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 مقدمه 
اغلب بر ناميد یباکتریای اجتماع یک توانمی را بيوفيلم   زنده   غير  یا  زنده  سطوح  روي  که 

می صنعتی   محيط  در  و  شوندتشکيل   کلبسيلا.  باشندمی  شایع  هابيمارستان  و  طبيعی، 

پاتوژن  پنومونيه عامل  یک  عنوان  بالقوه   ،به  دارد.پتانسيل  بيوفيلم  ایجاد  در  بردن    اي  پی 

هدف از    اي اهميت می باشد.ي بيوفيلم دارتشکيل بيوفيلم در باکتري هاي تشکيل دهنده

بررسی پژوهش  این  در   تشکيل   انجام    موارد   از  پنومونيه  کلبسيلا  هايجدایه  بيوفيلم 

فنوتيپی  الائمه  ثامن   بيمارستان  ادراريهاي  عفونت  روش  دو  به  و    بجنورد  آگار  کنگورد 

 باشد. میکدورت لوله  

   هاروش  و مواد

 به  مبتلا  بيماران  از  کلبسيلا  جدایه  ارايد  مثبت   هايکشت  از  نمونه  30  ي حاضرمطالعه   در

ثامن  به  کننده  مراجعه  ادراري  مجاري  عفونت   مورد  بجنورد  شهرستان  الائمه  بيمارستان 

  آميزي گرم، بيوشيميایی از قبيل رنگ  هاي تست  هاجدایهگرفت. جهت تایيد    قرار  بررسی

م به روش کنگو رد  جهت تشکيل بيوفيل هاجدایهگرفت.  انجامTSI  سيمون سيترات و اوره،

 آگار و کدورت لوله مورد بررسی قرار گرفتند.
 ها یافته

کنگوردآگار   روش  به  بيوفيلم  توليد  بررسی  در  پژوهش  این  داراي    هاجدایهدرصد    50در 

و   قوي  بودند.    66/16بيوفيلم  متوسط  بيوفيلم  داراي  روش    چنينهمدرصد  به  بررسی  در 

درصد داراي بيوفيلم متوسط    40ي بيوفيلم قوي و  دارا   هاجدایهدرصد    33/33کدورت لوله  

 بودند. 

 گیری نتیجه

بودند. با توجه به    بيوفيلم  توليد  به  قادر  مطالعه  مورد  هايجدایهدر دو روش مورد مطالعه  

  در   باکتري  مقاومت  و ایجاد افزایشزایی  بيماريو اهميت آن در    هاباکتريتوليد بيوفيلم در  

 . باشدمی اول بررسی توليد بيوفيلم بسيار مهممتد  هايبيوتيکآنتی  برابر

 ها کلیدواژه
 ، عفونت ادراري، تشکيل بيوفيلم، کنگوردآگار، کدورت لولهپنومونيه کلبسيلا

فارزین،   حميدرضاا  *نویسنده مسئئلو :

، خيابااان احمااد آباااد، موسسااه مشااهد

 تحقيقات واکسن و سرم سازي رازي.

 091530942130 :تلفن

  پست الکترونيک:
hrfarzin@yahoo.com 
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 مقدمه 

 ميکروبای  هااايساالول  از  ايبه مجموعه  بيوفيلم )زیست لایه(

 از ماتریکس یک با  ناپذیر  به صورت برگشت  شود کهگفته می

 بهام  ساط   یاک  روي  و در  محصور شده  ساکاریديپلی  مواد

شاامل   تواننادمی  ي باکتریااییهايوفيلمب(.  1اند )شده  متصل

 اناادقادر باشاندکه هاابااکترياز  مختلاا  چندگوناه یاک یاا

 باه  هاساختار  بسازند. این  ي پيچيده و گوناگونی را  هاساختار

 ي گوناااگون ازهااامحايط در و طبيعاات در گسااترده صاورت

نفات و   چاه  حفاري  يهالوله  غذایی،  مواد  يهاجمله فرمانتور

 باا  ي مارتبطهابيوفيلم  .(3،  2شوند )یافت می  هاکشتی  بدنه

و یااا تشاادید  هاااانسااان باعااج ایجاااد عفونااتدر  بيماااري

 فوقاانی،  تنفسای  دساتگاه  يهااعفونات  یی از قبيلهاونتعف

 با  مرتبط  هايبيماري  و  تناسلی  ادراري  هايعفونت  پریتونيت،

. (4هستند )  ارتباط  در  مصنوعی  مانند قلب  پزشکی  تجهيزات

ي تشاکيل هااارگانيسام  مقاومات  افزایش  به دليل  هايوفيلمب

 ایجااد توانایی و ميکروبی ضد يهادارو به  نسبت  آن  يدهنده

 کاار  هااا آن  بادن  در  وساایل پزشاکی  که  بيمارانی  در  عفونت

 بهداشات  در  جادي  مشکل  شده است به عنوان یک  گذاشته

د. تشاکيل و رشاد بياوفيلم فرآینادي نشوعمومی قلمداد می

پویا و فعال است کاه شاامل مراحال اتصاال اولياه، تشاکيل 

ي پلای مریاک توليد ماادهاوليه(،    لایه  تشکيلميکرو کلنی )

 ساه  سااختار  خارج سلولی، رشد و بلاو  و در نهایات تولياد

بروز بيوفيلم (. بيان و  6،  5)  باشدمیبيوفيلم    بالغ  فرم  و  بعدي

سدیم و شرایط کلرید  یی مانند گلوگز،هاوابسته به حضور قند

از  هایینقش  داراي  باکتري  (. بيوفيلم7محيطی دیگري است )

 هااايآسايبمقابال    در  هاابااکتري  محافظت از سالولقبيل  

 بادن درهااا    آن حياتي خارجی است که این امر سبب ادامه

در بادن ميزباان ماورد نظار گونه کاه  ؛ بدیندشو  ميزبان می

را از بين   پلانکتونيک  هايسلولتواند  به راحتی می  هاماکروفاژ

ی توليد بيوفيلم را دارناد انایکه تو  هاییباکترياین رو    ببرد. از

نموده و سبب فرار  دن  توانند به راحتی از سيستم ایمنی بمی

 آزمایشاگاهی هاااي(. روش8مزمن گردناد )  هااايعفونتایجاد  

دارد   وجود  هاباکتري  در  بيوفيلم  توليد  جهت ارزیابی  مختلفی

 از قبيل ميکروساکوپ  هاییميکروسکوپ  با  مانند مشاهده آن

فنااوتيپی کماای ماننااد  روش وکااال و یاااکانف اسااکن لياازري

مانناد کریساتال  هاااییآن با رنگ و مشاهده پليت ميکروتيتر

 ویولاه  کریساتال  باا  آميازي  رناگ  روش  ویوله که در این در

 دیاواره  دارناد در  باالا  بيوفيلم  تشکيل  که توانایی  ییهاجدایه

 به  را  ویوله  کریستال  رنگ  و  دهندمی  تشکيل  بيوفيلم  چاهک

 محلول  در  کردن  حل  با  آن را  توانمی  بعدا  که  يرندگمی  خود

 بار بااکتريي هااکلنای کرد. مشاهده ارزیابی اسيتيک اسيد

مانند روش کنگورد آگار و روش  جامد محيط یک سط  روي

-مایسنجش بيوفيلم  کيفی    هايروشکدورت لوله از جمله  

جهات   PCR(. امروزه از روش مولکولی همانند  10،  9باشند )

باا تشاکيل بياوفيلم نياز عوامال ژنتيکای مارتبط    شناسایی

 بياوفيلم  تولياد  آزمایشگاهی  (. بررسی11)  .گرددمیاستفاده  

 تحت خاص  کشت  محيط  انتخاب  با  تواندمی  هاباکتري  توسط

 آن  باا  رشاد  طای  در  بااکتري  شارایطی کاه.  گيرد  قرار  تاثير

 یاا ترغيب زیادي حد را تا بيوفيلم توليد تواندمی  است  مواجه

 بااا ساااختاري بيااوفيلم ایجاااد باعااج یااا و نمااوده وبساارک

 مطالعه بررسای تواناایی این از هدف (.12گردد ) غيرمعمول

 کنگوردآگار و کدورت لولاه باراي  هايروشتوليد بيوفيلم به  

 به دست آمده  کلبسيلا پنومونيه  هايجدایه  تشخيص بيوفيلم

 هبا  کننادهمراجعه  ادراري  مجاري  به عفونت  مبتلا  بيماران  از

 ثامن الائمه بجنورد است. بيمارستان

 هامواد و روش

 آوری نمونهجمع

 داراي  مثبات  هاايکشات  از  نموناه  30  ي حاضاردر مطالعه

 ادراري مجااري عفونات باه مباتلا بيماران از کلبسيلا  جدایه

 بجناورد  شهرساتان  الائمه  بيمارستان ثامن  به  کننده  مراجعه
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 هاايداراي کلناییی کاه  هاباکتريگرفت.    قرار  بررسی  مورد

مشکوک  هايجدایهف و موکوسی بودند به عنوان صورتی، صا

هاي تسات  هااجدایاهجهات تایياد  انتخاب شادند.    کلبسيلا

سايمون سايترات  آلماان(،-بيوشيميایی از قبيل اوره )مارک

آلماان( و -)مارک  SIMآلماان(،  -)مرک  TSIآلمان(،  -)مرک

ي گارم آلمان( و رنگ آميز-)مرک  MR,VPي مایع  هامحيط

 (.14،  13انجام گرفت )

 کلبسیلاهای  جدایه  در بیوفیلم  تولید تشخیص

باا دو   بياوفيلم  به منظور شناساایی تشاکيل  هاجدایهتمامی  

 گرفتند. بررسی قرار مورد لوله و  کنگورد آگار روش

 آگار  رد  کنگو  روش

به منظور تهيه این محيط ابتدا محيط بارین هارت اینفاوژن 

آلماان( را تهياه -ماراه آگاار )مارکآلمان( به ه-براث )مرک

آلماان( را نياز باه صاورت -)مارک  کنگاورد  نموده و معارف

ساپس دو محلاول کارده،  جداگانه به فرم محلول آبی تهياه  

فوق اتاوکلاو گردیاد. پاس از اتاوکلاو محايط فاوق سااکارز 

آلمان( را فيلتر نماوده و باه محايط اضاافه شاد. باه -)مرک

شاده، تاک کلنای از اکتري ذکار  منظور بررسای بياوفيلم با

مورد نظر را از محيط مک کانکی به محيط کنگاو   هايجدایه

گاذاري سااعت گرمخانه  24ه شدند و به مادت  رد انتقال داد

 (.15شدند )

 لوله  در  کدورت  روش

آگاار  ساوي مورد نظر را در محيط تریپتيکاز هايجدایه ابتدا

 37ساعت در دمااي  24آلمان( کشت داده و به مدت  -)مرک

انکوبه گردیدند. پس از طای مادت زماان انکوباسايون درجه  

ساوي  تک کلنی از باکتري مورد نظر را به محيط تریپتيکااز

آلمان( -درصد گلوگز )مرک  دوآلمان( به همراه  –براث )مرک

درجاه انکوباه   37ساعت در دماي    24انتقال داده و به مدت  

ر را با باافها  لولهانکوباسيون  گردیدند. پس از طی مدت زمان  

ها باا وشاو داده و پاس از خشاک شادن لولاهفسفات شست

سااپس  درصااد رنااگ آمياازي شاادند؛ کریسااتال ویولااه یااک

وشاو هاي اضافی را با کماک آآب مقطار اساتریل شسترنگ

در دماي محيط خشک شوند.   هالوله  دهيم تاداده و اجازه می

ي بياوفيلم بار تشاکيل دهناده  هاايجدایاهوط به  نتایج مرب

امت رنگ کریستال ویوله بر روي جاداره و اساس ميزان ضخ

 (.15ته لوله گزارش گردید )

 آماری آنالیز

 و  آگاار  کنگاورد  هاايروش  باراي  ویژگی  و  آزمون حساسيت

باا اساتفاده از و  گردید    محاسبه  زیر  رابطه  از  در لوله  کدورت

 و منحنی راک بررسی شد.  (22)نسخه   SPSSنرم افزار

 

 
 

 هایافته

و کدورت    حساسیت به روش کنگورد آگار  نتایج تعیین

 لوله 

ي بيوفيلم  تشکيل دهنده  کلبسيلاهاي  نتایج حاصل از جدایه 

براساس خصوصيات ظاهري کلنی  با روش کنگورد   هايآگار 

مورد مطالعه از لحاظ توليد   هايجدایهتفسير گردیدند.    هاآن

بهبيوفي شدند؛    لم  بندي  تقسيم  گروه  داراي   هاي جدایهسه 

  هاي داراي کلنی  هايجدایهخشن،    هاي لبهسياه و    هاي کلنی

  هاي کلنیکه داراي    هايجدایهخشن و    هاي لبهقرمز رنگ با  

ک با سطحی صاف  رنگ  عنوان  صورتی  به  ترتيب  به  توليد ه 

دهاي  کننده بيوفيلم  توليد  عدم  و  متوسط  قوي،  ر  بيوفيلم 

 نظر گرفته شدند. 

بين   آگار    هايجدایهدر  کنگورد  روش  در  مطالعه    50مورد 

قوي،   بيوفيلم  داراي  بيوفيلم    16/ 66درصد  داراي  درصد 

      درصد فاقد بيوفيلم بودند. 33/33متوسط و 
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هاي سياه رنگ نشان بيوفيلم قوي )وجود کلنی

 ي بيوفيلم قوي( دهنده 

ي قرمز نشان  هابيوفيلم متوسط )وجود کلنی

 ي بيوفيلم متوسط(دهنده 

 هایی صورتی رنگ( . فاقد بيوفيلم )وجود کلنی

 کنگورد آگار  محيط  در   بيوفيلم  تشکيل  -1تصویر  

از   بيوفيلم  دهندهتشکيل  کلبسيلا  هاي جدایهنتایج حاصل  ي 

بر اساس ضخامت رنگ کریستال ویوله    لوله  کدورت  در روش

  هایی جدایهرسی قرار گرفت.  وله مورد بربر جدار لوله و ک  ل

قابل روکه داراي لایه ئيت رنگ در ک  و جدار ي ضخيم و 

بودند؛   داراي لایهک  هاییجدایهلوله  نازکه  رنگ  اي  از  در تر 

اي  که فاقد هر گونه لایه  هاییجدایهک  و جدار لوله بودند و  

بيوفيلم قوي،    ،به ترتيب  و  از رنگ در ک  و جدار لوله بودند 

دسته   وفيلمبي بيوفيلم  فاقد  و  براساس  متوسط  شدند.  بندي 

آمده   بدست  قوي،    33/33نتایج  بيوفيلم  داراي    40درصد 

و   متوسط  بيوفيلم  داراي  بيوفيلم    66/26درصد  فاقد  درصد 

 بودند. 

 
 بيوفيلم به روش کدورت لوله   تشکيل  -2تصویر  
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بيانگر بيوفيلم قوي )داراي لایه   1در تصویر بالا لوله شماره  

لوله   لوله(،  جدار  و  ک   در  رنگ  روئيت  قابل  و  ضخيم  ي 

نازک نشان  2شماره   اي  )داراي لایه  بيوفيلم متوسط  دهنده 

شماره   لوله  و  لوله(  جدار  و  ک   در  فاقد    هايجدایه  3تر 

بيوفيلم )فاقد هر گونه لایه اي از رنگ در ک  و جدار لوله( 

 دهد. را نشان می

کدورت    و  آگار  کنگورد  يهاوشر  آماري  آناليز  -1جدول شماره  

 بيوفيلم  لوله تشکيل

 تشخیص بیوفیلم های روش
 حساسیت

 )درصد(  

 ویژیگی 

 )درصد(  

 %  54/54 %  28/64 اگار  کنگورد

 %  40 %  5/45 کدورت لوله 

 بحث

 هاايبيمااريدهنده بياوفيلم در بيشاتر  ي تشکيلهاباکتري

یکای از معضالات د و  کنناعفونی نقش به سزایی را ایفاا می

. باشندمی  ي عفونی از جمله عفونت ادراريهامهم در بيماري

ي داراي بيوفيلم باه هاباکتريدرمان  چنينهمو از بين بردن 

. ایان مطالعاه باه باشادمی  علت وجود فنوتيپ مقاوم، دشوار

فنااوتيپی )روش کنگااورد آگااار و روش  هااايروشبررساای 

بدسات   کلبسايلا  هاايجدایهرت لوله( توليد بيوفيلم در  کدو

آمده از بيماران مبتلا به عفونت ادراري پرداخته است. نتاایج 

درصد بيوفيلم قاوي و   50بدست آمده از این پژوهش بيانگر  

-هامدرصد بيوفيلم متوسط در روش کنگورد آگاار و  66/16

درصد باه ترتياب داراي بياوفيلم   40درصد و    33/33  چنين

 دند. از جمله کاساتیکدورت لوله بوقوي و متوسط در روش  

ي مورد مطالعه هاتوان به تعداد کم نمونههاي این مطالعه می

 بررسی یک عفونت )عفونت ادراري( اشاره نمود. چنينهمو  

اي در گرگاان در مطالعاه  2019در ساال    دادگر و همکااران

 هايفنوتيپی و ژنوتيپی در جدایه هايروشتوليد بيوفيلم به 

مورد بررسای  اپيدرميدیس يلوکوکوساستافکلينيکی و ناقل 

ي دادگار و همکااران در رار دادند. نتایج حاصال از مطالعاهق

 ها درصد جدایه36لينيکی نشان داد که ک يهانمونهرتباط با  ا

 

ها داراي بيااوفيلم درصااد جدایااه 22راي بيااوفيلم قااوي و دا

درصاد داراي   29  چناينهممتوسط در روش کدورت لوله و  

درصاد داراي بياوفيلم متوساط در روش  19بيوفيلم قاوي و 

و ي دادگار  ودند. نتایج بدست آمده در مطالعهکنگو رد آگار ب

و کنگاورد آگاار تقریباا   کدورت لولاه  هايروشهمکاران در  

 (.16)  باشدمینتایج مطالعه حاضر   مشابه

 100بر روي    2017اي در سال  نصرتی و همکاران در مطالعه

ادراري، تولياد بياوفيلم را عفونت    نمونه بدست آمده از موارد

کدورت لوله و کنگورد آگار بررسای نمودناد. در   هايروشبه  

درصاد   65درصد جدایه داراي بيوفيلم قاوي،    4این پژوهش  

درصاد فاقاد بياوفيلم در   31جدایه داراي بيوفيلم متوسط و  

بااه روش  هاااجدایااهورد آگااار بودنااد. در بررساای روش کنگاا

درصااد  59راي بيااوفيلم قاوي و درصاد دا 23کادورت لولااه 

ي (. در مقایسااه مطالعااه17سااط بودنااد )داراي بيااوفيلم متو

ي حاضار ميازان تشاکيل بياوفيلم در روش نصرتی و مطالعه

ا کنگورد آگار در این مطالعه بيشتر باوده ولای در مقایساه با

باشاند. از دلایال ميازان روش کدورت لوله داراي تشاابه می

توان به توانایی گوناگون العه را میوت نتایج در این دو مطتفا

 اشاره نمود. محيطیي هافاکتور این دو باکتري در استفاده از

Karigoudar   تان باه در هندوسا 2019و همکاران در ساال

 يهااجدایاهو بياوفيلم در    هااجدایاهبررسی ميزان مقاومت  

جاادا شااده از مااوارد عفوناات ادراري بااه روش  اشریشااياکلی

ماده ورت لولاه پرداختناد. نتاایج بدسات آکنگورد آگار و کد

 4/22داراي بياوفيلم و    هااجدایاهدرصد    6/77نشان داد که  

 چناينهام  .درصد فاقد بيوفيلم در روش کنگو رد آگار بودند

ميزان توليد بيوفيلم به روش کدورت لوله نيز در این مطالعه 

 3/33درصد داراي بيوفيلم قاوي و    7/66صورت پذیرفت که  
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هاي بدست بدسات از (. درصد18د فاقد بيوفيلم بودند )درص

ان داراي اخاتلاف باا پاژوهش و همکار  Karigoudarمطالعه 

کتري تواند در اثر مقاوم شدن بااباشد که این امر میفوق می

ماورد اساتفاده در خاط   هاايبيوتياکآنتای  مذکور در برابار

و همکااااران در  Panda درماااانی عفونااات ادراري باشاااد.

 ویژگای و به بررسای حساسايت ،2015 سال ان درهندوست

باه  سودوموناس و کلبسيلا ،اشریشياکلیي هاباکتريبيوفيلم 

کنگو رد آگار و روش کدورت لولاه پرداختناد. کاه   هايروش

درصد و ویژیگای   81ميزان حساسيت در روش کدورت لوله  

درصاد و   8/16درصد بود و در روش کنگو رد آگار    9/93آن  

ه ترتيب ميزان حساسيت و ویژیگای گازارش درصد ب  09/93

(. نتایج مطالعه حاضر باا نتاایج بدسات آماده باا 19گردید )

Panda    در توليد   هاجدایهو همکاران در ویژیگی و حساسيت

ي تواند نشان دهنادهباشد که این امر میبيوفيلم متفاوت می

ي دو منطقاهدر ایان    فردي  بهداشتتفاوت در ميزان رعایت  

 .باشدگوناگون 

 

 

 یریگیجهنت

و اهميات آن در  هاابااکتريه تولياد بياوفيلم در  توجاه بابا  

-آنتای  برابار  در  باکتري  مقاومت  و ایجاد افزایش  زاییبيماري

-مایمهام  سيار  بررسی توليد بيوفيلم ب  ،متداولي  هابيوتيک

بررساای فنااوتيپی بيااوفيلم در  هااايروشو عاالاوه باار  باشااد

باید ارائه گردد کاه در ایان ژنوتيپی نيز    هايروش،  هاباکتري

 پژوهش به آن پرداخته نشده است.

 تشکر و قدردانی

تحقيقاات  آزمایشاگاه کارکناان از نویساندگان بدینوسايله 

 شامال شعبه رازي سرم سازي و واکسن تحقيقات يمؤسسه

 مطالعه این انجام راستاي در کوششی هيچ از شرق کشور که

 .یندنمامی قدردانی و تشکر دریغ ننمودند،

 تعارض منافع

فعی تضااد مناا  گونه  دارند که هيچویسندگان مقاله ابراز مین

 .وجود ندارد

.
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Introduction 

Biofilm can be called a bacterial community that often forms on living or non-

living surfaces and is common in natural, industrial, and hospital 

environments. Klebsiella pneumoniae as a pathogen has the potential to 

produce biofilms. Understanding biofilm formation in biofilm-forming bacteria 

is important. The aim of this study was to investigate the biofilm formation in 

isolates of Klebsiella pneumoniae from urinary tract infections of Samen Al-

Aeme Hospital in Bojnourd using two phenotypic methods: Concord agar and 

tube turbidity. 

Materials and Methods 

The present study examined 30 samples of positive cultures with Klebsiella 

pneumoniae isolation from patients with urinary tract infections referred to 

Samen Al-Aeme Hospital in Bojnourd. Biochemical tests such as gram stain, 

urea, simon citrate, and TSI were performed to confirm the isolates. Isolations 

for biofilm formation were investigated by the Congo Red Agar method and 

tube testing. 

Results 

In this study, 50% of the isolates had strong biofilm and 16.66% had moderate 

biofilm. Also, in the turbidity method, 33.33% of the pipes had strong biofilm 

and 40% had medium biofilm. 

Conclusion 

In the two methods studied, the studied isolates were able to produce biofilm. 

Due to the production of biofilm in bacteria and its importance in pathogenesis 

and increasing bacterial resistance against common antibiotics, it is very 

important to study the production of biofilm. 

Keywords 

Klebsiella pneumoniae, Urinary tract infection, Biofilm Formation, Congo Red 

Agar, tubular turbidity. 
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