحله

خلاصه شامل چسبیدن قابل برگشت، غیـر قابـل برگشـت و تشـکیل     
هاي طبیعی مانند دندان بیوفیلم ها علاوه بر محیط. )5(باشد کلنی می

هـاي کشـاورزي و دامـداري و سیسـتم     ر محیطو شکمبه می توانند د
 بسـته  هـا بیوفیلم. )9 و 8، 4(گردند تشکیل نیز هاي صنعتی و پزشکی

                                                             
 ، پردیس بین الملل دانشگاه فردوسی مشهد ودانشجوي دکتري گروه علوم دامی -1

گـروه   ،رودهن، دانشکده علـوم پایـه  واحد  زاد اسلامی،دانشگاه آ ،عضو هیات علمی
  زیست شناسی، رودهن،

  . رزي دانشگاه فردوسی مشهدتاد گروه علوم دامی دانشکده کشاواس -2
  )Email: se_nabizadeh@yahoo.com            :نویسنده مسئول -(*

 و 6(باشـند  آور زیان یا سودمند توانند می ایجادشان محل و ترکیب به
 خـوردگی  بر علاوه هاو شیردوشی آبخوري هالوله در آنها تشکیل .)11

 هـا، لولـه  گرفتگـی  و انسـداد تجهیـزات، باعـث    پوسیدگی و میکروبی
 سـموم  و میکروبها ورود دلیل به و شیر خام آشامیدنی آب دائم آلودگی
 هـاي واکسـن   اثر موجب کاهش هاهمچنین این بیوفیلم. شودآنها می

دام بـه   اسـتفاده  قابل هايویتامین از توجهی قابل بخش اتلاف دامی،
 و طعـم  ایجـاد  بیـوفیلم  میکروبهـاي  توسط آنها از مقداري دلیل جذب

ــوي ــامطبوع ب ــیر در ن ــاهش و آب و ش ــل ک ــیدن می ــر آب، نوش  خط
. )8 و 3(شـوند فسـاد شـیر مـی    دارویی و تداخلات از ناشی مسمومیت

 میکـروب  هـاي ویژگـی  متعدد چون عوامل به بیوفیلم تشکیل سرعت
 شـرایط محـیط   و ترکیـب  شـده،  اسـتفاده  سطح ساختار مطالعه، مورد

 آزمـایش تشـکیل   ایـن  در) . 8( گی داردبست) موادمغذي و دما( کشت
در سطوح مختلـف مـورد    با سیلوس سوبتیلیسبیوفیلم توسط باکتري 

 آب، در سـاپروفیت  شـکل  بـه  ارگانیسم میکرو این .مطالعه قرار گرفت
بـاکتري  . ) 1(دارد  نیـز  را اسپور تولید توانایی و دارد وجود خاك و هوا

 ـ بـه  نسـبت  و است باسیلوس سوبتیلیس متحرك  غیـر  هـاي  اکتريب
 ایـن . )5و  2(کنـد  ایجـاد مـی   سطوح با را محکمتري اتصال متحرك
هـاي  هاي مختلف از جمله لولهلوله در بیوفیلم تشکیل توانایی باکتري

  پژوهشهاي علوم دامی ایران  نشریه
 18-25. ص ،1395 بهار، 1شماره ، 8جلد 
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شناسـائی بیـوفیلم ایـن    . ) 8و  5(مـی باشـد    دارا را انتقال آب و شـیر 
ح تواند در زدودن آلودگیهاي میکروبی شکل گرفته در سطوباکتري می

و سایل  مختلف مورد استفاده در واحدهاي دامـداري تولیدکننـدگان و   
  .دست اندرکاران را یاري نماید

  
  ها روش و مواد

  تهیه کشت مادر 
به صورت لیوفیلیزه در آمپول تهیه  caسویه  با سیلوس سوبتیلیس

آمپول از محل بالاي پودر میکروب بـه وسـیله سـوهان بـرش     . گردید
 5/0 احیه شکسته و توسط پیپت پاسـتور اسـتریل  داده شد و از همان ن

ml مغـذي بـه پـودر میکـروب اضـافه گردیـد تـا        -از محیط آبگوشت
بعـد از مخلـوط نمـودن میکـروب و تهیـه      . سوسپانسیون حاصل گردد

ــه کمــک آنــس اســتریل مقــداري از سوسپانســیون   سوسپانســیون، ب
شد و منتقل ) در لوله هاي مک کارتنی(میکروبی به محیط آگار مغذي 

 5به مدت  C 30°دماي این محیط در گرمخانه با . م گردیدکشت انجا
 روز قرار داده شد و سپس به عنوان کشت مادر در یخچال نگهـداري 

  . گردید و هر دو ماه یکبار تجدید کشت شد
  

  تهیه سوسپانسیون میکروبی
از منبع کشت مادر کشت دیگري در سطح محیط کشـت در لولـه   

روز در گرمخانه قـرار گرفـت، تـا     50و به مدت  مک کارتنی تهیه شد،
میکــرو  . )2 و 1( اطمینان حاصل شود که اسپور تشکیل گردیده است

نرمال سـالین شستشـو داده شــد و باپیپـت    ml 2/0ارگانیسـم ها با 
ــاي      ـــه ه ـــل لولـ ــه داخ ـــروبی ب ـــون میک ـــریل سوسپانسی استـ

مودن نرمـال سـالین   میکروبیولوژي استریل منتقل گردید و با اضافه ن
سوسپانسـیون  . سوسپانسـیون میکروبـی بـا غلظـت لازم سـاخته شـد      

شـوك   C 85°دقیقه در حمام بن ماري با دماي  15میکروبی به مدت 
  . گرمایی داده شد تا اسپورها به شکل رویشی تبدیل گردند

  
بـر   با سـیلوس سـوبتیلیس  بررسی امکان تشکیل بیوفیلم 

  روي قطعات مختلف
استفاده براي تشکیل بیوفیلم از جنس هاي مختلـف  قطعات مورد 

پلی پروپیلن، پلی اتیلن گلیکول، پلی وینیل کلراید، آلومینیوم و شیشه 
اي درون فلاسـکهاي کشـت بیـوفیلم     قطعـات شیشـه  . انتخاب گردید

قطعـات  . انداخته شد و همراه با کشت مایع در اتوکلاو استریل گردیـد 
  )Cinna Gen. Iran( ودسیل سولفاتآنیونی ددیگر به وسیله دترجنت 

شسته و با آب مقطر آبکشی شد سپس با اسید سولفوریک غلیظ اسـید  
در شرایط کـاملاً اسـتریل بـه     چندین مرحله شویی و ضدعفونی شد و

محیط کشت مـایع مـورد   . وسیله آب مقطر استریل اسید زدایی گردید

  )N.B( 1استفاده جهت تشکیل بیوفیلم محیط مایع آب گوشت مغـذي 
از  ML100براي تشکیل بیـوفیلم بـر روي هـر یـک از قطعـات      . بود

اي بـه حجـم   هـاي شیشـه  محیط آب گوشت مغذي در داخل فلاسک
ML500 براي بدست آورد تلقیح میکروبی ابتدا بوسیله آب . ریخته شد

روزه باسـلیوس سـوبتیلیس    5مقطر استریل سوسپانسـیونی از کشـت   
 C 85دقیقـه در بـن مــاري بـا دمــاي       15دت تهیه و سپس به م

قـرار گرفت تا اسپـورها از حالت نهفتـه بـه شـکل رویشــی تبدیــل     
میکـروب   CFUL 108-1 در مرحله بعد سوسپانسیونی با غلظت.شـوند
شد که سوسپانسیون میکروبی بـا ایـن غلظـت کـدورتی معـادل       تهیه

ــدورت  ــد دارد  5/0ک ــک فارلن ــه   از ml 1و  م ــیون ب ــن سوسپانس ای
فلاسکهاي حاوي محیط کشت و قطعات مورد آزمایش اضافه گردید و 

بعد از این مـدت  . اري شدزگرماگ C 30°ساعت در دماي  48به مدت 
دقیقـه در   1قطعات به کمک پنس استریل از محیط خارج و به مـدت  

سـطح  . دماي آزمایشگاه بوسیله آب مقطر استریل شسشتشو داده شـد 
سوآپ پنبه اي استریل کاملاً پاك گردید و با کشیدن همـان  قطعات با

استریل هاي سوآپ ها به روي محیط کشت جامد آگار مغذي در پلیت
به مـدت   C 30°ها در گرمخانه با دماي  کشت یکنواختی تهیه و پلیت

  . ساعت قرارداده شد 24
  

  ایجاد دماهاي مختلف براي تشکیل بیوفیلم 
درجـه سـانتیگراد در    37و  30و 4دماي به منظور بررسی اثر سه  

روز  9و  6،  2تشکیل بیوفیلم مانند آزمایش قبل عمل شد و و بعـد از  
هـر دو روز یکبـار محـیط کشـت مـایع داخـل       . نتایج بررسـی گردیـد  

  .فلاسکها تخلیه و محیط کشت جدید جایگزین گردید
  جداسازي بیوفیلم ها از سطوح با روش ورتکس 

از سـطوح بـا اسـتفاده از ورتکـس براسـاس      جداسازي بیوفیلم ها 
ــولی  ــا در . انجــام شــد) 1997(روش لیندســی و وبن ــوفیلم ه ــدا بی ابت

بر روي قطعات از جنس شیشه ، پلی اتیلن گلیکول، پلی  C 30°دماي
سـانتیمتر تشـکیل    1×4 وینیل کلراید، پلی پروپیلن و آلومینیوم با ابعاد

آزمـایش را در شــرایط   روز قطعـات مـورد   10و  5و  2بعـد از  . گردیـد 
دقیقه در محیط آزمایشگاه با آب مقطـر   1استریل خارج شد و به مدت 

استریل شستشو داده شد و هر قطعه  را به طور جداگانه به یـک لولـه   
دقیقه لولـه   4میلی متر نرمال سالین منتقل شد و به مدت  10محتوي 

و  محتوي قطعه ورتکس گردید تا سلول هاي چسبیده به سطوح جـدا 
  .سوسپانسیونی میکروبی ایجاد شود
کشـت   هاي متوالی تهیـه و بـا روش   از سوسپانسیون حاصل رقت

شـمارش  آگـار  کشـت  بـا اسـتفاده از محـیط    ) Pour plate(مخلـوط  
بـه مـدت    C30°در دمـاي )Standard plate count agar(استاندارد 

بعــد از گذشــت زمــان لازم تعــداد . ســاعت کشــت داده شــد 48-24
                                                             
1- N.B1=Nutrient Broth 
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حاصل از سلولهاي چسـبیده را بوسـیله دسـتگاه شـمارنده      هاي پرگنه
کلنی شمارش شد با ضرب نمودن تعداد پرگنه هـا در عکـس ضـریب    

  .سلول هاي بیوفیلم محاسبه گردید رقت، تعداد
  

  جداسازي بیوفیلم ها از سطوح با روش سوآپ 
در این روش نیز ابتدا بیوفیلم ها بر روي قطعات مورد نظر تشکیل 

د از خارج سازي و شستشـوي قطعـات  در شـرایط کـاملاً     گردید و بع
استریل با استفاده از یک سوآپ پنبه اي به طور جداگانه و محکـم بـر   
روي سطح هر یک از قطعات کشیده و سوآپ به لوله آزمایش محتوي 

از . دقیقه تکان داده شد 2میلی لیتر نرمال سالین استریل منتقل و  10
کشت مخلـوط  توالی تهیه و به روش سوسپانسیون حاصل رقت هاي م

پلیت هـا بـه   . کشت داده شداستاندارد آگار با استفاده از محیط کشت 
د و بعد از گذشت زمـان  انکوبه گردیدن C 30°ساعت در  24-48مدت 

  . ها شمارش شد لازم پرگنه
  

  بازده عمل جداسازي بیوفیلم ها در دو روش مورد آزمایش 
ت قبل در شرایط کـاملاً اسـتریل   قطعات استفاده شده در آزمایشا

براي انجام تیمار دوم بکار رفت به این شکل که قطعات استفاده شـده  
میلی لیتر نرمال سالین قـرارداده شـد و    10در روش ورتکس دوباره در

دقیقه ورتکـس گردیـد و قطعـات اسـتفاده شـده در روش       4به مدت 
سـوآپ   سوآپ نیز مجدداً بوسیله سوآپ استریل دیگري پـاك شـد و   

دقیقه تکـان   2میلی لیتر  نرمال سالین قرارگرفت و به مدت  10درون 
سپس از سوسپانسیونهاي حاصل از دو روش مـورد اسـتفاده   . داده شد

در کشـت مخلـوط    ها بـا روش هاي متوالی ساخته شد و در پلیترقت
شمارش بعد از مدت زمان لازم پرگنه ها . کشت داده شد C 37°دماي

 .دو روش محاسبه شد بازده  گردید و

بررسی میزان تشکیل بیـوفیلم وچسـبیدن سـلولهاي بـاکتري بـه      
این ازمایش به منظور تعیـین سـطوحی کـه کمتـرین      سطوح مختلف

وبیشترین احتمال چسبیدن سلولهاي باکتري به انها وجود دارد انجـام  
شد با توجه به ازمایشات قبل دماي بهینـه تشـکیل بیـوفیلم بـاکتري     

که این دمـا بـراي تشـکیل بیـوفیلم     بود   C 30°تیلیسباسیلوس سوب
پلی پـروپیلن،  پلـی اتـیلن    ( پلاستیکهايسطوح مورد نظر .انتخاب شد

شیشه والومینیوم انتخاب گردید که بعد از ) گلیکول ، پلی وینیل کلراید
شمارش تام پرگنـه هـا    روز میزان تشکیل بیوفیلم از طریق 10و 6، 2

سلولهاي چسبیده باکتریها وبیوفیلم نیـز   روش جداسازي .انجام گردید
  .با توجه به ازمایشات فوق روش ورتکس بود

  
  نتایج و بحث

 تشکیل بیوفیلم و بر روي قطعات مختلف 
 24اي نسـبتاً درشـت بعـد از گذشـت     هاي کرم رنگ دایـره  کلنی

تشکیل شد کـه  مغذي  روي محیط آگار جامد  C 30°ساعت در دماي
ور مـورد  وفیلم بر روي تمامی سطوح غوطهنشاندهنده تشکیل شدن بی

 .می باشد آب گوشت مغذيآزمایش در محیط 
  

بـر روي   نتایج اثر سه دمـاي مختلـف در تشـکیل بیـوفیلم    
  سطوح مختلف

تعداد سلولهاي تشکیل دهنـده بیـوفیلم در یـک سـانتیمتر مربـع      
در دمـاي  . اندارائه شده 3و  2، 1م از سطوح مختلف و در جداول بیوفیل

درجه سانتیگراد در هیچ یک از حالت هاي مورد بررسـی بیـوفیلمی    4
 .تشکیل نگردید

  
 اي در دما و زمانهاي مختلفدر هر سانتی مترمربع از سطوح شیشه) CFU*(م تعداد سلولهاي بیوفیل - 1جدول 

Table 3- The number of biofilm cells (CFU*) per square centimeter of glass surfaces at different temperatures and times  
  )روز( زمان پس از تلقیح

Time after inoculation (Day) 
 )C°(دما 

9  6 2 Temperature (°C) 

-- -- -- 4  

2×105 1.7×105 7×104 30 

2×105 1.1×105 4×104 37 
 .است .کلنی یا بیوفیلم تشکیل نشد--
  واحد تشکیل کلنی*

--It is not biofilm or colony 
*Colony Forming Unit                   

  .بیشتر بود  C37°تعداد همین سلولها در دماي                 دمايدر شده بر روي سطوح پلی پروپیلن تعداد سلولهاي شمارش 
°C 30 به  بعد از گذشت شش و نه روز از شروع آزمایش نسبت                    
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  در دما و زمانهاي مختلف در هر سانتی مترمربع از سطوح پلی پروپیلن )CFU*(م یوفیلبتعداد سلولهاي  - 2جدول 
Table3- The number of biofilm cells (CFU*) per square centimeter of Poly Propylene surfaces at different temperatures 

and times  
  )روز( زمان پس از تلقیح

Time after inoculation (Day) 
  )C°(دما 

9  6 2 Temperature (°C) 

-- -- -- 4  

5.1×105 3.8×105 2×105 30 

4×105 2.4×105 6×104 37 
 .است. کلنی یا بیوفیلم تشکیل نشد--
  واحد تشکیل کلنی*

--It is not biofilm or colony 
*Colony Forming Unit                   

   

  در دما و زمانهاي مختلف در هر سانتی مترمربع ازسطوح پلی وینیل کلراید )CFU*( تعداد سلولهاي بیوفیلم - 3جدول 
Table 3- The number of biofilm cells (CFU*) per square centimeter of Poly Vinyl Chloride surfaces at different 

temperatures and times  
  )روز(زمان پس از تلقیح

Time after inoculation(Day) 
 )C°(دما 

9  6 2 Temperature(°C) 

-- -- -- 4  

2×105 1.7×105 1.2×105 30 

1.3×105 1×105 9.3×104 37 

 .است. کلنی یا بیوفیلم تشکیل نشد--
  واحد تشکیل کلنی*

--It is not biofilm or colony 
*Colony Forming Unit 

  

  ر هر سانتیمتر مربع از سطوح مختلف به روشهاي ورتکس و سوآپد )CFU*( تعداد سلولهاي بیوفیلم جدا شده - 4جدول 
Table 4- The number of biofilm cells (CFU*) isolated per square centimeter iso of vortex and swaps methods of various 

materials  
  )روز( زمان

Time (day) 
  جنس قطعه  روش

10 5 2 Way Materials 

2.5×105  2.5×105  2.5×105 
  ورتکس
Vortex 

  شیشه  
Glass 

  سواپ  104×8 105×1.25 105×1.5
Swap 

5.8×106 1.3×106 8×105 
  ورتکس
Vortex 

  پرو پیلین  
Poly Propylene 

  سواپ 105×2.2 105×3 105×5
Swap  

7.1×105 4.5×105 3×105 
  ورتکس
Vortex 

  پلی وینیل کلراید  
Poly Vinyl Chloride 

  سواپ 105×1 105×1.5 105×2
Swap  

 .است. کلنی یا بیوفیلم تشکیل نشد--
  واحد تشکیل کلنی*

--It is not biofilm or colony 
*Colony Forming Unit    
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تشـکیل بیـوفیلم در   پلی وینیل کلراید در مورد سطوح پلاستیکی 

  ).3جدول( صورت  گرفت C 37°بهتر از C 30°دماي
تعداد باکتري هاي جـدا شـده   ذکر شده  4همانگونه که در جدول  

به وسیله عمل ورتکس در مقایسه با عمل جداسازي به وسیله سـوآپ  
  .بیشتر بود

بازده روش ورتکس در مـورد سـطوح شیشـه اي و آلومینیـومی و     
درصد بود که بیشترین بـازده در ایـن    99همچنین پلی اتیلن گلیکول 

تیک پلـی  کمترین بازده در هر دو روش مربوط بـه پلاس ـ .آزمایش بود
دهد جداسازي باکتري ها از سطوح پلی وینیل کلراید بود که نشان می

 .وینیل کلراید با این جنس سخت تر از سایر سطوح است
 

  بازده روشهاي جداسازي سلولهاي بیوفیلم از سطوح مختلف  - 5جدول 
Table 5- Output isolation test methods of biofilm cells of different material  

  جنس ظرف
Materials  

  روش
Way  

  آلومینیوم
Aluminum 

  پلی پروپیلن
Poly Propylene  

  پلی وینیل کلراید
Poly Vinyl Chloride  

  پلی اتیلن گلیکول
Poly Ethylene Glycol 

  شیشه
Glass 

  سواپ 96% 96% 91% 93% 98%
Swap  

  ورتکس 99% 99% 93% 97% 99%
Vortex 

 
  سطوح مختلف بیوفیلم طی زمانهاي مختلف هر سانتیمتر مربع از در  )CFU*( شمارش شده بیوفیلم میزان کل سلولهاي - 6جدول 

Table6- Total the biofilm cell (CFU*) were counted of each square centimeter of biofilm material at different times  
  )روز( زمان

Time (day) 
  جنس قطعه

10 6 2 Materials 

  شیشه 106×9.8 105×1 105×5.2
Glass 

  پلی پرو پیلین  106×1 106×2 106×6.5
Poly Propylene 

  پلی وینیل کلراید 105×1 105×2 105×6
Poly Vinyl Chloride  

  پلی اتیلن گلیکول 105×9.3 106×1.6 106×5.6
Poly Ethylene Glycol  

  آلومینیوم 105×6 105×8 106×1
Aluminium  

  واحد تشکیل کلنی*
*Colony Forming Unit  

  
هـاي   چسبیدن باکتریها بـه سـطوح و لولـه    ها هموارهدر دامداري

تشــکیل بیــوفیلم باکتریــایی یکــی از مشــکلات  وانتقــال آب و شــیر
باکتري با سیلوس سوبتیلیس به صورت ساپروفیت در محیط . باشد می

وجود دارد، اسپورهاي این باکتري در شرایط نامسـاعد محیطـی بـاقی    
توانـد بـه تشـکیل    نده و پراکندگی زیادي دارند که این مسـئله مـی  ما

بیوفیلم به وسیله این باکتري بـر روي سـطوحی کـه در مجـاورت بـا      
. ها منبع بـالقوه آلـودگی هسـتند   بیوفیلم. باشند، کمک کندمایعات می

بنابراین احتمال ایجاد مشکلات ثانویه و آلودگی محتویـات ظـروف و   
درجـه حـرارت    . آشامیدنی دام هـا زیـاد اسـت    وسایل شیردوشی و آب

همانگونه که نتایج . باشدازعوامل بسیار مهم در تشکیل بیوفیلم ها می

 امـا  ،بیـوفیلمی تشـکیل نشـد    C 4°این مطالعـه نشـان داد در دمـاي   
در واقـع تعـداد   . بدست آمـد  C30°دربیشترین میزان تشکیل بیوفیلم 

برابـر   5/1به طور متوسط   C  30°سلولهاي تشکیل دهنده بیوفیلم در
کـه بـه   . بود C 37°بیشتر از سلولهاي تشکیل دهنده بیوفیلم در دماي

توان گفت دماهاي بالا و پایین اثر منفی بر رشـد بیـوفیلم   طورکلی می
  ).3 تا 1جداول (بود   C 30°داشت و دماي بهینه رشدآن حدود دماي

اده از روش بدلیل چسبندگی زیاد سلولهاي بیوفیلم به سطوح، استف
اي بـراي کنـدن   هـاي شیشـه   تکس که بوسیله دستگاه و با گویچهور

سلولهاي چسبیده به سطوح مورد استفاده قرار گرفت نسبت بـه روش  
سوآپ که به صورت دستی انجام پذیرفت روش مناسـب تـري بـراي    
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هاست بنابراین براي زودودن و جداسازي بیوفیلم هـا  جداسازي بیوفیلم
هایی استفاده گـردد کـه اتصـال پایـدار بـاکتري بـا       وشحتماً باید از ر

سطوح را از بین برده و امکان تشکیل بیوفیلم ها را به حداقل برسـاند  
با توجه به اعداد بدست آمده در محاسبه کارآیی دو روش بـه کاررفتـه   

بیشتر از کـارایی  ) در همه سطوح(روش ورتکس ) بازده(میزان کارآیی 
  ).5جدول ( روش سوآپ بود

در این تحقیق مسئله دیگري که مورد توجه قـرار گرفـت جـنس    
سطوح و رابطه آن با میزان چسبیدن باکتریها و تشکیل بیوفیلم بود که 
شاید بتـوان مطلـب را بوسـیله آبگریـزي و آبدوسـتی سـطوح توجیـه        

نتایج نشان دادکه باکتریها بـه سـطوح پلـی پـروپیلن، پلـی      . )10(نمود
پلـی   آبدوسـت  می باشند نسبت بـه سـطوح  اتیلن گلیکول که آبگریز 

البته با . چسبندوینیل کلراید، شیشه و فلزاتی نظیر آلومینیوم بیشتر می
توجه به اختلافی که در تشکیل بیوفیلم در سطوح بـا هیدروفوبیسـیته   

توان نتیجه گرفت که عوامل دیگري نیز در جـذب  مشابه دیده شد می
مـثلاً تشـکیل بیـوفیلم در    . ندو اتصال باکتریها به سطوح مهم می باش

سطوح با جنس پلی وینیل کلراید  به مراتب بیشتر از سطوح شیشه اي 
می باشد شاید یکی از دلایل این مسئله زبري سطح مورد نظـر باشـد   
چسبیدن باکتریایی در مجاورت یک سطح خشن بهتـر از یـک سـطح    

 زیرا در سطوح خشن به دلیل پستی و بلنـدي . صاف صورت می پذیرد
توانـد باعـث جـذب بیشـتر     هاي زیاد افزایش سطح وجود دارد که می

در یک بررسی نشان داده شده است که متوسط چگالی . باکتریها گردد
جمعیت سلولهاي چسبیده در سطح شیشه صاف کمتر از سطح شیشـه  

هـاي انتقـال   دهـد لولـه  این یافته نشـان مـی  ). 7( باشدخراش دار می
وله انتقال شیر و امثال آن هـر چـه صـاف و    مایعات چون آبخوریها یا ل

در ایـن  . صیقلی باشند احتمال تشـکیل بیـوفیلم در آنهـا کمتـر اسـت     
تحقیق نیز مشخص شد میـزان چسـبیدن باکتریهـا بـه سـطوح پلـی       

برابر بیشتر از سطوح پلـی وینیـل کلرایـد اسـت در      10پروپیلن حدود 
، 3/1لن تنهـا  صورتیکه تعداد باکتریهاي چسبیده به سطوح پلی پـروپی 

برابر سطوح پلی اتیلن گلیکول است که می توان نتیجه گرفت در  2/1
سطوحی کـه خـواص فیزیکـی متفـاوت و متقابـل یکدیگرنـد دارنـد        

برابـر قابـل تغییـر اسـت و نهایتـاً       10-20چسبندگی سلولها تا حدود 
بیشترین میزان چسبیدن باکتري و تشـکیل بیـوفیلم در سـطوح پلـی     

  .)6جدول( اي مشاهده گردیدین در سطوح شیشهپروپیلن و کمتر
با توجه به فاکتورهاي موثربر چسبیدن باکتریها از جملـه ماهیـت   

، )فقدان بارهـاي سـطحی  ( ، بار)همگن بودن(ونوع سطح ، شکل سطح
فاکتورهاي مـوثر بـر    و )جریان(آبگریزي وخصوصیات هیدرودینامیک 

وابسته بـه  ( نده سرعترشد بیوفیلم از قبیل نفوذ مواد مغذي محدودکن
، ماهیت فضاهاي هـوازي وبـی هـوازي بـین بیـوفیلم      )محیط بافت و

وجمعیت هاي همگن در مقابل ناهمگن می توان بیوفیلم ها را بررسی 
   ).7 و 3( وکنترل نمود واحتمال الودگی را کاهش داد

هـا  کـربن توان گفت مواد سنتتیک بـر پایـه هیـدرو   در مجموع می
یل بیوفیلم و ایجـاد آلـودگی هسـتند و سـطوح     بیشتر در معرض تشک

به طور کلی هر چه خلـل و  . اي کمترین احتمال آلودگی را دارندشیشه
احتمال چسبیدن پایدار باکتریها . فرج میکروسکوپی سطوح کمتر باشد

. ها نیز کمتر صورت می پـذیرد  به آنها کمتر بوده و لذا تشکیل بیوفیلم
فرسوده و وسایل پلاسـتیکی قـدیمی و   بنابراین لوله هاي زنگ زده و 

توانند احتمال آلودگی میکروبی را بـالا بـرده و مشـکلاتی    دار میخش
طراحی مناسب شبکه آبرسانی و تجهیزات شیر دوشـی از  . ایجاد نمایند

عوامل مهم در کنترل بیوفیلم می باشد با توجه به روش هاي بررسـی  
ی تـوان پیشـنهاداتی   شده براي جدا سازي باکتریها در این تحقیـق م ـ 

ــاوي      ــاي ح ــه ه ــذف لک ــده ،ح ــاك کنن ــواد پ ــتفاده از م ــد اس مانن
میکروارگانیسم ها از روي سطوح توسط آب سرد و گرم و به کارگیري 
عوامل شیمیایی و در نهایت ضد عفونی را براي حذف کامـل بیـوفیلم   

همچنین در پاك سازي از طریـق عوامـل پـاك کننـده     . ها ارایه نمود
تواند اثـر   استفاده از درجه حرارت بالا می ،یروهاي فیزیکیشیمیایی و ن
تواند ها و روش زودودن آنها میاي بیوفیلممطالعه پایه ).7( بخش باشد

تولیدکننـدگان دام و طیــور را درجهــت اســتفاده مناســب از وســایل و  
  .ها یاري نماید روشهاي عملی زدودن آلودگی
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Introduction Bacterial biofilms can be both useful and harmful based on their combination and locations. 

Biofilm formation occurs as a stepwise process. Their formation in liquid transportation pipes used for milking 
system and drinking water in animal farms may create some problems and is a potential source of pollution. 
Speed of biofilm formation depends on many factors including: construction and functional characteristics of 
bacteria, the composition and culture conditions such as temperature and substratum. In this research the Bacillus 
subtillis bacteria with special characteristics was selected due to its capability for biofilm creation. Bacillus 
subtillis bacteria is mobility and a stronger connection than other bacteria levels are created. In the research 
conducted in the biofilm there are many resources on biofilm formation by Bacillus subtillis bacteria. Bacillus 
subtillis is saprophytic in the soil, water and air. There is also the ability to form spores of Bacillus subtillis. 

Materials and Methods Firstly the possibility of creating biofilms on different Plastic (polyvinilchlorid, 
polypropylene, polyethylengelycole), alluminum and glass surfaces in three temperatures of 4°C, 30°C and 37°C 
were studied. Two different methods of biofilms separation including separating swap and vortex were tested 
and their efficienceies were calculated. After biofilm formation on parts of the vortex separation method after 
washing parts in sterile conditions in a tube containing normal saline for 4 minutes was vortex. The bacterial 
suspension decreasing dilution series was created. Pour plate in medium using agar plate count agar and was 
cultured at 30°C for 24-48 hours. Numbers of colonies were counted. The numbers of biofilm cells were 
calculated. In swap method after biofilm formation on parts using a cotton swap was isolated biofilms. The swap 
was transferred to tube containing normal saline and the bacterial suspension decreasing dilution series was 
created. Pour plate in medium using agar plate count agar and was cultured at 30°C for 24-48 hours. Numbers of 
colonies were counted. The numbers of biofilm cells were calculated.  

Results and Discussion Bacillus subtillis biofilms were formed on all studied surfaces. Total count of 
bacteria detached from biofilm indicates that these bacteria can develop on the polypropylene surface much more 
than the other surfaces. 10 days later, the formation of biofilm reached the maximum level. The optimum 
temperature was 30°C. The vortex method was more efficient in comparison to other methods. The bacterial 
attachment was highest with the plastic surface, specially the propylene surface; whereas the lowest attachment 
was detected in the glass surfaces. Synthetic materials based on hydrocarbons are more susceptible to the 
formation of biofilm and infection. Generally lower levels are microscopic pores and also less likely to form a 
biofilm. Rusty pipes, old, worn-out and scratched plastic furniture raised the possibility of contamination and 
could cause problems.  

Conclusion It was concluded that glass pipes are the best materials for liquid transportation in different 
forms of animal farms. According to this study, basic methods of removing biofilm and enable ranchers to make 
good use of the equipment and the practical methods of removing contaminants help. 

 
Keywords: Bacillus subtillis, Biofilm, Swap, Vortex. 
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