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Abstract 

Background: Biofilm formation is one of the most important mechanisms of 

survival and pathogenicity of Escherichia coli, especially in antibiotic-resistant 

isolates. Beta-lactamase-producing isolates (ESBL) can pose a serious threat to 

patients with colorectal cancer due to increased drug resistance and the ability to 

form biofilms. This study aimed to investigate the biofilm production of ESBL 

isolates and the pattern of drug resistance. 

Materials and Methods: A total of 46 stool samples from colorectal cancer 

patients were collected. The isolates were identified using standard biochemical 

tests. The production of ESBL was phenotypically identified using the Disk 

diffusion method according to CLSI guidelines. Phenotypic identification of 

biofilm was performed using the microtiter plate method. The presence of fimH 

and Luxs1 genes was assessed using polymerase chain reaction (PCR). 

Results: The results showed that 65.2% were capable of forming biofilms. Based 

on optical density in the microtiter plate test, 19.5% formed strong biofilms,19.5% 

formed moderately strong biofilms, and 26% formed weak biofilms. Additionally, 

34.7% were unable to form biofilms. In the genotypic analysis using PCR, the 

fimH and luxs1 genes were evaluated, and the results indicated that a total of 46 

isolates possessed the fimH and luxs1 genes. 

Conclusion: The results of this study indicated that biofilm formation in ESBL-

producing E. coli isolates in colorectal cancer patients is common and may play an 

important role in increasing antibiotic resistance. 
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Introduction  
Biofilm formation represents one of the most 

significant survival mechanisms among 

bacterial pathogens, particularly in isolates 

associated with antibiotic resistance. 

Escherichia coli (E. coli), as a leading cause of 

opportunistic infections in 

immunocompromised individuals, including 

cancer patients, is capable of forming biofilms 

that enhance its resistance to antimicrobial 

agents and facilitate persistent infections. 

Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-

producing E. coli isolates are of critical clinical 

importance due to their ability to hydrolyze a 

wide range of beta-lactam antibiotics, including 

third-generation cephalosporins. This 

resistance, combined with biofilm formation, 

contributes to treatment failures and increased 

morbidity and mortality, especially in patients 

undergoing chemotherapy or radiotherapy for 

colorectal cancer. 

Colorectal cancer patients are especially 

vulnerable due to their immunosuppressive 

status and frequent hospitalizations, which 

expose them to nosocomial pathogens. 

Furthermore, the gastrointestinal tract serves as 

a reservoir for E. coli, making colonization and 

infection a common phenomenon in these 

individuals. 

Understanding the phenotypic and genotypic 

characteristics of biofilm-forming ESBL-

producing E. coli isolates is vital for infection 

control and the development of effective 

therapeutic strategies. This study aimed to 

investigate the ability of ESBL-producing E. 

coli isolated from colorectal cancer patients to 

form biofilms to evaluate the presence of 

biofilm-associated genes (fimH and luxS), and 

to assess the relationship between biofilm 

formation and antibiotic resistance profiles. 

METHODOLOGY 

This cross-sectional study was conducted on 46 

stool samples obtained from colorectal cancer 

patients admitted to a tertiary care hospital. 

Standard microbiological techniques were 

employed for the isolation and identification of 

E. coli isolates. Initial identification was based 

on colony morphology, Gram staining, and 

conventional biochemical tests. Phenotypic 

confirmation of ESBL production was 

performed using the disk diffusion method 

according to the Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) guidelines, with 

cefotaxime, ceftazidime, and their respective 

combination disks containing clavulanic acid. 

The ability of the isolates to form biofilms was 

assessed using the microtiter plate assay, a 

well-established quantitative method based on 

crystal violet staining. Biofilm formation was 

categorized as “strong”, “moderate”, “weak”, 

or “none”, based on the absorbance readings. 

For genotypic analysis, DNA extraction was 

carried out using a standard boiling method. 

Polymerase chain reaction (PCR) was used to 

detect the presence of two biofilm-associated 

genes: fimH (encoding type 1 fimbrial 

adhesion) and luxS (involved in quorum 

sensing and biofilm regulation). Specific 

primers were employed, and PCR products 

were visualized using agarose gel 

electrophoresis. Antibiotic susceptibility testing 

for the isolates was also conducted using the 

Disk diffusion method to identify resistance 

patterns and evaluate potential correlations 

with biofilm formation. 

RESULTS 

Among the 46 ESBL-producing E. coli isolates 

analyzed in this study, 65.2% demonstrated the 

ability to form biofilms. Based on the optical 

density values obtained from the microtiter 

plate assay, 19.5% of the isolates formed strong 

biofilms, 19.5% formed moderately strong 

biofilms, and 26% exhibited weak biofilm 

formation. The remaining 34.7% of the isolates 

were classified as non-biofilm formers. 

PCR analysis revealed that all 46 isolates 

harbored both the fimH and luxS genes, 

indicating a strong genotypic potential for 
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biofilm formation. Notably, the presence of 

these genes was observed regardless of the 

phenotypic biofilm-forming capacity, 

suggesting that additional regulatory 

mechanisms may influence gene expression 

and phenotypic manifestation. 

Antibiotic susceptibility testing showed a high 

level of resistance among biofilm-forming 

isolates compared to non-biofilm formers. The 

majority of strong biofilm producers exhibited 

multidrug resistance (MDR), particularly 

against fluoroquinolones, aminoglycosides, and 

trimethoprim-sulfamethoxazole. This 

observation supports the hypothesis that 

biofilm formation contributes significantly to 

antimicrobial resistance, likely due to the 

protective extracellular matrix and the presence 

of dormant cells within the biofilm structure. 

DISCUSSION 

The findings of this study emphasize the high 

prevalence of biofilm formation among ESBL-

producing E. coli isolates in colorectal cancer 

patients. The co-existence of ESBL production 

and biofilm-forming capacity represents a 

serious therapeutic challenge, particularly in 

immunocompromised hosts. Biofilms not only 

hinder the penetration of antibiotics but also 

enable bacteria to evade host immune 

responses, facilitating chronic infections. 

The universal presence of fimH and luxS genes 

among the isolates highlights their potential 

role in biofilm development. The fimH gene is 

known to mediate the initial attachment of 

bacteria to epithelial cells and abiotic surfaces, 

while luxS is involved in the synthesis of 

autoinducer-2 (AI-2), a quorum sensing signal 

molecule that regulates biofilm maturation. 

However, the discordance between gene 

presence and phenotypic expression suggests 

that biofilm formation is a complex process 

influenced by multiple environmental and 

regulatory factors. 

The strong association between biofilm 

formation and antibiotic resistance underscores 

the importance of considering biofilm-related 

phenotypes in clinical microbiology. 

Traditional susceptibility testing may not 

adequately reflect the in vivo efficacy of 

antibiotics against biofilm-embedded bacteria. 

Therefore, incorporating biofilm assessments 

into routine diagnostic procedures may aid in 

tailoring more effective treatment regimens. 

CONCLUSIONS 

In conclusion, this study demonstrates a high 

prevalence of biofilm formation among ESBL-

producing E. coli isolated from colorectal 

cancer patients. The detection of biofilm-

associated genes in all isolates indicates a 

widespread genetic potential for biofilm 

formation, although phenotypic expression 

varies. A clear association was observed 

between biofilm formation and increased 

antibiotic resistance, highlighting the need for 

integrated approaches to manage infections 

caused by such pathogens. 

Given the clinical implications, it is crucial to 

develop targeted strategies for preventing and 

disrupting biofilms in hospital settings, 

particularly in oncology wards. Future research 

should focus on the molecular regulation of 

biofilm-related genes and explore novel anti-

biofilm therapies to combat multidrug-resistant 

bacterial infections effectively. Understanding 

the prevalence and molecular basis of biofilm 

formation in ESBL-producing E. coli isolates 

can guide the implementation of more stringent 

hygiene practices in oncology units. These 

practices may include enhanced screening 

protocols for colonized patients, better 

disinfection strategies for medical equipment, 

and improved patient isolation procedures to 

prevent horizontal gene transfer and cross-

contamination.  

Moreover, the findings support the integration 

of molecular diagnostics into routine clinical 

practice. Rapid detection of biofilm-associated 

genes such as fimH and luxS can provide 

clinicians with early indicators of potential 

biofilm-related complications, allowing for 

timely intervention. Incorporating molecular 

tools in diagnostic laboratories would enhance 

the speed and accuracy of microbial 
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characterization, leading to more personalized 

and effective treatment plans for vulnerable 

patients. 

Furthermore, this research contributes to the 

growing body of evidence emphasizing the 

need for alternative therapeutic approaches, 

such as the use of biofilm-disrupting agents, 

bacteriophages, or quorum sensing inhibitors. 

These strategies, either alone or in combination 

with conventional antibiotics, hold promise in 

overcoming the limitations posed by biofilm-

mediated resistance. Continued research into 

these areas, along with surveillance of 

resistance trends, is essential to mitigate the 

public health threat posed by multidrug-

resistant organisms in cancer care settings. 
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 ها: کلیدواژه
اشرشیاکلی، بیوفیلم، ژن 

fimH ژن ،Luxs1 سرطان ،
 .کولورکتال

 چکیده
 

های  ویژه در ایزوله های بقاء و پاتوژنسیته اشرشیاکلی به ترین مکانیسم تشکیل بیوفیلم یکی از مهم: زمینه و هدف

( با افزایش مقاومت دارویی و ESBLهای تولیدکننده بتالاکتاماز وسیع الطیف ) بیوتیک است. ایزوله مقاوم به آنتی

بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال ایجاد کنند. این مطالعه  توانند تهدید جدی برای توانایی تشکیل بیوفیلم می

 و الگوی مقاومت دارویی انجام شد. ESBLهای  باهدف بررسی تولید بیوفیلم ایزوله

ها با استفاده از  ایزولهآوری شد.  نمونه از مدفوع بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال جمع 46تعداد : هاروش مواد و
با استفاده از روش دیسک به روش فنوتیپی  ESBLتولید  .بیوشیمیایی استاندارد شناسایی گردیدندهای  تست

. شناسایی فنوتیپی بیوفیلم به روش میکروپلیت انجام شد. حضور انجام شد  CLSIدیفیوژن طبق دستورالعمل
 ( انجام شد.PCRای پلیمراز ) واکنش زنجیرهبا استفاده از  Luxs1 و fimHهای  ژن

. براساس میزان جذب نوری در آزمون قادر به تشکیل بیوفیلم بودند از نمونه ها %2/65نتایج نشان داد که  :هایافته
% بیوفیلم ضعیف تشکیل دادند. همچنین 26% بیوفیلم با شدت متوسط و 5/19% بیوفیلم قوی، 5/19میکروتیتر پلیت 

 luxs1 و fimHهای  ، ژنPCRنوتیپی با استفاده از روش % فاقد توانایی تشکیل بیوفیلم بودند. در بررسی ژ7/۳4
 بودند. luxs1 و fimHهای  ایزوله دارای ژن 46مورد ارزیابی قرار گرفتند که 

در بیماران  ESBLتولیدکننده  E.coliهای  نتایج این مطالعه نشان داد که تشکیل بیوفیلم در ایزوله :گیری یجهنت
بیوتیکی ایفا کند. شناسایی و  تواند نقش مهمی در افزایش مقاومت آنتی مبتلا به سرطان کولورکتال شایع است و می

 تواند نقش مهمی در بهبود روند درمان این بیماران داشته باشد. کنترل این عوامل می
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 مقدمه.۱

Escherichia coli  یها پاتوژن نیتر از مهم یکی 
است که در   و جامعه یمارستانیب یها طلب در عفونت فرصت

 راتییتغ لی، به دل(CRC) 1مبتلا به سرطان کولورکتال مارانیب
نقش  ،یدرمان یمیاز ش یناش یمنیروده و ضعف ا ومیکروبیم

 فیبا ط ازلاکتام-بتا دکنندهیتول یها . ایزولهکند یم فایا یمهم
ه 2گسترد

(ESBL)  مقاومت به  لیبه دل یباکتر نیا
 یها چالش ها، نیبتالاکتام، مانند سفالوسپور یها کیوتیب یآنت

عنوان  به لم،یوفیب لیتشک .[1] اند کرده جادیا یتوجه قابل یدرمان
را  E.coli ها، مقاومت عفونت یداریدر پا یدیکل سمیمکان کی

. کند یم تیتقو زبانیم یمنیو پاسخ ا ها کیوتیب یدر برابر آنت
 یدیساکار یپل کسیدر ماتر ییایکه جوامع باکتر ها، لمیوفیب

مزمن و مرتبط با سرطان کولورکتال،  یها هستند، در عفونت
. [2] نقش دارند ،یماریب شرفتیالتهاب و پ جادیدر ا ژهیو به
روده و استفاده مکرر  سیوسیب سید لیلبه د یسرطان مارانیب

 بیوتیک به آنتی مقاوم یها مستعد عفونت ها کیوتیب یاز آنت
 مانند ییها ژن ریتأث تحت E.coli در لمیوفیب لیتشک. [۳] هستند

fimH و luxS قرار دارد. ژن  fimHچسبنده  یها نیکه پروتئ
به  یچسبندگ یبرا کند، یرا کد م 1نوع  یها لیبریف

  ژن. [4] است یضرور لمیوفیب لیو تشک زبانیم یها سلول
luxSدیاست، با تول لینگ دخیکوروم سنس ستمیکه در س 

 یگروه یرفتارها (Autoinducer-2) خودالقاگر یها مولکول
 یها ایزوله. [5] کند یم میرا تنظ لمیوفیب لیو تشک ها یباکتر

ESBL  مقاومت مانند یها ژناغلب aac(6')-Ib  را حمل
را  ها نولونیو فلوروک دهایکوزینوگلیکه مقاومت به آم کنند یم
 نیاد. داشته باش ییافزا هم لمیوفیبا ب تواند یو م کند یم قاال
 لیمبتلا به سرطان کولورکتال که به دل مارانیدر ب ها یژگیو

 تیهستند، اهم دیشد یها در معرض عفونت یمنینقص ا
 لیمبتلا به سرطان کولورکتال به دل مارانیب. [6]د دارن یا ژهیو
و  یمنیکننده ا سرکوب یها روده، درمان ومیکروبیم راتییتغ

از  یناش یها در برابر عفونت ها، کیوتیب یاستفاده گسترده از آنت
. [7] هستند ریپذ بیآس ESBL دکنندهیتول E.coli یها ایزوله

در روده  ییایباکتر یها لمیوفیب هاند ک مطالعات نشان داده
 راتییالتهاب و تغ شیبا افزا CRC مبتلا به مارانیب

 .[2] مرتبط هستند E-cadherin مانند کاهش کیپروآنکوژن
 لیتشک نیدرباره ارتباط ب یحال، اطلاعات محدود نیباا

                                                                                          
1 Colorectal cancer 
2 Extended-spectrum Beta-Lactamases 

مقاومت  ی( و الگوهایپیو ژنوت یپی)از نظر فنوت لمیوفیب
 مارانیب نیشده از اجدا  E.coli یها در ایزوله یکیوتیب یآنت

 تر قیدق یبه بررس ازیشکاف دانش، ن نیوجود دارد. ا
را برجسته  ها ایزوله نیدر ا یپیو فنوت یمولکول یها سمیمکان

 یپیو ژنوت یپیفنوت یمطالعه باهدف بررس نیا. [۳] کند یم
  ESBL دکنندهیتول E.coli یها در ایزوله لمیوفیب لیتشک

 یابیمبتلا به سرطان کولورکتال و ارز مارانیجداشده از ب
انجام شده است.  یکیوتیب یمقاومت آنت یارتباط آن با الگوها

در  لمیوفیبه درک بهتر نقش ب تواند یپژوهش م نیا جینتا
سرطان کولورکتال کمک  شرفتیمقاوم و پ یها شدت عفونت

ها در  عفونت تیریمد یبرا یمؤثرتر یدرمان یکرده و راهکارها
 .ارائه دهد مارانیب نیا

 ها . مواد و روش۲

نمونه مدفوع از بیماران سرطانی  50در ابتدا تعداد 
مقاوم به  E.coliهای  آوری شد. همه ایزوله جمع

های نسل سوم )مانند سفتازیدیم یا سفوتاکسیم(  سفالوسپورین
. [8]انتخاب شدند  ESBLعنوان کاندید برای غربالگری  به

 (ESBL)الطیف  هایی که تولیدکننده بتالاکتاماز وسیع نمونه
 بودند، برای انجام آزمایشات بعدی وارد مطالعه شده و

مثبت  ESBLهایی که متعلق به بیماران سرطانی نبوده و  نمونه
صورت مقطعی و   ین مطالعه بهانبودند، از مطالعه خارج شدند. 

از مثبت  ESBLبا مدفوع  نمونه بالینی 46توصیفی بر روی 
ماهه دوم سال  6در  بیماران سرطانی بستری در بیمارستان

در مرکز تحقیات عفونی دانشگاه علوم پزشکی اراک  140۳
 آگارکانکی  مکها بر روی محیط  نمونهکشت انجام شد. 

(MacConkey agar) ها با استفاده از  و ایزوله انجام شد
[8] گردیدهای بیوشیمیایی استاندارد شناسایی  تست

. 
بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال علائم بالینی بیماران: 

کننده در این مطالعه عمدتاً دارای علائم بالینی شامل  شرکت
 اسهال، کرامپ شکمی، حالت تهوع، استفراغ و تب بودند.

 شناسایی باکتری

کانکی  های باکتریایی ابتدا بر روی محیط کشت مک ایزوله
براساس   E.coliهای مشکوک به شدند و کلنیکشت داده  آگار

هویت  ییدتأبرای  های مورفولوژیکی انتخاب شدند. ویژگی
 های بیوشیمیایی استاندارد شامل آزمون اکسیداز باکتری، تست

(Oxidase test)فرمانتاتیو-، تست اکسیداتیو (OF test) تست ،
، تست هیدرولیز (VP) پروسکائور-، تست وگس(MR) متیل رد

و  (Catalase test) ، تست اکسیداز کاتالاز (Urease test)هاور
تست کاتابولیز قندها )مانند گلوکز، لاکتوز( انجام شد. 
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  E.coliها با خصوصیات کلاسیک  هایی که نتایج آن ایزوله
[8] شدند ییدتأ E.coli عنوان مطابقت داشت، به

.  
 ESBL  تشخیص تولید

های ترکیبی  روشتوسط  ESBL تعیین تولیدکنندگی
CLSIهای دیسک دیفیوژن مطابق با دستورالعمل

1
نجام شد. ا  

های  بیوتیک ها نسبت به آنتی طور خلاصه، حساسیت ایزوله به
میکروگرم(  ۳0)و سفوتاکسیم  میکروگرم( ۳0) سفتازیدیم

موردبررسی قرار  (10/۳0) تنهایی و همراه با کلاولانیک اسید به
هاله عدم رشد در   متر قطر یمیل 5حداقل  گرفت. افزایش

بودن  بیوتیک تنها، مثبت اسید نسبت به آنتی حضور کلاولانیک
نتایج  ییدتأهمچنین به منظور  .[9] را نشان داد  ESBL تولید

انجام شد  PCRبه روش  bla-CTX-Mفنوتیپی، شناسایی ژن 
عنوان کنترل مثبت  به E.coli ATCC 35218. از سویه [10]

 .[11]استفاده شد 
 بررسی فنوتیپی بیوفیلم:

 تشکیل بیوفیلم با استفاده از روش میکروتیتر پلیت

(Microtiter Plate Assay)  5ارزیابی شد. هر ایزوله در 
 %1 حاوی  Tryptic Soy Broth (TSB) لیتر محیط میلی

گراد و با  درجه سانتی ۳7ساعت در دمای  24گلوکز، به مدت 
انکوبه شد. سپس،   (shaking) دور در دقیقه 180سرعت 

فارلند تنظیم و  سوسپانسیون باکتریایی به میزان نیم مک
. گیری گردید نانومتر اندازه 625جذب نوری آن در طول موج 

معادل  میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری 100در مرحله بعد، 
107 CFUs  میکرولیتر محیط 900به TSB گلوکز  %1 حاوی

میکرولیتر از این  200نهایت، استریل اضافه شد. در
های صفحه  به چاهک CFUs 6 10×2  معادلن سوسپانسیو

 ۳7ساعت در دمای  24میکروتیتر منتقل گردید و به مدت 
پس د. دور در دقیقه انکوبه ش 75گراد با سرعت  درجه سانتی

ها تخلیه و سه بار با محلول  از انکوباسیون، محتویات چاهک
خشک شوند.  تا اجازه داده شد نرمال سالین شسته شده و

کردن بیوفیلم به  ثابتمیکرولیتر متانول به منظور  200سپس، 
دقیقه باقی گذاشته شد. پس از  15ها اضافه و به مدت  چاهک

در مرحله . ها خشک شدند این زمان، متانول تخلیه و چاهک
به  %05/0 میکرولیتر محلول کریستال ویوله 200بعد، 
دقیقه انکوبه گردید. سپس  5و به مدت ها افزوده شد  چاهک

ها سه بار با نرمال سالین شسته  کریستال ویوله تخلیه و چاهک
میکرولیتر اتانول به  200درنهایت، . شده و خشک شدند

درجه  ۳7دقیقه در دمای  ۳0ها اضافه و به مدت  چاهک
قرار گرفت. سپس محلول داخل  shaking گراد همراه با سانتی

                                                                                          
1 Clinical and Laboratory  Standards Institute 

حه جدید منتقل و جذب نوری در طول موج ها به صف چاهک
از  .گیری شد نانومتر توسط دستگاه الایزا ریدر اندازه 595
عنوان کنترل مثبت استفاده  به   E.coli ATCC 35218 ایزوله

 .[12] شد
 :Luxs1و  fimHی ها شناسایی مولکولی ژن

 اشرشیا کلیهای  ژنومی از تمامی جدایه DNAاستخراج 
ESBL با استفاده از کیت استخراج  مثبتDNA  ،Favorgen 

 :YTA, Iran, cat. No))طبق دستورالعمل شرکت سازنده 

FATGK 001, Lot. No: CB604121922 .غلظت و  انجام شد
نانومتر توسط  260/280شده در طول موج  خالص DNAجذب 

 DNAغلظت  دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ تعیین شد.

پیکومول  10نانوگرم بود و   50تا  20بین مورداستفاده  یالگو
صورت جداگانه  به reverseو  forwardاز هر یک از پرایمرهای 

های مرتبط با تشکیل بیوفیلم  برای شناسایی ژن استفاده شد.
fimH و Luxs1 واکنش ،PCR های  با استفاده از پرایمر

اختصاصی انجام شد. شرایط چرخه حرارتی شامل دناتوراسیون 
دقیقه، به دنبال آن  5گراد به مدت  درجه سانتی 94اولیه در 

گراد به  درجه سانتی 94چرخه شامل دناتوراسیوت در  ۳5
 ۳0ها طبق دمای مربوطه به مدت  دقیقه، اتصال پرایمر 1مدت 

دقیقه  5گراد به مدت  درجه سانتی 72سازی در  ثانیه، طویل
 .[1۳،14] (1جدولبود )
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 های مورداستفاده در مطالعه : پرایمر1جدول
Refer

ence 
دمای 

Annealing(°C
) 

اندا
 زه

ژن  رو به جلو پرایمر معکوس پرایمر
 هدف

 [1۳] 58 20
4bp 

5´-
AGGTTTTGGCTTTTCGCACAA

-3´ 

5´-
AATTGCCGTGCTTATTTTGCG-3´ 

fi
mH 

[14] 58 17
9bp 

5´-
CAGCAAACAAGTGCTCCAGG-

3´ 

5´-
TACCGGAGGTGGCTAAATGC-3´ 

L
uxs1 

 [10] 58 54
4 bp 

5´-
CGATATCGTTGGTGGTGCCAT

-3´ 

5´-
TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA

-3´ 

Bl
a-

CTX-
M 

 
 

توسط دستگاه آنالایزر  PCRهای تولیدی از  فرگمنت
یابی  های توالی همچنین داده .تعیین توالی شدند ABIژنتیکی 

 Chromas, BLAST (Basic Localهای  افزار با استفاده از نرم

Alignment Search Tool) , MEGA 4.0 تحلیل  و تجزیه
 شدند.

 . نتایج3

 ESBLایزوله  46بررسی فنوتیپی تشکیل بیوفیلم در 

محاسبه شد. تفسیر  (OD)صورت میانگین جذب نوری  به

-Cut)توانایی تشکیل بیوفیلم براساس روش تعیین حد آستانه 

off OD )که حد آستانه  طوری به ؛صورت گرفت(ODc)  برابر با

برابر انحرف  ۳کنترل منفی +  (OD) میانگین جذب نوری

گروه  ۳ها به  اساس، جدایه شود. براین معیار آن محاسبه می

ز نظر توانایی تشکیل بیوفیلم ضعیف و منفی ا ،قوی، متوسط

 ۳0نتایج نشان داد که . [15] (2جدول ) طبقه بندی گردیدند

قادر به تشکیل بیوفیلم بودند. براساس میزان  %(2۳/65) ایزوله

 %(57/19) ایزوله 9جذب نوری در آزمون میکروتیتر پلیت، 

بیوفیلم با شدت متوسط و  %(57/19) ایزوله 9 بیوفیلم قوی،

بیوفیلم ضعیف تشکیل دادند. همچنین  %(09/26) ایزوله 12

فاقد توانایی تشکیل بیوفیلم بودند  %(77/۳4) ایزوله 16

توجه توانایی تشکیل  ها بیانگر شیوع قابل این یافته .(۳جدول )

جداشده از بیماران سرطانی  ESBLهای  بیوفیلم در بین ایزوله

 است.
 

 محدوده موردنیاز برای محاسبه بیوفیلم :2جدول 

 
 ESBLهای  : توزیع شدت تشکیل بیوفیلم در ایزوله۳جدول 

ها  تعداد جدایه (%) درصد
(n) 

 شدت تشکیل بیوفیلم

 (Strong) قوی 9 57/19
 متوسط 9 57/19

(Moderate) 
 (weak) ضعیف 12 09/26
 (Negative) منفی 16 77/۳4

 

ها از نظر حضور  نشان داد که تمامی ایزوله PCR نتایج

اما نتایج فنوتیپی تشکیل  ؛مثبت بودند luxS1و  fimHهای  ژن

ها توانایی  از ایزوله %65 بیوفیلم نشان داد که تنها حدود

 .(1شکل )تشکیل بیوفیلم داشتند 

 
  PCR: الکتروفورز محصولات 1شکل 

 به ترتیب از سمت چپ 
 1های  ، ستونM 50bp%، لدر 1روی ژل آگارز  fimHهای  ژن

کنترل منفی  2بازی و ستون  204bpهای مثبت با باند  نمونه ۳و 

بدون 

 چسبندگی

چسبندگی 

 ضعیف

چسبندگی 

 متوسط

چسبند

 گی قوی

OD ≤ 

ODc 
ODc<OD≤

2× ODc 
2 × 

ODc<OD≤4× 

ODc 

4 × 

ODc < 

OD 
OD: optical dencity            ODc : cut-off OD                  

Value: OD595nm 
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 1شمارة  ،۳۳، دورة 1405 اردیبهشتو  فروردینسبزوار،  یدانشگاه علوم پزشک

 )آب دیونیزه(.
نمونه  5و  4های  ، ستونM 50bp، لدر  Luxs1وسط ژن 

 کنترل منفی )آب دیونیزه( 6و ستون  179bpمثبت با باند 
 E.coli ATCCسویه bla-CTX-M سمت راست ژن 

35218، M  50لدرbp نمونه مثبت با باند  9و  8، 7، ستون
544bp   

 
 شده توسـط ایزولـه   میکروسکوپی بیوفیلم قوی تشکیل: نمای 2شکل 

E.coli دارای ESBL   آمیـزی   جداشده از بیمار مبتلا به سـرطان، رنـگ
 (1000×شده با کریستال ویوله )بزرگنمایی 

 

 گیری . بحث و نتیجه4

های  ایزولهاز % 2/65 نشان داد که حاضرنتایج مطالعه 

E.coli  تولیدکنندهESBL  بیوفیلم بودند که از قادر به تشکیل

% بیوفیلم ضعیف 26متوسط و  %5/19 قوی، %5/19 این میان

نشان داد  که ای مطالعهنتایج ها با  یافته تشکیل دادند. این

بیوفیلم تولید  ESBLتولیدکننده  E.coliهای  از ایزوله 9/61%

نوری و همکاران   مطالعه . نتایج[16] کنند، همخوانی دارد می

جداشده از بیماران  E.coliهای  از ایزوله %9/۳6 ، تنهاانجام شد

که  مبتلا به سرطان کولورکتال توانایی تشکیل بیوفیلم داشتند

بیوفیلم  %6/66 ها بیوفیلم متوسط تا قوی و از آن ۳/۳۳%

و همکاران  نشان  Hatayamaمطالعه . [17] ضعیف تولید کردند

مثبت قادر به  ESBLهای   E.coliهای  % از ایزوله70داد که 

در یک مطالعه متاآنالیزی که به  .[18]تولید بیوفیلم بودند 

بیوتیکی در  بررسی ارتباط بین تشکیل بیوفیلم و مقاومت آنتی

ساز  ها بیوفیلم % از ایزوله4/74پرداخته شد؛  E.coliهای  ایزوله

% 6/۳8% متوسط و 2/۳5% قوی، 6/28بودند و از این میان 

و همکاران  Raskovمطالعه  .[19]دادند بیوفیلم ضعیف تشکیل 

تلیوم سطحی  تنها روی اپی بار تشکیل بیوفیلم را نه اولین

 ها در بیماران مبتلا به سرطان  کولون، بلکه در عمق کریپت

بررسی کرد.  PNA-FISHکولورکتال با استفاده از پروب 

های کولون بیماران  ها در کریپت ها نشان داد بیوفیلم نتایج آن

CRC کند که منجر به تسریع کارسینوژنز از طریق  رشد می

گردد  های مضر می تلیال، التهاب و جهش نفوذ در عمق اپی
بیمار  ۳24و همکاران روی  Zhang. در پژوهشی که توسط [20]

% از 44بودند، حدود  E.coliسرطانی که دچار عفونت خونی با 

توانایی تشکیل بیوفیلم داشتند و درصد  E.coliهای  ایزوله

ومیر  بودند. همچنین مرگ ESBLها مولد  زیادی از این ایزوله

طور  ساز داشتند به روزه در بیمارانی که ایزوله بیوفیلم 90

در بررسی ژنوتیپی با استفاده از  .[21]معناداری بیشتر بود 

مورد  luxs1و  fimHهای  در مطالعه حاضر، ژن PCRروش 

های  ایزوله دارای ژن 46یابی قرار گرفتند که در مجموع ارز

fimH  وluxs1  .بودند 

 فرایند تنها نه چندگانه، های مکانیسم طریق از ها ژن این 

 کنند، می تسهیل را اپیتلیال سطوح به باکتری اولیه چسبندگی

و ایجاد  (EPS1) سلولی خارج ماتریکس تولید تنظیم با بلکه

پایدار، محیطی محافظتی در برابر عوامل بعدی  ساختارهای سه

[22،2۳] نمایند ضد میکروبی ایجاد می
که کدکننده   fimH ژن .

های میزبان  است، با اتصال به گلیکوپروتئین 1فیمبریه نوع 

های اپیتلیال روده،  روی سلول CEACAM6 (CD66c)مانند 

امکان استقرار اولیه باکتری و نفوذ به لایه مخاطی را فراهم 

خاصیت چسبندگی را افزایش داده و  ،این تعامل. سازد می

ای که مطالعات نشان  گونه به ؛کند تشکیل بیوفیلم را تسریع می

تواند  های اختصاصی می با آنتاگونیست  fimHدهند مهار می

و  زارعی. در مطالعه [22]دهد  کاهش %70 تشکیل بیوفیلم را تا

در مقایسه  CRCهای  در ایزوله fimH حضور قوی ژن همکاران

بیشترین  fimHکه  طوری و افراد سالم مشاهده شد؛ بهIBD با 

. نتایج پژوهش [24]داشت  CRCهای  %( را در ایزوله82شیوع )

Jin سنجی ژن  و همکاران که توالیfimH های  در ایزولهE.coli 

را بررسی کردند، نشان داد وجود  CRCدر مدفوع بیماران 

موجب افزایش  Mannose-binding fimHهای خاص در  جهش

توانایی  fimHشود و حذف ژن  زایی در مدل موشی می سرطان

ایزوله  E.coliای روی  . مطالعه[25]دهد  تومورزایی را کاهش می

                                                                                          
1 Extracellular Polymeric Substances 
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MG1655 هایی که منجر به افزایش  باهدف مشاهده جهش

شدند انجام شد. نتایج  تر می زی قویچسبندگی و بیوفیلم سا

تری نسبت  یافته، بیوفیلم قوی های جهش نشان داد که ایزوله

 از سوی دیگر، ژن. [26]های اولیه تشکیل دادند  به ایزوله

luxS عنوان بخشی از سیستم کوروم سنسینگ  به(QS) 

است  (AI-2)خودالقا  سیگنالینگ های مسئول سنتز مولکول

سلولی در تشکیل بیوفیلم و بیان فاکتورهای  که هماهنگی بین

شدن این سیستم منجر به  فعال .کند ویرولانس را تنظیم می

ساکاریدهای ماتریکس خارج سلولی و تشدید  افزایش تولید پلی

شود.  ها می بیوتیک ها در برابر نفوذ آنتی مقاومت ذاتی بیوفیلم

ترکیباتی با   luxSها حاکی از آن است که مهار انتخابی پژوهش

را  (motAو  pfS) های مرتبط با بیوفیلم مانند بربرین، بیان ژن

توجهی تغییر  طور قابل سرکوب کرده و مورفولوژی سلولی را به

کند،  تنها ساختار بیوفیلم را مختل می تغییرات نه ؛ ایندهد می

بلکه حساسیت باکتری را به عوامل ضدمیکروبی افزایش 

 E.coliدر باکتری   luxsکه روی ژن ای . در مطالعه[2۳] دهد می

هایی  انجام شد، نتایج نشان داد باکتری )نوع مقاوم به کارباپنم(

تری ساختند، مقاومت  بودند بیوفیلم قوی luxsکه دارای ژن 

در بدن  (IL-6)بیشتری به داروها داشتند و میزان التهاب 

در  Luxsهایی که ژن  میزبان بیشتر بود. در مقایسه باکتری

تر  ها راحت اکتریها خاموش بود، بیوفیلم ضعیف داشتند و ب نآ

پژوهشی باهدف  .[27]ازبین رفتند و التهاب کاهش پیدا کرد 

در  bolaو  fimH  ،Luxsژن کلیدی ۳حذف  تأثیربررسی 

روی کاهش E.coli ATCC 25922P ایزوله آزمایشگاهی  

سازی انجام شد. پژوهشگران با استفاده از  بیوفیلم

CRISPER/Cas9 ها را حذف کرده و با  این ژنqPCR یید به تأ

گیری  رسیدند. میزان بیوفیلم با آزمون کریستال ویوله اندازه

ها مشاهده شد  توجه بیوفیلم در این ایزوله شد و کاهش قابل
ارتباط مستقیمی بین توانایی تشکیل . در مطالعه حاضر [14]

 بررسیی موردها  ایزولهبیوتیکی در  بیوفیلم و مقاومت آنتی

شیمیایی، -های بالغ با ایجاد سد فیزیکی مشاهده شد. بیوفیلم

زمان با ترشح  ها را کاهش داده و هم لاکتام-نفوذپذیری بتا

تخریب داروها را تسریع  (ESBLs)الطیف  بتالاکتامازهای وسیع

ایزوله  61. برای مثال در پژوهشی که روی [22،28] کنند می

کلی مربوط به عفونت مجاری ادراری انجام شد، بالینی اشرشیا

ها قادر به  % ایزوله9۳بودند و  ESBLها مولد  % ایزوله75تقریبا 

هایی با تیپ  تشکیل بیوفیلم بودند. همچنین ایزوله

FimH30/ST131 در  .[29]ساز بودند  زیرگروه قوی بیوفیلم

 AmpCو   ESBLایزوله کلینیکی شامل 109ای دیگر،  مطالعه

ساز قوی  ها بیوفیلم % ایزوله8۳بررسی شدند. نتایج نشان داد 

مثبت، بیوفیلم قوی ساختند  ESBL% 62هستند. از این گروه 
براین، تراکم بالای سلولی در بیوفیلم، انتقال افقی  علاوه .[۳0]

ها را تسهیل  های مقاومت از طریق پلاسمیدها و ترانسپوزون ژن

عنوان یک  های بیمارستانی به محیطکند که این پدیده در  می

طلب محسوب  های فرصت چالش جدی در درمان عفونت

دهند که بیان  مطالعات مولکولی نشان می. [28] شود می

شدن مسیرهای  فعال luxSو  fimH های زمان ژن هم

سیگنالینگ مرتبط با استرس اکسیداتیو را تحریک کرده و 

ها را افزایش  بیوتیک نتیبقای باکتری در برابر دفاع میزبان و آ

در بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال، ضعف  .[2۳] دهد می

درمانی و تخریب بافت روده،  سیستم ایمنی ناشی از شیمی

های باکتریایی فراهم  آلی برای استقرار بیوفیلم شرایط ایده

تنها خطر  ها در این بیماران نه کند. تجمع بیوفیلم می

دهد، بلکه با ایجاد التهاب  افزایش می های سیستمیک را عفونت

این  .[22] نماید موضعی، پیشرفت تومور را نیز تسریع می

های تشکیل  زمان مکانیسم گیری هم ها اهمیت هدف یافته

بیوفیلم و مقاومت آنزیمی را در رویکردهای درمانی جدید 

مثال، استفاده از ترکیبات مهارکننده  عنوان سازد. به برجسته می

های غیر  بیوتیک سنسینگ )مانند بربرین( در کنار آنتی کوروم

تواند اثربخشی درمانی را  ها( می لاکتام )مثل فلوروکینولون-بتا

کارگیری نانوذرات حاوی  همچنین، به .[2۳] بهبود بخشد

به دلیل خاصیت ضد بیوفیلم و القای  (ZnO)  های روی یون

ای مطالعات آینده ای بر آپوپتوز باکتریایی، گزینه امیدوارکننده

های بالینی از نظر حضور  غربالگری ایزوله بنابراین .[28،۳1] است

عنوان یک نشانگر  تواند به می luxS و  fimHهای زمان ژن هم

های مقاوم در بیماران سرطانی  آگهی برای عفونت پیش

های چندظرفیتی  مورداستفاده قرار گیرد. توسعه واکسن

های مرتبط با  و پروتئین 1نوع های  هدفمند علیه فیمبریه

های مهار آنزیم  کوروم سنسینگ، به همراه استراتژی

ها  تواند راهبردهای نوینی در کنترل این عفونت بتالاکتاماز، می

دست آمده از این مطالعه  با وجود نتایج ارزشمند به ارائه دهد.

هایی از جمله حجم نمونه محدود، عدم انجام  محدودیت
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