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  1403 پاییز پذیرش برای چاپ:                                                      1403 تابستان دریافت مقاله:

 چکیده 

فیلم تشکیل بیو .ده استنقش مهم استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین در ایجاد عفونتهای دستگاه ادراری به اثبات رسی :سابقه و هدف
 شود. هدف مطالعه حاضر، سنجش اثر غلظتهایدر سیستم ادراری هستند که می تواند منجر به عود عفونت  هامسئول بقا و ماندگاری این سویه

ه عفونت بتلا بران مز بیمامختلف اکسید نیتریک بر بیوفیلم سویه های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین اوروپاتوژنیک جداسازی شده ا
 بوده است. 1400-1402ادراری در تهران در سالهای 

ن مرجع ر یک بیمارستادمبتلا به عفونت ادراری  ایزوله مشکوک به استافیلوکوکوس اورئوس از بیماران 318سال در مجموع  2در مدت  روش کار:
این سویه ها  مقاومت .ندمورد شناسایی قرار گرفت nucAصاصی ژن با پرایمرهای اخت PCRدر شهر تهران جمع آوری گردید و با استفاده از آزمون 

یسک و انتشار د ی آگاری و با ترکیبی از روشهای غربالگرنیبال ی وشگاهیآزما یموسسه استانداردها نسبت به متی سیلین بر اساس دستورالعمل
ای فراوانی ژنه فاده گردید.ا، استتوانایی تشکیل بیوفیلم این سویه ه تعیین شد. آزمونهای کیفی ژلوز قرمز کنگو و کمی میکروتیتر پلیت برای ارزیابی

راکندگی جداگانه تعیین و همچنین پ PCRبا استفاده از تست های  cnaو  icaA ،icaD ،clfA ،fnbpAمؤثر در تشکیل بیوفیلم شامل 
SCCmec  تایپهای مختلف در میان این سویه ها با آزمونmultiplex-PCR بیوتیکی سویه های مولد بیوفیلم نسبت  اومت آنتیبررسی شد. مق

نانومولار سدیم  125میکرومولار و  30مورد سنجش قرار گرفت. همچنین، تأثیر غلظتهای  CLSIآنتی بیوتیک بر اساس دستورالعملهای  14به 
 مهار تشکیل بیوفیلم و تخریب بیوفیلم تشکیل شده مورد ارزیابی قرار گرفت.  نیتروپروساید بر

سویه(  90درصد ) 30درصد( به عنوان استافیلوکوکوس اورئوس مورد شناسایی قرار گرفتند، که در این میان  93سویه ) 297مجموعا  فته ها:یا
، icaAدرصد سویه ها قادر به تشکیل بیوفیلم بودند و فراوانی ژنهای  72بودند. همچنین،  mecAنسبت به متی سیلین مقاوم بوده و واجد ژن 

icaD ،clfA ،fnbpA  وcna  درصد سویه ها به ترتیب اکتسابی از جامعه  74و  26درصد بود. علاوه بر این،  58و  72، 75، 89، 86نیز به ترتیب
( بودند و مقاومت نسبت به پنی سیلین، سیپروفلوکساسین، I-IIIتایپهای  SCCmec( و بیمارستان )واجد Vو  IVتایپهای  SCCmec)واجد 

درصد  بود. علاوه بر این،  62و  63، 66، 68، 72، 74، 100ندامایسین، جنتامایسین، تتراسایکلین و ریفامپین نیز به ترتیب اریترومایسین، کلی
 میکرومولار سدیم نیتروپروساید تأثیر قابل ملاحظه ای بر تشکیل و تخریب بیوفیلم داشت. 30غلظت 

ان مبتلا میان بیمار یلم دری استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین مولد بیوفنتایج حاصل از این مطالعه مؤید شیوع سویه ها نتیجه گیری:
هداشتی بک معضل یمی تواند به  مناسب اجرای برنامه های پیشگیری و کنترل عفونت به عفونت ادراری در شهر تهران است که در صورت عدم

م و تخریب بیوفیلم دیم نیتروپروساید به طور چشمگیری بر تشکیل بیوفیلمیکرومولار س 30مهم در کشور ما مبدل شود. از سوی دیگر، غلظت 
درمانی  ی بهداشتی وستم هاناشی از این سویه ها مؤثر بود و بنابراین می تواند به عنوان راهکاری جهت جلوگیری از انتشار این سویه ها در سی

 مورد توجه قرار گیرد.

 تریکسید نیم، استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین، سدیم نیتروپروساید، اک، بیوفیلادراری دستگاه : عفونتکلمات کلیدی
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 مقدمه

 نیترعیشا به عنوان یدر سراسر جهان عفونت دستگاه ادرار

ه بوده بو به ویژه در  خانمها مطرح  در انسان ییایعفونت باکتر

ه طوری که بیش از نیم از خانم ها در طول زندگی خود تجرب

در  ها عفونتاین  ،اغلب. (1)ابتلا به این نوع عفونت را دارند 

ی ملرسد، اما وجود عوا یه نظر نمب دیشد اریبس هیمراحل اول

 وندهایسو  مجرا انسداد ناشی ازادرار  احتباسها، لمیوفیب نظیر

عفونت  شرفتیپ سبب یتواند به طور قابل توجه یم ادراری

 (. 3, 2) شود یادرار

 اپیدرمیدیساز جمله  وسلوکوکیاستافگونه های مختلف جنس 

به متی  مقاوم استافیلوکوس اورئوسو به ویژه  اورئوسو 

مرتبط با  یعفونتهاایجاد  یامل اصلو، به عنوان عسیلین

به  ی هاباکتراین  هیاتصال اول. (5, 4) شناخته شده اند لمیوفیب

 ندهرزیغ ایصل( امف ای ها، استخوانعروق خونیسطوح زنده )

است که به هایی  نیپروتئحضور  وابسته به( ها و سوند)پروتز

 کسیماتر یهامولکول ییاشناس یکروبیم یسطح یعنوان اجزا

 اورئوس لوکوکوسیاستاف در (.6) شوندیشناخته م 1ندهچسب

 یاصل ینهایپروتئ )ClfB( Bو  )A )ClfA 2عامل کلامپینگ

به عنوان میانجی  نوژن،یبریکه با اتصال به فبوده  مجموعه این

از  .هستند لیدخاین باکتری به سطوح مختلف  هیاتصال اولدر 

 می توان به کمپلکس سطحی این یمولکولها ریسا

 4نکلاژادهسین  همچنین و 3متصل به استخوان نیپروتئسیالو

به  اورئوس لوکوکوسیاستاف اشاره نمود که به ترتیب در اتصال

کلونیزه شدن . (7)نقش دارند کلاژن  و یخارج سلول کسیماتر

مقاوم به متی سیلین یک گام بسیار  اورئوس لوکوکوسیاستاف

نتهای فعال ناشی از این باکتری و یک مهم در گسترش عفو

عامل کلیدی جهت گسترش آن در مراکز درمانی محسوب می 

ی کلونیزه شدن اصل عاملبه عنوان  لمهایوفیبشود. 

متعاقبا و  مقاوم به متی سیلین اورئوس لوکوکوسیاستاف

 نقش دارند این سویه هاکردن  کنشهیدر ر رو شیپ یچالشها

لم نسبت به آنتی بیوتیکها و سایر مقاومت شدید بیوفی (.8)

ترکیبات ضد میکروبی، یک پدیده چندعاملی است که بسته به 

های مختلفی کلاس آنتی بیوتیک استفاده شده، شامل سازوکار

از قبیل انتشار ناقص آنتی بیوتیک، بی تفاوتی دارو، بیان 

                                                           
1e components recognizing adhesive Microbial surfac 

matrix molecules (MSCRAMMs) 
2Clumping factor (Clf)  

3inding protein (Bbp)b-Bone sialo  

4 Collagen adhesin  

های ژنتیکی مختص بیوفیلم و حضور سلولهای مقاوم سازوکار

رای مثال، تأثیر یک آنتی بیوتیک پس از جذب ب. (9)است 

نکنشهای الکتریکی شدن به ماتریکس خارج سلولی توسط میا

از طرف دیگر نفوذ . با پلیمرهای بیوفیلم، کاهش پیدا می کند

تأخیری آنتی بیوتیک در بیوفیلم ممکن است تبعات فنوتایپی 

ر مهمی به همراه داشته باشد. به عنوان مثال، باکتری از نظ

فیزیولوژی می تواند نسبت به آنتی بیوتیکها مقاومت نشان 

دهد. در لایه های عمیق بیوفیلم، به دلیل وجود مقادیر متفاوت 

، اکسیژن و فرآورده های جانبی pHمواد غذایی، مواد زائد، 

حاصل از سوخت و ساز باکتری در بیوفیلم، شرایط فیزیکی و 

بیشتر آنتی بیوتیکها از آنجایی که . شیمیایی خاصی حاکم است

در مقابل باکتریهای فعال از لحاظ سوخت و سازی و در حال 

و بدون  5رشد عملکرد بهتری دارند؛ در شرایط بدون اکسیژن

 .(10) غذا در لایه های عمقی کارایی خود را از دست می دهند

با توجه به مقاومت دارویی فزاینده و عدم کارایی مناسب 

های توسعه ترکیبات دارویی و روش های موجود،بیوتیکآنتی

درمانی نوین امری ضروری است. از طرفی توسعه آنتی بیوتیک 

های نوآورانه به دلیل نیاز به فرآیندهای وقت گیر، هزینه های 

بالا و ظهور سریع مقاومت در هنگام معرفی هر آنتی بیوتیک 

جدید بسیار چالش برانگیز است. با توجه به این چالش ها، 

بسیار محدودی داروی کاندید جدید جهت مقابله با  تعداد

مقاوم به دارو  استافیلوکوکوس اورئوسعفونت های ناشی از 

ای از  وجود دارد که بسیاری از این داروها انواع تغییر یافته

کلاس های قبلی هستند که امکان مقاومت متقاطع به آنها نیز 

حقیقات وجود دارد. برای غلبه بر مشکلات توصیف شده، ت

کنونی بر استفاده از مکمل های دارویی دارای اثرات 

های موجود متمرکز شده است. این بیوتیکسینرژیسمی با آنتی

مکمل ها مولکول هایی هستند که می توانند به طور مستقیم 

با هدف قرار دادن مکانیسم های مقاومت و یا به طور غیر 

یرهای مستقیم با مهار فعالیت پمپ های افلاکس و مس

سیگنالینگ سبب افزایش خاصیت آنتی باکتریال آنتی بیوتیک 

. از جمله این مکمل های درمانی می توان به (11)ها گردند 

استفاده از اکسید نیتریک که واجد تأثیر ضد میکروبی و ضد 

 بیوفیلمی بالا و اثرات جانبی پایین است، اشاره نمود.

ط قلب وارد اکسید نیتریک یک مولکول گازی است که توس

 جریان خون شده و یکی از مهمترین عملکردهای آن در بدن 

                                                           
5Anoxia  
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. همچنین اکسید نیتریک توسط (12)تنظیم جریان خون است 

-اکسید نیتریک سنتاز به عنوان یکی از سازوکار 6آنزیم القایی

، به گونه (13)های دفاع ضد میکروبی میزبان، تولید می شود 

ای که افزایش فعالیت این آنزیم در مثانه و ادرار افراد مبتلا به 

اکسید غلظتهای . (14)عفونت ادراری گزارش شده است 

 شود، باکتری تولید می بیگانه خواره توسط سلولهای کنیتریک 

 میکروبی حائز اهمیت طور مؤثری در دفاع ضد کُش بوده و به

بر مهار  کیترین دیاثر اکس. در مطالعات پیشین، (13)شد می با

سودوموناس  مانند یگرم منف یهایباکتر لمیوفیب یو پراکندگ
و  اشرشیا کلای، ویبریو کلرا، 8سراشیا مارسسنس، 7آئروژینوزا

و باکتریهای گرم مثبت مانند  9فوزوباکتریوم نوکلئاتوم

 واپیدرمیدیس  استافیلوکوکوس، استافیلوکوکوس اورئوس

 سویه های بیماریزای نیهمچنو 10باسیلوس لیکنیفورمیس

یی و بیوفیلمهای متشکل از چندین چند داروواجد مقاومت 

مطالعات، جنس و گونه باکتریایی گزارش شده است. در این 

نانومولار( ترکیبات آزاد -ظتهای )میکرومولاراز غل یعیوس فیط

، نانوذرات 11کننده اکسید نیتریک مانند سدیم نیتروپروساید

استیل پنیسیل -N-نیتروزو-Sآزادکننده اکسید نیتریک، 

در  NONOate14و پرولی  13نیتروزوگلوتاتیون-S، 12آمین

. بر این اساس، (17-15)مؤثر بودند ها لمیوفیب و تخریب کاهش

بر سویه های  اکسید نیتریک تأثیراین مطالعه با هدف بررسی 

مولد بیوفیلم  مقاوم به متی سیلیناستافیلوکوکوس اورئوس 

جداسازی شده از بیماران مبتلا به عفونت ادراری مراجعه 

در شهر تهران در سالهای  بیمارستان مرجعکننده به یک 

 به انجام رسیده است.  1402-1400

 

 هامواد و روش

استافیلوکوکوس شناسایی ایزوله های جمع آوری و 

  اورئوس

 1400در مطالعه حاضر در یک بازه زمانی دو ساله از شهریور 

 ایزوله مشکوک به  318در مجموع  1402لغایت مرداد 

                                                           
6Inducible  

7Pseudomonas aeruginosa  

8Serratia marcescens  

9Fusobacterium nucleatum  
1 0misBacillus lichenifor  

1 1Sodium nitroprusside (SNP)  
1 2acetylpenicillamine (SNAP)-N-itroson-S  
1 3rosoglutathione (GSNO)Nit-S  
1 4Proli NONOate  

 

از نمونه های ادراری بیماران بستری  استافیلوکوکوس اورئوس

درصد( در  27سویه،  87درصد( و سرپایی ) 73سویه،  231)

یک بیمارستان مرجع اورولوژی در شهر تهران توسط آزمایشگاه 

 به دلیلبیمارستان مورد نظر جداسازی گردید. تمامی بیماران 

کلیوی و مجاری ادراری با علائم عفونت ادراری مانند مشکلات 

تکرر ادرار، سوزش در هنگام دفع، کدورت ادرار و تب به 

مراجعه کرده بودند و بعضا واجد سوند در بیمارستان مربوطه 

مجرای ادراری بوده و یا در نوبت پیوند کلیه قرار داشتند. 

مونه های ادراری خانمها درصد( از ن 61ایزوله ) 195همچنین، 

درصد( نیز از نمونه های ادراری آقایان  39ایزوله ) 123و 

جداسازی شدند. در این مطالعه هیچگونه نمونه گیری توسط 

ویسنگان مقاله انجام نگرفت و تنها پلیتهای کشت به صورت ن

هفتگی جمع آوری و پس از نگهداری در یخچال با رعایت 

زنجیره سرد به آزمایشگاه باکتری شناسی دانشگاه اصفهان 

ارسال شدند. در آزمایشگاه، در ابتدا تمامی ایزوله ها بر روی 

ند دکشت داده ش (Merck, Germany)محیط ژلوز کلمبیا 

 استفاده ازبا و  PCRآزمون و سپس تمامی ایزوله ها با 

 قرار گرفتند شناساییمورد  nucAپرایمرهای اختصاصی ژن 

. در نهایت، تمامی سویه های مورد تأیید در لوله های (18)

 ,Merck، 15مغذی )نوترینت براثکرایو واجد محیط 

Germany درجه سانتیگراد  -20( و گلیسرول و در فریزر

 .ره شدندذخی

 

 بررسی مقاومت به متی سیلین

مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسبه منظور انتخاب سویه های 

بر اساس  16متی سیلین در این مطالعه از آزمون غربالگری آگار

 17ینیبال ی وشگاهیآزما یموسسه استانداردها دستورالعمل

. برای این منظور از محیط کشت ژلوز مولر (19)استفاده گردید 

 6درصد نمک و  2واجد  (Merck, Germany)ینتون ه

 ,Sigma-Aldrich)میکروگرم/میلی لیتر پودر اگزاسیلین 

GmbH, Germany)  استفاده شد. از کشت خالص و تازه

هر سویه باکتریایی یک کلنی بر روی محیط ژلوز مولر هینتون 

 35ساعت در دمای  24کشت داده شد و سپس پلیتها به مدت 

راد انکوبه شدند. سویه هایی که بر روی محیط درجه سانتیگ

واجد آنتی بیوتیک رشد کرده بودند، انتخاب شدند و سپس 

 نسبت به دیسک  استافیلوکوکوس اورئوسمقاومت هر سویه 

                                                           
1 5 Nutrient broth  

1 6Agar screening  

1 7Clinical and Laboratory Standards Institute  
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میکروگرم( به روش انتشار دیسک و بر  30سفوکسی تین )

. همچنین، (19)تعیین گردید  CLSIاساس دستورالعمل 

در میان سویه  mecC (20)و  mecA (18)حضور ژنهای 

صی صاهای مقاوم به متی سیلین با استفاده از پرایمرهای اخت

 مورد بررسی قرار گرفت.
 

 بررسی تشکیل بیوفیلم

مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسپس از انتخاب سویه های 

متی سیلین، جهت تعیین توانایی سویه ها در تشکیل بیوفیلم، 

از دو روش کیفی ژلوز قرمز کنگو و کمی میکروتیتر پلیت بر 

ردید اساس دستورالعمل پیشین رحیمی و همکاران استفاده گ

. در روش کیفی در ابتدا کلنی تازه و خالص هر سویه (5)

مقاوم به متی سیلین به صورت خطی  استافیلوکوکوس اورئوس

بر روی محیط ژلوز قرمز کنگو کشت داده شد و سپس سویه ها 

ساعت  24درجه سانتیگراد و  37ساعت در دمای  24به مدت 

س تشکیل در دمای اتاق انکوبه شدند. سپس سویه ها بر اسا

کلنی با رنگهای مشکی، قرمز تیره و قرمز روشن به ترتیب به 

سه دسته اسلایم مثبت، اسلایم مشکوک و اسلایم منفی 

تقسیم بندی و سویه های اسلایم مثبت و اسلایم مشکوک 

جهت بررسی بیشتر از طریق روش میکروتیتر پلیت انتخاب 

کتری در شدند. در آزمون کمی میکروتیتر پلیت ابتدا کشت با

واجد  (Scharlau, Spain)محیط آبگوشت تریپتیک سوی 

ساعت انکوباسیون در  24درصد سوکروز تهیه و پس از  25/0

درجه سانتیگراد، کدورتی معادل نیم مک فارلند از  37دمای 

میکرولیتر از سوسپانسیون هر  200هر سویه تهیه شد. سپس 

ط در محی CFU/mlسویه با غلظتی معادل یک میلیون 

آبگوشت تریپتیک سوی واجد سوکروز تهیه و به صورت سه 

 24خانه تلقیح و پلیتها به مدت  96تایی در چاهکهای پلیت 

درجه سانتیگراد انکوبه شدند. پس از این  37ساعت در دمای 

با استفاده از فسفات بافر خالی شد و مدت، محتویات چاهکها 

برای ت. انجام گرف ی هر چاهکسه مرتبه شست و شوسالین 

-Sigma)درصد  36/0کریستال ویوله رنگ آمیزی چاهکها از 

Aldrich, GmbH, Germany) دقیقه  10 به مدت

استفاده شد. سرانجام محتویات چاهکها خالی و شست و شو با 

 (20-80استن )-اتانولآب مقطر صورت گرفت و از ترکیب 

برای حل کردن رنگهای متصل به تودهای چسبیده به دیواره 

هکها استفاده گردید. در نهایت، جذب نوری هر چاهک در چا

نانومتر اندازه گیری شد. بر این اساس سویه ها  570طول موج 

 ، بیوفیلم متوسط (1≤570)دسته بیوفیلم قوی  4به 

 

 

(0,2≤OD570<1.0) و  (0,2>570)، بیوفیلم ضعیف

 ، تقسیم بندی شدند. (ODc≥570)بیوفیلم منفی 

 

 بیوتیکی سویه های مولد بیوفیلم تعیین مقاومت آنتی

 استافیلوکوکوس اورئوسجهت تعیین حساسیت سویه های 

تیک آنتی بیو 14مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم نسبت به 

از محیط ژلوز مولر هینتون  CLSIمختلف معرفی شده توسط 

ی . آنتی بیوتیکها(19)و روش انتشار دیسک استفاده گردید 

م(، میکروگر 15مطالعه آزیترومایسین ) مورد استفاده در این

واحد(،  10میکروگرم(، پنی سیلین ) 15اریترومایسین )

ول سولفامتوکساز-میکروگرم(، تری متوپریم 30تتراسایکلین )

میکروگرم(،  10رم(، جنتامایسین )میکروگ 25/1-75/23)

 میکروگرم(، 5میکروگرم(، سیپروفلوکساسین ) 5ریفامپین )

، میکروگرم( 2یکروگرم(، کلیندامایسین )م 30کلرامفنیکل )

 30میکروگرم( لینزولاید ) 15) دالفوپریستین-کینوپریستین

ئین میکروگرم( و نیتروفورانتو 15میکروگرم(، مینوسایکلین )

 بودند. همچنین به (Liofilchem, Italy)میکروگرم(  300)

منظور تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد آنتی 

و بر  broth microdilutionمایسین از روش بیوتیک ونکو

استفاده شد و حداقل غلظت  CLSIاساس استانداردهای 

 ممانعت ار رشد ونکومایسین برای سویه های مقاوم و واجد

عیین میکروگرم ت 4-8و  ≥ 16مقاومت بینابینی به ترتیب 

 گردید. 

 

 آزمونهای مولکولی

  DNAاستخراج 

ایزوله جمع  318تمامی  از DNAدر این تحقیق، استخراج 

آوری شده به روش جوشاندن و بر اساس پروتکل پیشین 

. به صورت خلاصه، یک (21)رحیمی و همکاران انجام گرفت 

 200لوپ از کشت تازه و خالص هر ایزوله باکتریایی در 

ت میکرولیتر آب مقطر استریل حل و پس انجام ورتکس، به مد

 ، پدیده نوژنHPN-24دقیقه در دستگاه ترموبلاک ) 20

×  gدر سانتریفیوژ دقیقه  20پارس( جوشانده شد. سپس 

عنوان  میکرولیتر از مایع رویی به 10انجام و در نهایت  13000

DNA .الگو در انجام آزمونهای مولکولی استفاده شد 

 

 PCRآزمونهای 

 استافیلوکوکوس اورئوسشناسایی و تأیید سویه های 
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در این مطالعه، تمامی ایزوله های جمع آوری شده در 

د مور آزمایشگاه بیمارستان با استفاده از آزمونهای فنوتایپی

ن قرار گرفته بودند و سپس جهت تأیید مولکولی ایشناسایی 

 nucAو پرایمر اختصاصی ژن  PCRایزوله ها از آزمون 

( بر اساس دستورالعمل پیشین رحیمی و همکاران 1)جدول 

 .(22)استفاده شد 

 

تایپینگ سویه  SCCmecو  mecبررسی حضور ژن 

 مقاوم به متی سیلین استافیلوکوکوس اورئوسهای 

ب سویه های مقاوم به متی سیلین به روشهای پس از انتخا

یسک دغربالگری آگار واجد اگزاسیلین و تأیید به روش انتشار 

و  mecAسفوکسی تین، به منظور تعیین حضور ژنهای 

mecC  از آزمونهایPCR  جداگانه با پرایمرهای اختصاصی

( بر اساس برنامه های حرارتی که پیشتر 1هر ژن )جدول 

 . سپس، سویه های(22, 20)، استفاده شد معرفی شده بودند

انتخاب و بررسی  mecواجد ژن  استافیلوکوکوس اورئوس

تایپهای مختلف با استفاده از آزمونهای  SCCmecحضور 

multiplex-PCR برای تایپه( ایI-V با پرایمرهای )

د . همچنین، برای تأیی(23)( انجام گرفت 1اختصاصی )جدول 

مقاوم به متی سیلین  اورئوساستافیلوکوکوس سویه های 

بر اساس دستورالعمل  pvlاکتسابی از جامعه، شناسایی ژن 

 .(24)پیشین صورت گرفت 

 

تعیین ژنهای مرتبط با تشکیل بیوفیلم در سویه های 

 مقاوم به متی سیلین استافیلوکوکوس اورئوس

پس از شناسایی سویه های بیوفیلم مثبت در این مطالعه، 

در میان  cnaو  icaA ،icaD ،clfA ،fnbpAحضور ژنهای 

( و 1این سویه ها با استفاده از پرایمرهای اختصاصی )جدول 

 .(25)برنامه حرارتی که پیشتر معرفی شد، تعیین گردید 

 

 بررسی اثر اکسید نیتریک بر تشکیل بیوفیلم

یه جهت تعیین اثر اکسید نیتریک بر تشکیل بیوفیلم توسط سو

مقاوم به متی سیلین از دو  ساستافیلوکوکوس اورئوهای 

دیم نانومولار( س 125میکرومولار( و پایین ) 30غلظت بالا )

ید. نیتروپروساید و آزمون کمی میکروتیتر پلیت استفاده گرد

وی، قبرای این منظور از هر کدام از سویه های مولد بیوفیلم 

سویه( انتخاب گردید.  6سویه )مجموعا  2متوسط و ضعیف 

ی در محیط آبگوشت تریپتیک سوی واجد سپس کشت باکتر

  درصد سوکروز تهیه و در مرحله بعد غلظت یک میلیون 25/0

 

CFU/mL  در محیط آبگوشت تریپتیک سوی واجد سوکروز

میکرولیتر از غلظتهای مختلف سدیم  10آماده شد. سپس 

یی میکرولیتر از سوسپانسیون باکتریا 990نیتروپروساید به 

میکرولیتر از هر  200ر نهایت آماده شده اضافه و د

خانه  96سوسپانسیون به صورت سه تایی در چاهکهای پلیت 

و مثبت  (ODnc)تلقیح گردید. به عنوان کنترلهای منفی 

(ODc)  به ترتیب از چاهکهای واجد محیط آبگوشت تریپتیک

م میکرولیتر از غلظتهای مختلف سدی 10سوی واجد سوکروز و 

 10واجد سوسپانسیون باکتری و  نیتروپروساید، و چاهکهای

در  ساعت 24میکرولیتر آب مقطر استفاده شد. پلیتها به مدت 

درجه سانتیگراد انکوبه شدند و سپس محتویات  37دمای 

 پلیتها تخلیه شده و سه مرتبه شست و شو با فسسفات بافر

سالین انجام گرفت. جهت رنگ آمیزی بیوفیلمهای تشکیل 

ت درصد استفاده شد و در نهای 36/0شده از کریستال ویوله 

جذب نوری هر پس از تخلیه و شست و شو با آب مقطر، 

نانومتر مورد بررسی قرار گرفت  570چاهک در طول موج 

(ODt).  به منظور بررسی اثر اکسید نیتریک بر تشکیل

 :(26)بیوفیلم از فرمول زیر استفاده شد 
= ([ODc-ODs] – [ODt-ODnc] / [ODc-ODs]) 

 درصد مهار تشکیل بیوفیلم 100×

 

 بررسی اثر اکسید نیتریک بر تخریب بیوفیلم

به منظور بررسی اثر غلظتهای مختلف اکسید نیتریک بر 

استافیلوکوکوس تخریب بیوفیلم تشکیل شده توسط سویه های 
مقاوم به متی سیلین از پروتکلی که پیشتر جهت  اورئوس

یت مطرح شد، تعیین تشکیل بیوفیلم به روش میکروتیتر پل

سویه مولد بیوفیلم قوی،  6استفاده گردید. بر این اساس، 

متوسط و ضعیف انتخاب شدند و به آن ها اجازه تشکیل 

بیوفیلم در داخل چاهکها داده شد. سپس محتویات چاهکها 

 125میکروکولار و  30میکرولیتر از دو غلظت  200تخلیه و 

اضافه شد و سپس نانومولار سدیم نیتروپروساید به هر چاهک 

درجه سانتیگراد  37ساعت در دمای  24هر پلیت به مدت 

انکوبه گردید. پس از این مدت محتویات چاهکها تخلیه و 

شست و شو با فسفات بافر سالین انجام گرفت و سپس جهت 

درصد استفاده شد. پس از  36/0رنگ آمیزی از کریستال ویوله 

با ترکیب  شست و شوی هر چاهک با آب مقطر، رنگبری

انجام گرفت و در نهایت جذب نوری در  (20-80)استن -اتانول

هر اثر تخریبی نانومتر اندازی گیری شد.  570طول موج 

ترکیب بر بیوفیلم تشکیل شده بر اساس فرمول زیر محاسبه 

 (:26) شد
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های کنترل مثبت(تیمار شده/میانگین جذب نوری چاهک های )میانگین جذب نوری چاهک = درصد تخریب بیوفیلم  × 100 

 .PCRآزمونهای والی پرایمرها و برنامه حرارتی مورد استفاده در ت -1جدول 

 
طول قطعه  توالی پرایمر نام پرایمر

 )جفت باز(

 برنامه حرارتی

nucA 
F: 5′-AGTTCAGCAAATGCATCACA-3´ 

400 
94°C: 5 min, 30 cycles )94°C: 

45 S, 62°C: 45 S, 72°C: 30 

S), 72°C: 7 min 
R: 5′-TAGCCAAGCCTTGACGAACT-3´ 

mecA 
F:5′-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3´ 

310 
94°C: 10 min, 25 cycles 

(94°C: 45 S, 55°C: 45 S, 

72°C: 105 S(, 72°C: 8 min 
R: 5′-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3´ 

mecC 
F: 5'-TGAACGAAGCAACAGTACACC-3´ 

238 
95°C: 5 min, 35 cycles )95°C: 

45 S, 50°C: 45 S, 72°C: 1 

min), 72°C: 2 min 
R: 5'- AGATCTTTTCCGTTTTCAGCCT-3´ 

SCCmec-I 
F: 5´-GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG-3´ 

613 

94°C: 5 min, 10 cycles )94°C: 

45 S, 65°C: 45 S, 72°C: 90 

S), 25 cycles (94°C: 45 S, 

55°C: 45 S, 72°C: 90 S(, 

72°C: 10 min 

R: 5´-GTCTCTCATAGTATGACGTCC-3´ 

SCCmec-II 
F: 5´-CGTTGAAGATGATGAAGCG-3´ 

398 
R: 5´-CGAAATCAATGGTTAATGGACC-3´ 

SCCmec-III 
F: 5´-CCATATTGTGTACGATGCG-3´ 

280 
R: 5´-CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG-3´ 

SCCmec-IVa 
F: 5´-GCCTTATTCGAAGAAACCG-3´ 

776 
R: 5´-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG-3´ 

SCCmec-IVb 
F: 5´-TCTGGAATTACTTCAGCTGC-3´ 

493 
R: 5´-AAACAATATTGCTCTCCCTC-3´ 

SCCmec-IVc 
F: 5´-ACATATTTGTATTATCGGAGAGC-3´ 

200 
R: 5´-TTGGTATGAGGTATTGCTGG-3´ 

SCCmec-IVd 
F: 5´-CTCAAAATACGGACCCCAATACA-3´ 

881 
R: 5´-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG-3´ 

SCCmec-V 
F: 5´-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG-3´ 

325 
R: 5´-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC-3´ 

icaA 
F: 5´-ACACTTGCTGGCGCAGTCAA-3´ 188 

95°C: 10 min, 25 cycles 

(94°C: 1 min, 55°C: 1 min, 

72°C: 1 min(, 72°C: 10 min 

R: 5´-TCTGGAACCAACATCCAACA-3 

icaD 
F: 5´-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3´ 198 

R: 5´- AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA-3´ 

cna 
F: 5´-AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA-3´ 192 
R: 5´-AGTGCCTTCCCAAACCTTTT-3´ 

fnbpA 
F: 5´-CATAAATTGGGAGCAGCATCA-3´ 128 
R: 5´-ATCAGCAGCTGAATTCCCATT-3´ 

clfA 
F: 5´- ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT-3´ 292 

R: 5´-CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG-3´ 

pvl 

F: 5´-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3´ 
433 94°C: 10 min, 10 cycles 

(94°C: 45 S, 55°C: 45 S, 

72°C: 75 S(, 25 cycles )94°C: 

45 S, 50°C: 45 S, 72°C: 75 

S), 72°C: 10 min 
R: 5´-GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-3´ 

 

 تجزیه و تحلیل داده های آماری

 انجام شد. GraphPad Prism 8و نرم افزار  One-way ANOVAو  Chi-squaredتمامی آنالیزهای آماری با استفاده از آزمونهای 
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 نتایج

 

مقاوم به استافیلوکوکوس اورئوس شناسایی سویه های 

 متی سیلین

 318بر اساس نتایج حاصل از آزمون مولکولی جهت شناسایی 

با استفاده از  استافیلوکوکوس اورئوسایزوله مشکوک به 

 93سویه ) 297در مجموع ، nucAپرایمرهای اختصاصی ژن 

بودند و  nucAجفت بازی مربوط به ژن  400درصد( واجد باند 

سویه دیگر که در آزمایشگاه بیمارستان به اشتباه به عنوان  21

مورد شناسایی قرار گرفته بودند، از  استافیلوکوکوس اورئوس

روند بررسی خارج شدند. در بررسیهای بعدی مشخص شد که 

استافیلوکوکوس به گونه های  این سویه ها متعلق
بودند. همچنین،  19استافیلوکوکوس شلیفریو  18سیلوگدوننس

 30سویه ) 90سویه مورد تأیید قرار گرفته، در مجموع  297از 

درصد( بر روی محیط ژلوز مولر هینتون واجد اگزاسیلین رشد 

کردند و نسبت به دیسک سفوکسی تین نیز مقاوم بودند. 

مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسیه سو 90همچنین، تمامی 

مثبت بودند و ژن  mecAمتی سیلین از نظر حضور ژن 

mecC  .نیز در هیچکدام از این سویه ها شناسایی نشد 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 8 lugdunensis Staphylococcus  

1 9 riStaphylococcus schleife  

استافیلوکوکوس بررسی تشکیل بیوفیلم در سویه های 

  مقاوم به متی سیلین اورئوس

ژلوز قرمز کنگو مشخص بر اساس نتایج حاصل از آزمون کیفی 

درصد( واجد کلنیهای مشکی و  42سویه ) 38گردید که 

درصد( نیز با تشکیل  30سویه ) 27اسلایم مثبت بودند و 

کلنیهای قرمز تیره به عنوان اسلایم مشکوک تقسیم بندی 

درصد( واجد کلنیهای قرمز  28سویه ) 25شدند؛ همچنین، 

ناسایی و  از مطالعه روشن به عنوان سویه های بیوفیلم منفی ش

 72سویه ) 65(. بنابراین در مجموع 1خارج شدند )شکل 

درصد( جهت بررسی کمی انتخاب شدند. در آزمون کمی 

سویه اسلایم مثبت و اسلایم  65میکروتیتر پلیت نیز از مجموع 

درصد( مولد بیوفیلم  52سویه ) 34مشکوک انتخاب شده، 

سویه  12متوسط و  درصد( مولد بیوفیلم 29سویه ) 19قوی، 

(. 1درصد( نیز قادر به تولید بیوفیلم ضعیف بودند )شکل  19)

درصد( به  35سویه ) 23درصد( و  65سویه ) 42در این میان، 

ترتیب از نمونه های ادراری خانمها و آقایان جداسازی شدند 

(P <0.0001).  ،سویه های مولد بیوفیلم قوی در علاوه بر این

ازی شده از نمونه های خانمها و سویه میان سویه های جداس

در میان سویه های جداسازی و ضعیف های بیوفیلم متوسط 

بالاتری برخوردار بودند، که  یشده از نمونه های آقایان از فراوان

 (.2این اختلافات معنی دار نبودند )جدول 
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 .مقاوم به متی سیلیناستافیلوکوکوس اورئوس درصد فراوانی تشکیل بیوفیلم در میان سویه های  -1شکل 

 

 مقاوم به متی سیلینرئوس استافیلوکوکوس اووفیلم قوی، متوسط و ضعیف در میان سویه های فراوانی سویه های بی -2جدول 

 جداسازی شده از بیماران بر اساس جنس.

 

 بیوفیلم
 جنس

 P value تعداد )درصد(
 خانمها )درصد( آقایان )درصد(

 4756/0 (19) 12 (17) 7 (22) 5 ضعیف

 9999/0 (29) 19 (29) 12 (30) 7 متوسط

 3960/0 (52) 34 (55) 23 (48) 11 قوی

 <0001/0 65 (65) 42 (35) 23 تعداد )درصد(

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



  

 106و نهم ، شماره ستی، سال ب یریو گرمس یعفون یها یماریفصلنامه ب

 41_____________________________________________________________________________، ساناز خاشعیفاتح رحیمی
 

ی مقاوم به مت استافیلوکوکوس اورئوسسویه  65در مجموع از 

ز سیلین مولد بیوفیلم، بیشترین تعداد سویه ها به ترتیب ا

سال  51-60، درصد( 38) 61-70بیماران در بازه های سنی

رصد( جداسازی گردید د 17سال ) 71-80درصد( و  26)

ا متعلق به (. در آقایان بیشترین فراوانی سویه ه3)جدول 

 41-50رصد(، د 39سال ) 61-70بیماران در بازه های سنی 

رصد( بود. اما در مورد د 17سال ) 51-60درصد( و  22سال )

در  درصد سویه ها به ترتیب از بیماران 19و  31، 38خانمها، 

سال  71-80سال و  51-60سال،  61-70بازه های سنی 

 جداسازی شدند. 

 

استافیلوکوکوس کی سویه های تعیین مقاومت آنتی بیوتی

 مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم اورئوس

بر اساس نتایج حاصل از آزمون انتشار دیسک جهت تعیین 

 استافیلوکوکوس اورئوسمقاومت آنتی بیوتیکی سویه های 

 65مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم مشخص شد که تمامی 

اومت نسبت به سویه نسبت به پنی سیلین مقاوم بودند و مق

درصد(،  72درصد(، اریترومایسین ) 74سیپروفلوکساسین )

درصد(،  66درصد(، جنتامایسین ) 68کلیندامایسین )

درصد( نیز از نظر  62درصد( و ریفامپین ) 63تتراسایکلین )

(. همچنین، 2درصد فراوانی در مرتبه بعدی قرار داشتند )شکل 

زولاید، تمامی سویه ها نسبت به کلرامفنیکل، لین

دالفوپریستین و ونکومایسین حساسیت نشان -کینوپریستین

درصد( مقاوم به متی  26سویه ) 17دادند. در این مطالعه، 

سیلین که نسبت به تمامی آنتی بیوتیکهای مورد مطالعه به جز 

استافیلوکوکوس پنی سیلین حساس بودند، به عنوان سویه های 

ز جامعه طبقه بندی مقاوم به متی سیلین اکتسابی ا اورئوس

درصد( نیز حداقل نسبت  72سویه ) 47شدند. از طرف دیگر، 

لاکتام، کینولونها و -به سه خانواده آنتی بیوتیکی )بتا

ماکرولیدها( مقاومت نشان دادند و به عنوان سویه های واجد 

مقاومت چندگانه معرفی شدند. علاوه بر این، حداقل غلظت 

وتیک ونکومایسین برای تمامی ممانعت کننده از رشد آنتی بی

میکروگرم/میلی لیتر بود که  125/0-1سویه مورد مطالعه  65

 مؤید حساسیت این سویه ها نسبت به ونکومایسین بود.

 

 راوانی سویه های بیوفیلم مثبت در نمونه های ادراری جداسازی شدن از نمونه های آقایان و خانمها بر اساس سن.ف -3جدول 

 سن
 جنس

 P value درصد(تعداد )
 خانمها )درصد( آقایان )درصد(

31-40 2 (9) 1 (2) 3 (5) 0582/0 

41-50 5 (22) 4 (10) 9 (14) 0327/0 

51-60 4 (17) 13 (31) 17 (26) 0307/0 

61-70 9 (39) 16 (38) 25 (38) 9999/0 

71-80 3 (13) 8 (19) 11 (17) 3350/0 

 <0001/0 65 (65) 42 (35) 23 تعداد )درصد(
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تایپهای مختلف در میان سویه  SCCmecبررسی حضور 

 لینهای مقاوم به متی سی

م مقاو استافیلوکوکوس اورئوسسویه  65در این مطالعه تمامی 

 بودند و نتایج mecAبه متی سیلین مولد بیوفیلم واجد ژن 

ت تعیین حضور انواع جه multiplex-PCRحاصل از آزمون 

SCCmec  تایپهای مختلف در میان سویه ها نشان داد که هر

ود داشتند. بر در میان سویه ها، وج (I-V)تایپ مورد بررسی  5

 5درصد( و  17سویه ) 11درصد(،  49سویه ) 32این اساس، 

 IIو  III ،Iتایپهای  SCCmecدرصد( به ترتیب واجد  8سویه )

ی درصد( به عنوان سویه ها 74سویه ) 48بودند و تمامی این 

مقاوم به متی سیلین اکتسابی از  استافیلوکوکوس اورئوس

 ویه ها مقاومت چندگانهبیمارستان طبقه بندی شدند. این س

 3، درصد( 12سویه ) 8بودند. همچنین،  pvlداشتند و فاقد ژن 

 درصد( نیز که به ترتیب برای 9سویه ) 6درصد( و  5سویه )

SCCmec  تایپهایIVc ،IVa  وV  مثبت بودند به عنوان سویه 

 

مقاوم به متی سیلین اکتسابی از  استافیلوکوکوس اورئوسهای 

دند. این سویه ها تنها نسبت به پنی سیلین جامعه شناسایی ش

 بودند. pvlمقاوم و نیز واجد ژن 

 

 تعیین حضور ژنهای مرتبط با بیوفیلم 

جهت شناسایی ژنهای  PCRبر اساس نتایج حاصل از آزمونهای 

درصد  89و  86مرتبط با بیوفیلم مشخص شد که به ترتیب 

ند مثبت بود icaDو  icaAسویه ها از نظر وجود ژنهای 

نیز  cnaو  clfA ،fnbpA(. همچنین، فراوانی ژنهای 4)جدول 

درصد سویه ها بود. از طرف  58و  72، 75به ترتیب محدود به 

درصد سویه های مولد بیوفیلم قوی و متوسط واجد  100دیگر، 

بودند و اختلاف معناداری بین حضور  icaDو  icaAژنهای 

و متوسط در  تمامی ژنها در سویه های مولد بیوفیلم قوی

مقایسه با سویه های تولید کننده بیوفیلم ضعیف مشاهده شد 

(P < 0.0001) . 
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 مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم. استافیلوکوکوس اورئوساوانی مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های درصد فر -2شکل 
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 ای مرتبط با تشکیل بیوفیلم در میان سویه های مولد بیوفیلم قوی/متوسط و ضعیف.فراوانی ژنه -4جدول 

 ژن

سویه های مولد 

توسط بیوفیلم قوی / م

 )درصد(

سویه های مولد 

 بیوفیلم ضعیف )درصد(

تعداد کلی 

 )درصد(
P value 

icaA 53 (100) 3 (27) 56 (86) 0001/0> 

icaD 53 (100) 5 (45) 58 (89) 0001/0> 

clfA 43 (81) 6 (54) 49 (75) 0001/0> 

cna 35 (66) 3 (27) 38 (58) 0001/0> 

fnbpA 43 (81) 4 (36) 47 (72) 0001/0> 

تعداد 

 )درصد(
53 (81) 11 (19) 65 0001/0> 

 

 

 بررسی اثر اکسید نیتریک بر تشکیل بیوفیلم 

 استافیلوکوکوس اورئوسسویه  6در مطالعه حاضر در مجموع 

 2سویه(، متوسط ) 2مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم قوی )

سویه( انتخاب شدند و اثر دو غلظت مختلف  2سویه( و ضعیف )

یتریک بر تشکیل بیوفیلم توسط این سویه ها مورد اکسید ن

ارزیابی قرار گرفت. بر این اساس مشخص شد که در تمامی 

میکرومولار سدیم نیتروپروساید به طور  30سویه ها غلظت 

 (P < 0.0001)معناداری باعث کاهش تشکیل بیوفیلم شد 

نانومولار سدیم  125(. اما در مقابل، در غلظت 3)شکل 

نیتروپروساید کاهش میزان تشکیل بیوفیلم چندان قابل توجه 

میکرومولار سدیم  30نبود. بدین ترتیب، در حضور غلظت 

نیتروپروساید میزان تشکیل بیوفیلم در سویه های مولد بیوفیلم 

درصد  22-30درصد،  14-20قوی، متوسط و ضعیف، به ترتیب

(. همچنین، میزان 4درصد، کاهش پیدا کرد )شکل  33-42و 

نانومولار سدیم  125کاهش تشکیل بیوفیلم در مقابل غلظت 

نیتروپروساید در سویه های مولد بیوفیلم قوی، متوسط و 

 درصد بود. 10-15و  5-11، 2-11ضعیف به ترتیب 
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و  3(، متوسط )2و  1یوفیلم قوی )بررسی اثر غلظتهای مختلف سدیم نیتروپروساید بر تشکیل بیوفیلم در سویه های مولد ب -3شکل 

 (.6و  5( و ضعیف )4
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 30لظت غدر حضور  (6و  5( و ضعیف )4و  3(، متوسط )2و  1د مهار تشکیل بیوفیلم در سویه های مولد بیوفیلم قوی )درص -4شکل 

 نانومولار سدیم نیتروپروساید. 125میکرومولار و 
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 ( و4و  3(، متوسط )2و  1بیوفیلم قوی ) مولد یبیوفیلم در سویه ها تخریببررسی اثر غلظتهای مختلف سدیم نیتروپروساید بر  -5شکل 

 (.6و  5ضعیف )

 

 

 بررسی اثر اکسید نیتریک بر تخریب بیوفیلم

به دنبال بررسی اثر دو غلظت مختلف سدیم نیتروپروساید بر 

 استافیلوکوکوستخریب بیوفیلم تشکیل شده توسط سویه های 

 30مقاوم به متی سیلین مشخص شد که غلظت  اورئوس

ومولار سدیم نیتروپروساید قادر به تخریب قابل ملاحظه میکر

 125(. همچنین، غلظت 5بیوفیلم تشکیل شده است )شکل 

نانومولار این ترکیب نیز باعث تخریب بیوفیلم شد که این 

اثربخشی بیشتر از تأثیر مهاری آن بر تشکیل بیوفیلم بود. به طور 

ترتیب به میزان  میکرومولار سدیم نیتروپروساید به 30کلی غلظت 

درصد در سویه های مولد بیوفیلم  44-50و  22-39، 30-24

قوی، متوسط و ضعیف قادر به مهار تشکیل بیوفیلم بود. همچنین، 

نانومولار  125میزان تخریب بیوفیلم تشکیل شده در مقابل غلظت 

سدیم نیتروپروساید در سویه های تولیدکننده بیوفیلم قوی، 

درصد  21-30و  20-28، 11-20ترتیب  متوسط و ضعیف نیز به

به طور کلی اثر تخریبی غلظت بالای  (.6تعیین گردید )شکل 

بر بیوفیلم ناشی از سویه های مولد بیوفیلم سدیم نیتروپروساید 

 ضعیف بالاتر از سویه های مولد بیوفیلم متوسط و قوی بود.
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ضور غلظت در ح (6و  5( و ضعیف )4و  3(، متوسط )2و  1درصد تخریب بیوفیلم تشکیل شده توسط سویه های مولد بیوفیلم قوی ) -6شکل 

 نانومولار سدیم نیتروپروساید. 125میکرومولار و  30

 

 

 بحث

به  لمیوفیب مقاوم به متی سیلین مولد اورئوس لوکوکوسیستافا

مقاومت بالا در برابر طیف وسیعی از آنتی بیوتیکها و عوامل  دلیل

تشکیل شده در برابر  20محیطی و همچنین محافظت از کنسرسیوم

 یدر پاتوژنز عفونتها یمهمبسیار نقش یزبان، واکنشهای ایمنی م

ویژگیهای سویه های مطالعه . بنابراین، (27) کند یم فایا یادرار

و  تیریمد ،یریشگیبه پ لمیوفیبمولد  اورئوس لوکوکوسیاستاف

  .کند یکمک م یهاباکتر نیاز ا یناش یادرار یدرمان عفونتها

وری شده از در مطالعه حاضر جهت شناسایی ایزوله های جمع آ

و پرایمرهای  PCRآزمایشگاه بیمارستان مورد نظر از آزمون 

درصد  7اختصاصی استفاده شد و بر این اساس مشخص گردید که 

استافیلوکوکوس سویه های جمع آوری شده به اشتباه به عنوان 

مورد شناسایی قرار گرفته اند و متعلق به دو گونه  اورئوس

بودند.  ستافیلوکوکوس شلیفریاو  استافیلوکوکوس لوگدوننسیس

دلیل اصلی این عدم تطابق انجام آزمون کواگولاز به روش سریع 

اسلاید در آزمایشگاه ها است که در آن به جای شناسایی کواگولاز 

                                                           
2 0 Consortium  

آزاد، کواگولاز متصل به دیواره سلولی که عامل لخته نیز نامیده 

متصل به می شود، مورد شناسایی قرار می گیرد. در واقع کوآگولاز 

 ییشناسا یکروبیم یسطح یاجزادیواره سلولی خود جزئی از 

نده بوده که با اتصال به فیبرینوژن و چسب کسیماتر یهامولکول

فیبرین، باعث ایجاد پاسخ مثبت کاذب می گردد. با توجه به اینکه 

واجد کواگولاز متصل به دیواره  لوگدوننسیسو  شلیفریگونه های 

ت در آزمون کواگولاز به روش اسلاید به سلولی هستند، ممکن اس

. این (28)مورد شناسایی قرار گیرند  اورئوساشتباه به عنوان گونه 

-29, 20)اشتباه پیشتر در سایر مقالات نیز گزارش شده است 

. بنابراین، جهت جلوگیری از شناسایی اشتباه ایزوله های (31

ژیهای درمانی و باکتریایی که می تواند منجر به انتخاب غلط استرات

در نتیجه عود عفونت و ایجاد مشکلات فراوان برای بیماران می 

شود، استفاده از روشهای مولکولی اختصاصی، حساس و سریع 

به عنوان جایگزینی مناسب برای روشهای فنوتایپی  PCRمانند 

 زمانبر و با دقت پایین معمول، توصیه می گردد.

بت به متی سیلین مقاوم درصد سویه ها نس 30در این مطالعه، 

بودند، که به طور چشمگیری کمتر از سایر مطالعات انجام گرفته 

 و تا حدودی منطبق بر  (34-32, 27)در ایران و سایر کشور ها 
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می باشد. به طور  (35)درصد(  27مطالعه انجام گرفته در ایرلند )

مقاوم  استافیلوکوکوس اورئوسکلی تفاوت در فراوانی سویه های 

به متی سیلین می تواند ناشی از تفاوت در شرایط بالینی بیماران 

)سرپایی یا بستری بودن بیماران(، مراجعه کننده به مراکز درمانی 

سطح بهداشتی بیمارستانها، شرایط فرهنگی و اقتصادی حاکم بر 

جامعه مورد بررسی و نهایتا شرایط جغرافیایی محل مورد مطالعه 

باشد. از طرف دیگر، برای بررسی توانایی تشکیل بیوفیلم از 

یت ترکیبی از روشهای کیفی ژلوز قرمز کنگو و کمی میکروتیتر پل

درصد سویه های مقاوم به متی  72استفاده شد و در مجموع 

سیلین در هر دو روش قادر به تشکیل بیوفیلم بودند. بر این 

سویه اسلایم مثبت و اسلایم مشکوک، در  65اساس، از مجموع 

درصد سویه ها به ترتیب مولد بیوفیلم قوی،  19و  29، 52نهایت 

-77و آمارهای متفاوتی ) متوسط و ضعیف بودند. تاکنون گزارشات

مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسدرصد( از فراوانی سویه های  41

متی سیلین مولد بیوفیلم در مطالعات مختلف ارائه شده است 

. همچنین، نتایج حاصل از آزمون تعیین (37, 36, 27, 25, 20)

مقاوم  استافیلوکوکوس اورئوسمقاومت آنتی بیوتیکی سویه های 

یلین مولد بیوفیلم نشان داد که آنتی بیوتیکهای به متی س

ونکومایسین، لینزولاید، کینوپریستین و دالفوپریستین مؤثرترین 

آنتی بیوتیکها جهت درمان عفونتهای ناشی از این باکتریها بودند. 

در مورد بسیاری از آنتی بیوتیکها مانند اریترومایسین، 

لین مقاومت بسیار سیپروفلوکساسین، کلیندامایسین و تتراسایک

درصد( در مطالعات پیشین ارائه شده است و از  85-94بالاتری )

طرفی مقاومت نسبت به جنتامایسین به طور معناداری بیشتر از 

. این تفاوت در آمار ارائه (40-38, 22, 5)سایر گزارشات می باشد 

شده در مطالعه حاضر در مقایسه با سایر مقالات می تواند ناشی از 

درصد سویه های مورد بررسی،  26امر باشد که در این مطالعه این 

سویه های اکتسابی از جامعه بودند که تنها نسبت به پنی سیلین 

مقاوم بودند و مقاومتی نسبت به سایر آنتی بیوتیکها نشان ندادند. 

بوده و  Vو  IVتایپهای  SCCmecفراوانی این سویه ها که واجد 

سویه ها مورد شناسایی قرار گرفت، از نیز در تمامی این  pvlژن 

تمامی مطالعات پیشین انجام گرفته بر روی نمونه های بالینی، 

و به همین  (42, 41, 18, 4)محیطی، دامی و غذایی بالاتر است 

 دلیل مقاومت نسبت به آنتی بیوتیکهای مذکور به طور چشمگیری 

 

ان مارستکاهش پیدا کرد، اما در میان سویه های اکتسابی از بی

ومتی نسبت ( آمار مقاI-IIIتایپهای  SCCmec)سویه های واجد 

 98درصد( و  83-100به آنتی بیوتیکهای مذکور بسیار بالا بود )

 شیافزادرصد نیز واجد مقاومت چندگانه بودند. از سوی دیگر، 

 از مصرف یتواند ناش یم نیسیمقاومت نسبت به جنتاما ریچشمگ

ن هراتدر شهر  یادرار یدرمان عفونتها در کیوتیب یآنت نیا یبالا

 ت که. بر اساس یافته های این مطالعه می تواند اذعان داشباشد

 تقریبا بیشتر آنتی بیوتیکهایی که به طور رایج جهت درمان

شی ثربخبیماران مبتلا به عفونت ادراری استفاده می شوند، فاقد ا

هایی ونتنین عفلازم بوده و لذا از تجویز تجربی آنها برای درمان چ

ه یشگابدون انجام آزمونهای تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی در آزما

ها باید اجتناب شود. از آنجایی که سویه های اکتسابی از 

ا، هبیمارستان معمولاً سوپر آنتی ژن هایی شامل انتروتوکسین 

 toxic shock syndrome toxin-1اگزوفولیاتیو توکسین ها و 

 (TSST-1) های جدی نظیر پنومونی ب با بیماریرا که اغل

مرتبط  نانسیپورپورا فولمنکروزان، سندروم شوک توکسیک و 

هستند، را تولید نمی کنند، شناسایی منشا سویه های 

نقش بسزایی در را پیش بینی سیر  استافیلوکوکوس اورئوس

 .  (43)بیماری و اتخاذ رویکرد درمانی مناسب توسط پزشکان دارد 

خیر جهت مبارزه با افزایش رو به رشد مقاومت آنتی در سالهای ا

بیوتیکی، یافتن عوامل ضدمیکروبی با اثرات جانبی پایینتر و اثرات 

ضد باکتریایی قوی و مناسب از قبیل نانوذرات، عصاره های گیاهی، 

باکتریوفاژها و همچنین گاز درمانی، توجه زیادی را به خود جلب 

شامل استفاده از حجم  یمانگاز در . روش(47-44)کرده است 

 دروژن،یه دیسولف دروژن،یمانند ه یگاز یاز مولکولها ییبالا

 دیگوگرد و اکس دیاکس یکربن، د دیاکس یکربن، د دیکسامونو

 21یمولکول گاز درون زا کی کیترین دیاکس. (48) تاس کیترین

. یکی می باشدو پاتولوژ یکیولوژیزیف یندهایمهم در فرآبسیار 

در برابر تهاجم  یقو ییایضد باکتر تیفعال واجد کیترین دیاکس

 و خاصیت در پستانداران است ییمقاومت دارو جادیبدون ا یباکتر

ها و نیبر پروتئ کیترین دیآن به اثر مخرب اکس ییایضد باکتر

 .(49) شود یبالا نسبت داده م یدر غلظتها DNA یمولکولها

                                                           
2 1 Endogenous  
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 Ren جهت ممانعت از تشکیل بیوفیلم باکتریهای  و همکاران

از سوندهای  استافیلوکوکوس اورئوسو  اشرشیا کلای

ده اکسید نیتریک واجد مخزنی حاوی الکتروشیمیایی آزادکنن

 محلول نمک غیرآلی نیتریت به همراه الکترود مسی، استفاده

در  تریککردند. در آن مطالعه سوندها با آزادسازی مداوم اکسید نی

استافیلوکوکوس مدت دو روز باعث کاهش قابل توجه تعداد 

ه که زیادی بر این فرضی مدارک. (50) شد اشرشیا کلایو  اورئوس

 پراکندگی وابسته به اکسید نیتریک در بیوفیلم گونه های "

، مهر تأیید می زنند "مختلف ممکن است حفاظت شده باشد

یلم و همکاران، بیوف Schlag . به عنوان مثال، در مطالعه(15)

 با اضافه کردن نیتریت طی فرآیندی که شامل استافیلوکوکوس

 .(51)آزادسازی اکسید نیتریک بود، مهار گردید 

در مطالعه حاضر، جهت بررسی اثر اکسید نیتریک بر تشکیل و 

 استافیلوکوکوس اورئوستخریب و پراکندگی بیوفیلم سویه های 

نانومولار  125میکرومولار و  30مقاوم به متی سیلین از دو غلظت 

سدیم نیتروپروساید به عنوان آزاد کننده اکسید نیتریک استفاده 

د که سدیم نیتروپروساید در گردید. بر این اساس مشخص ش

غلظت بالا به شکل محسوسی قادر به کاهش میزان تولید بیوفیلم 

و همچنین افزایش میزان تخریب بیوفیلم تشکیل شده بود. غلظت 

پایین سدیم نیتروپروساید نیز توانست میزان بیوفیلم تشکیل شده 

را کاهش دهد اما این کاهش چندان محسوس نبود و عملا اثر 

توجهی بر ممانعت از تشکیل بیوفیلم نداشت. در مقابل، تا قابل 

حدودی توانست باعث پراکندگی و تخریب بیوفیلم شود اما در 

مقایسه با غلظت بالای این ترکیب فعالیت بسیار ضعیفتری از خود 

نشان داد. بر اساس نتایج به دست آمده می توان اعلام کرد که 

اید بیشترین تأثیر را بر میکرومولار سدیم نیتروپروس 30غلظت 

تشکیل و تخریب بیوفیلم سویه های مولد بیوفیلم ضعیف و 

کمترین اثر را بر سویه های مولد بیوفیلم قوی داشت. بنابراین، به 

نظر می رسد هرچه میزان چسبندگی سویه ها کمتر باشد 

اثربخشی اکسید نیتریک نیز بیشتر خواهد بود. البته شایان ذکر 

محیطی نظیر اشعه ماورا بنفش، دمای بالا، است که عوامل 

توانند بر میزان آزادسازی ها میهای فلزی، اسیدها یا آنزیمیون

. لذا توصیه می شود در مطالعات (52)اکسید نیتریک موثر است 

 بعدی نقش هر یک از آن ها بر خاصیت آنتی باکتریال اکسید 

 

 اندریک می تونیتریک مورد بررسی قرار گیرد. همچنین اکسید نیت

به  به عنوان یک درمان مکمل به بازیابی حساسیت میکروبی نسبت

ای هآنتی بیوتیک های متداول کمک نماید. به این منظور پژوهش 

بیشتری برای تعیین اثر سینرژیسمی میان آنتی بیوتیک های 

ر ا اثگوناگون  و اکسید نیتریک جهت دستیابی به بهترین ترکیب ب

 .ن حال دوز درمانی ایمن، مورد نیاز استبخشی بالا و در عی

ر ددر این تحقیق جهت بررسی سازوکار مولکولی تشکیل بیوفیلم 

 مقاوم به متی سیلین استافیلوکوکوس اورئوسمیان سویه های 

نتخاب اژن مهم درگیر در فرآیند تشکیل بیوفیلم  5مولد بیوفیلم، 

ین ر ادید. بشدند و فراوانی این ژنها در میان سویه ها تعیین گر

درصد  86و  89در  icaAو  icaDاساس مشخص شد که دو ژن 

م وفیلسویه ها حاضر بودند و فراوانی آنها در سویه های مولد بی

ی درصد بود. در مطالعات مختلف نیز توانای 100قوی و متوسط 

 را کاملا استافیلوکوکوس اورئوستشکیل بیوفیلم در سویه های 

و این  (53, 25)دانسته اند  icaABCDمرتبط با حضور اپرون 

 نیب یچسبندگ یبرا یعوامل مهم و ضرورژنها را به عنوان تنها 

, 54) اند کرده یایی مطرحباکتر هیچندلا لمیوفیب دیو تول یسلول

 . اما در مقابل، سویه های فاقد ژنهای مربوط به اپرون(55

icaABCD  نیز قادر به تشکیل بیوفیلم بودند، که همین امر

در  fnbpAو  clfA ،cnaد نقش مهم سایر ژنها از قبیل مؤی

, 5)است  icaتشکیل بیوفیلم و از طریق مسیری مستقل از اپرون 

جه نتی . بنابراین بر اساس نتایج این پژوهش می توان اینگونه(25

 تریگیری کرد که غلظت بالای سدیم نیتروپروساید که تأثیر بالا

 و( icaDو  icaAاقد ژنهای بر سویه های مولد بیوفیلم ضعیف )ف

)بیوفیلم  icaDو  icaAاثر کمتری بر سویه های واجد ژنهای 

 یشترقوی و متوسط( داشت، احتمالا تأثیر ضد بیوفیلمی خود را ب

و  icaAبر سایر ژنها اعمال می کند و از تأثیر کمتری بر ژنهای 

icaD  برخوردار می باشد. به همین دلیل میزان چسبندگی در

 لبتهای بیوفیلم ضعیف از کاهش معناداری برخوردار بود. سویه ها

نتیجه گیری دقیق در این مورد نیازمند بررسی بیان ژنهای 

مختلف درگیر در فرآیند تشکیل بیوفیلم در حضور سدیم 

 نیتروپروساید است.
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 نتیجه گیری

نکته بسیار قابل توجه در این مطالعه افزایش فراوانی سویه های 

مقاوم به متی سیلین اکتسابی از جامعه  استافیلوکوکوس اورئوس

وارد بیمارستان در شهر تهران است. این سویه ها که از جامعه 

شده اند احتمالا متعلق به کلون تایپهای مشخصی هستند که در 

بیمارستان و بیماران بستری در آن در حال گردش می باشند و از 

توانایی بالایی جهت کسب ژنهای مقاومت و عوامل حدت مختلف 

برخوردار هستند. این سویه ها در آینده می توانند به یک معضل 

این بیمارستان مبدل شده و مجددا با مقاومت و بهداشتی مهم در 

حدت بالاتر از بیمارستان وارد جامعه وارد شوند. از سوی دیگر، 

 22میکرومولار سدیم نیتروپروساید در شرایط برون تنی 30غلظت 

به طور چشمگیری بر تشکیل بیوفیلم و تخریب بیوفیلم تشکیل 

ی سیلین مؤثر مقاوم به مت استافیلوکوکوس اورئوسشده ناشی از 

بود که می تواند به عنوان راهکاری جهت جلوگیری از انتشار این 

سویه ها در سیستم های بهداشتی و درمانی مورد توجه قرار گیرد. 

کند این مطالعه در مجموع یک رویکرد درمانی نوآورانه را ارائه می

تواند به یک عامل ضد باکتری بالینی مستقل و یا مکملی که می

نتی بیوتیک های موجود برای مقابله با تهدید رو به رشد برای آ

مقاوم به متی سیلین مولد بیوفیلم و سایر  استافیلوکوکوس اورئوس

حیاتی توسعه یابد. البته جهت تایید  های دارای اولویتپاتوژن

بیشتر این امر تحقیقات آتی باید اثربخشی عامل ضد باکتریایی 

های عفونت حیوانی ارزیابی ر مدلپیشنهادی در مطالعه حاضر را د

 کند.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
2 2In vitro  

 

 

 

 تأییدیه اخلاقی

مورد تأیید کمیته  IR.UI.REC.1403.110کد  با مقاله نیا

 اخلاق دانشگاه اصفهان قرار گرفته است. 

 

 منابع مالی

نویسندگان مقاله هیچگونه کمک مالی و گرنت پژوهشی جهت 

 انجام این تحقیق دریافت نکرده اند.

 

 ارض منافعتع

 هیچگونه تعارض منافعی بین نویسندگان این مقاله وجود ندارد.
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