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 چکیده 
 شود که با یخته مشنا ینیبال یاز عفونتها یعیوس فیط جادیمهم در ا یزایماریعامل ب کیاورئوس  لوکوکوسیو هدف:  استاف هنیزم

 سهیمقا یسدف بررمطالعه با ه نیو شکست در روند درمان گردد. ا دیجد یمقاومت یالگوها جادیتواند باعث ا یم لمیوفیب لیتشک
 ت.انجام گرف صفهاناتهران و  یدر شهرها مارانیاورئوس جدا شده از ب لوکوکوسیاستاف یها هیوان سیدر م لمیوفیب لیتشک یپیفنوتا
مبتلا به  نمارایاورئوس از ب لوکوکوسیمشکوک به استاف هیجدا 119و  115 بی، به ترت1396سال  یکار: در مجموع در ط روش

 ه از آزموناستفاد شدند و با یتهران و اصفهان جمع آور یااز شهره کیمرجع در هر  مارستانیب کی شگاهیمختلف از آزما یعفونتها
PCR ینگو و کمکرمز ژلوز ق یفیک یاز آزمونها لمیوفیب لیتشک ییتوانا نیی. به منظور تعرفتندقرار گ دییو تأ ییمورد شناسا 

 .دیاستفاده گرد تیپل تریکروتیم
 یها هین سوشده به عنوا یجمع آور هیجدا 234 یتمام nucAژن  یاختصاص یمرهایبا پرا PCR: با استفاده از آزمون هاافتهی

 هیدرصد سو 8و  12 بیرتژلوز قرمز کنگو به ت یفیحاصل از آزمون ک جیقرار گرفتند. بر اساس نتا دییاورئوس مورد تأ لوکوکوسیاستاف
در  ن،یمچنهودند. بمثبت  میاسلارنگ و  اهیس یهایاصفهان و تهران واجد کلن یشده از شهرها یاسازاورئوس جد لوکوکوسیاستاف یها

 هیوسدرصد  97جموع، بودند. در م یقو لمیوفیاصفهان و تهران مولد ب یها در شهرها هیدرصد سو 7و  12 زین تیپل تریکروتیآزمون م
 .بودندو متوسط  یقو لمیوفیب لیها در هر دو شهر قادر به تشک

وز ژل یفیوش کبا ر سهیدر مقا تیپل تریکروتیم یاذعان داشت که روش کم توان یمطالعه م نیحاصل از ا جی: بر اساس نتایریگجهینت
 یاه هیوس یبالا وعیش گر،یباشد. از طرف د یبرخوردار م لمیوفیجهت سنجش ب یشتریب تیو اختصاص تیقرمز کنگو از حساس

 ود.ش یحسوب ممسلامت جامعه  یبرا یجد دیهشدار و تهد کیتهران و اصفهان  یدر شهرها لمیوفیاورئوس مولد ب لوکوکوسیاستاف

ژلوز قرمز کنگو ت،یپل تریکروتیم ماران،یب لم،یوفیاورئوس، ب لوکوکوسی: استافیدیکل واژگان
 

 مقدمه 

 استافیلوکوکوس اورئوس یک باکتری گرم مثبت است که به

عنوان میکروفلور طبیعی پوست و غشاهای مخاطی در بینی و 

های مختلف  گونه بخش فوقانی دستگاه تنفس در انسان و

استافیلوکوکوس اورئوس، یک باکتری  (. 1)جانوری حضور دارد

است که  همچنین باکتری بیماریزاییزیست با انسان و مه

درصد از جمعیت جهان توسط این باکتری کلونیزه  3۰تقریباً 

بیمارستانی  باکتری بیماریزایشوند. این باکتری مهمترین  می

از عفونتها ازجمله عفونتهای  است که قابلیت ایجاد انواعی

الریه، استئومیلیت، اندوکاردیت،  پوست و بافتهای نرم، ذات

سپتی سمی و عفونتهای مرتبط با ابزارهای خارجی نظیر 

 به(. 3و2)و ونتیلاتورهای مکانیکی را دارد سوندشانت، 

طورکلی توانایی ایجاد عفونتهای مزمن توسط استافیلوکوکوس 

نایی این باکتری در اتصال به سطوح اورئوس به دلیل توا

مختلف و ایجاد جمعیتی از سلولهای محصورشده توسط 

باشد که به بقای باکتری و ماتریکسی به نام بیوفیلم می

  همچنین مقاومت آن در برابر عوامل ضد میکروبی کمک می
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 کند و باعث ایجاد مشکلی جدی در سلامت انسان می

بیوتیکهایی جهت کنترل این عفونتها ی اگرچه آنت(. 4)شود

با گیرند، اما گزارشهای زیادی در رابطه  استفاده قرار می مورد

استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به چند دارو سویه های ظهور 

(Multi drug resistant: MDR خصوصاً در میان )

شده در بیمارستان وجود داشته است که  بیماران بستری

 Methicillinاستافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین )

resistant Staphylococcus aureus: MRSA عامل ،)

جاد عفونت از طریق تشکیل بیوفیلم در جامعه و اصلی در ای

  (. 5و3)شود بیمارستان محسوب می

مرحله اصلی است: اتصال، بلوغ و  3تشکیل بیوفیلم شامل 

ز تولید بیوفیلم ناشی ا(. 1)پراکندگی سلولهای باکتریایی

که مهمترین عامل برای  است icaADBCفعالیت اپرون 

و از عوامل وده بتشکیل ماتریکس اگزوپلی ساکاریدی 

استیل گلوکز آمین -N( یا پلی PIAچسبندگی بین سلولی )

(PNAGدر نظر گرفته می ) شود که در چسبندگی سلول به

(. 7و6)کند سلول نقش دارد و تشکیل بیوفیلم را تسهیل می

های استافیلوکوکوس  مقاومت ضدمیکروبی در بین سویه

وتئین اورئوس مقاوم به متی سیلین، به دلیل تولید پر

( است که توسط ژن PBP2aسیلین )دهنده پنیاتصال

mecA ژن  در کاست کروموزومیmec (SCCmec)  

به  شود. بنابراین حضور این ژنها باعث مقاومت می رمزگذاری

تام لاک-بیوتیکهای بتا ویژه آنتی بیوتیکهای متعددی به آنتی

گردد که موقعیت مناسبی را برای سلولهای باکتریایی  می

 ریشهحذف و شده است که مشخص(. 7و1)کند هم میفرا

ا کنی عفونتهای بیوفیلمی بسیار دشوار است و در مقایسه ب

 برابر تحمل بیشتری نسبت 1۰۰۰تا  1۰سلولهای پلانکتونی 

ی روشهای آزمایشگاه(. 8)هندد به مواد ضدمیکروبی نشان می

معرفی شده تولید بیوفیلم در باکتریها  سنجشمختلفی جهت 

 که در این میان روشهای کیفی ژلوز قرمز کنگو و کمی اند

یپی اتشخیص فنوت جهت ای طور گسترده بهمیکروتیتر پلیت 

ین . ا(9قرار می گیرند)استفاده مورد بیوفیلم  مولدهای  سویه

 مطالعه با هدف مقایسه فنوتایپی تشکیل بیوفیلم در میان

ن در های استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از بیمارا سویه

 .ه استانجام گرفت 1396در سال  شهرهای تهران و اصفهان
 

 

 

 روش کار 

جدایه مشکوک به  234در مجموع  1396در طی سال 

استافیلوکوکوس اورئوس از یک بیمارستان مرجع در هر یک از 

درصد( به  51، 119درصد( و اصفهان ) 49، 115شهرهای تهران )

  nknگاه باکتری شند و به آزمایشآوری شد جمعصورت هفتگی 

وی دانشگاه اصفهان منتقل شدند. تمامی جدایه ها در ابتدا بر ر

کشت داده شدند و  (Biolife, Italy)محیط کشت ژلوز مغذی 

یو پس از خالص سازی جهت انجام مطالعات بیشتر در لوله های کرا

 -2۰و گلیسرول در فریزر  (Biolife, Italy)واجد آبگوشت مغذی 

ن نگهداری شدند. جهت شناسایی جدایه ها در ای درجه سانتیگراد

 (. 5استفاده گردید) PCRمطالعه از آزمون 

سویه جمع آوری شده در شهرهای  DNA 234به منظور استخراج 

 وتهران و اصفهان از روش جوشاندن بر اساس دستورالعمل رحیمی 

 . بر این اساس، تعداد کمی کلنی[1۰]همکاران استفاده گردید 

میکرولیتر آب مقطر استریل حل و به خوبی  1۰۰ر باکتری د

دقیقه در دستگاه  2۰ورتکس گردید. سپس ویالها به مدت 

درجه  1۰۰در دمای  (Biometra, Germany)ترموبلاک 

 × gدقیقه سانتریفیوژ در  15سانتیگراد قرار گرفتند و پس از 

 PCRدر آزمون  DNAاز مایع رویی به عنوان الگوی  14۰۰۰

 گردید.استفاده 

به منظور شناسایی جدایه های  PCRجهت انجام آزمون 

ی استافیلوکوکوس اورئوس از دستورالعمل پیشین بر اساس شناسای

که توسط رحیمی و همکاران بهینه سازی شده بود  nucAژن 

جام . مخلوط واکنش و چرخه حرارتی نیز جهت ان[5]استفاده گردید 

 و همکاران بود.بر اساس دستورالعمل رحیمی  PCRآزمون 

 بهباکتریها بر اساس دستورالعمل رحیمی و همکاران، در ابتدا 

کشت داده شدند و کنگو ژلوز قرمز محیط  صورت خطی بر روی

گرمخانه درجه سانتیگراد  37ساعت در دمای  24 سپس به مدت

ز بر روی محیط ژلوز قرمکلنیهای باکتریایی ، پسس. گذاری شدند

به ای مشکی، قرمز تیره و قرمز روشن ظهور رنگه بر اساسکنگو 

 یمترتیب به عنوان سویه های اسلایم مثبت )بیوفیلم مثبت(، اسلا

 تقسیمکاذب )بیوفیلم مشکوک( و اسلایم منفی )بیوفیلم منفی( 

 (. 1۰شدند)بندی 

از توانایی باکتریها برای اتصال و تشکیل بیوفیلم،  کمی جهت بررسی

بر اساس ریستال ویوله مبتنی بر کمیکروتیتر پلیت روش 

برای این منظور، . [1۰] استفاده شددستورالعمل رحیمی و همکاران 

 محیط آبگوشت تریپتیک سوی ابتدا در ها در تمامی سویه

(Scharlau, Spain)  درصد  25/۰واجد 
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درجه  37دمای در ساعت  24و به مدت  هگلوکز کشت داده شد

ت کش از ۰٫۰1. سپس با تهیه رقت گرمخانه گذاری شدند سانتیگراد

 به صورت سه تایی در چاهکهای پلی استیرن پلیتها بههر سویه 

گرمخانه گذاری درجه سانتیگراد  37دمای  درساعت  24 مدت

. انجام گرفت PBSشدند و پس از این مدت سه مرتبه شستشو با 

مدت  درصد به 3/۰کریستال ویوله استفاده از  چاهکها بادر ادامه 

لم رنگهایی که به بیوفی در نهایتو شده آمیزی  دقیقه رنگ 1۰-5

ز شدند و جذب نوری هر یک ا متصل بودند توسط اتانول:استون حل

بت ثالیزا خوانشگر نانومتر توسط دستگاه  57۰موج  چاهکها در طول

عنوان  به بود 1< هاسویهاگر جذب نوری . بر این اساس، گردید

 بود به کنترلجذب نوری کمتر از و اگر جذب نوری  بیوفیلم قوی

جذب <1عنوان بیوفیلم منفی تقسیم بندی شدند. همچنین، اگر 

ب جذ<2/۰متوسط و اگر عنوان بیوفیلم  بهبود سویه ها  2/۰<رینو

در نظر گرفته  نوری بود سویه ها به عنوان بیوفیلم ضعیف

 فزارا(. جهت انجام محاسبات آماری در این مطالعه از نرم 11شدند)

GraphPad Prism 5  و آزمون آماریFisher's exact  استفاده

 گردید.
 

 

 

 

 

 

 یافته ها

 با استفاده از پرایمرهای PCRیج حاصل از آزمون بر اساس نتا

جدایه جمع آوری شده از   234، تمامی nucAاختصاصی ژن 

ی آزمایشگاه های دو بیمارستان مورد مطالعه به عنوان سویه ها

 اصلمورد شناسایی قرار گرفتند و نتایج ح استافیلوکوکوس اورئوس

 اساییشن کننده نتایجاز شناسایی با استفاده از آزمون مولکولی تأیید 

اه یشگسویه ها با استفاده از آزمونهای معمول بیوشیمیایی در آزما

 های بیمارستانهای مورد مطالعه بود.

سویه مورد بررسی  234بر این اساس مشخص گردید که از مجموع 

ن ای سویه واجد کلنیهای سیاه رنگ و قرمز تیره بودند، که از 1۰۰

ه بجد کلنیهای مشکی رنگ بودند که درصد( وا 1۰سویه ) 23تعداد 

یه سو 77عنوان سویه های اسلایم مثبت انتخاب گردیدند. همچنین 

ویه درصد( نیز واجد کلنیهای قرمز تیره بودند و به عنوان س 33)

ن ای های اسلایم کاذب و بیوفیلم مشکوک تعیین گردیدند. علاوه بر

ز ار هران بیشتفراوانی سویه های اسلایم مثبت و اسلایم کاذب در ت

یه (. شیوع سوP=3/۰اصفهان بود؛ اما این اختلاف معنی دار نبود)

ب رتیتهای اسلایم مثبت، اسلایم منفی و اسلایم کاذب در تهران به 

  39سویه ) 45درصد( و  53سویه ) 61درصد(،  8سویه ) 9

 61سویه ) 73درصد(،  12سویه ) 14درصد( و در اصفهان به ترتیب 

 درصد( بود.   27ه )سوی 32درصد( و 

 
 وس اورئوس به روش کیفی ژلوز قرمز کنگو.های استافیلوکوک . بررسی تشکیل بیوفیلم در میان سویه1جدول 

 بیوفیلم

 شهر

 مجموع )درصد( اسلایم منفی )درصد( اسلایم کاذب )درصد( اسلایم مثبت )درصد(

 (49) 115 (53) 61 (39) 45 (8) 9 تهران

 (51) 119 (61) 73 (27) 32 (12) 14 اصفهان

 234 (57) 134 (33) 77 (1۰) 23 مجموع )درصد(

P value 48/۰ ۰9/۰ 3/۰ 8/۰ 
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بر اساس نتایج حاصل از آزمون کمی میکروتیتر پلیت مشخص 

 228سویه مورد بررسی،  234گردید که در مجموع در میان 

درصد( مولد بیوفیلم )قوی و متوسط( بودند و تنها  97سویه )

سویه( قادر به تشکیل بیوفیلم نبودند  6درصد سویه ها ) 3

، فراوانی سویه های بیوفیلم قوی و (. در این میان2)جدول 

درصد( و  7سویه ) 8بیوفیلم متوسط در شهر تهران به ترتیب 

سویه  14درصد( و در شهر اصفهان به ترتیب  89سویه )1۰3

درصد( بود و هیچکدام از سویه  86سویه ) 1۰3درصد( و  1۰)

ها قادر به تشکیل بیوفیلم ضعیف نبودند. علاوه بر این، اختلاف 

اری بین سویه ها از نظر توانایی تشکیل بیوفیلم بین معنی د

سویه های جداسازی شده از شهرهای تهران و اصفهان 

 مشاهده نشد.

 

 
 به روش کمی میکروتیتر پلیت. وس اورئوساستافیلوکوکهای  . بررسی تشکیل بیوفیلم میان سویه2جدول  

 بیوفیلم

 شهر

بیوفیلم متوسط  بیوفیلم قوی )درصد(

 )درصد(

 مجموع )درصد( فیلم منفی )درصد(بیو

 (49) 115 (4) 4 (89) 1۰3 (7) 8 تهران

 (51) 119 (2) 2 (86) 1۰3 (12) 14 اصفهان

 234 (3) 6 (87) 2۰6 (1۰) 22 مجموع )درصد(

P value 33/۰ 66/۰ 68/۰ 88/۰ 

 

 

 بحث 
 

 در یمهم راتییسطح با تغ کیدر  لمیوفیاتصال و سپس رشد ب

جب همراه است که مو یکیمتابول تیو فعال نیپروتئ انیژن، ب

 نیو همچن یکروبیمقاومت نسبت به درمان، مواد ضد م

 ییناتوا نی(. بنابرا12شود) یم زبانیتوسط م یسازوکار پاکساز

به  هااورئوس نه تن لوکوکوسیتوسط استاف لمیوفیب لیتشک

 جادیکند، بلکه در ا یکمک م زبانیدر م یحضور باکتر

 یدر سالها ن؛ینقش دارد. همچن زیمقاوم ن مزمن و یعفونتها

 یتممقاومت نسبت به  وعیدر ش ینگران کننده ا شیافزا ر،یاخ

 انیدر م نیسینسبت به ونکوما تیو کاهش حساس نیلیس

 دهیاورئوس مشاهده گرد لوکوکوسیاستاف یها هیسو

 (. 13و9)تاس

 و تیپل تریکروتیم یدو آزمون کم بیمطالعه حاضر از ترک در

ر د لمیوفیب لیتشک ییتوانا یژلوز قرمز کنگو جهت بررس یفیک

شده از  یاورئوس جداساز لوکوکوسیاستاف یها هیسو انیم

د جو. با ودیتهران و اصفهان استفاده گرد یدر شهرها مارانیب

 ییتواناجهت سنجش  یمتعدد یدر حال حاضر روشها نکهیا

ه دمورد استفا ییایباکتر یها هیسو انیدر م لمیوفیب لیتشک

 یاز روشها یکی تیپل تریکروتیاما آزمون م رند،یگیقرار م

 ن باشد که به عنوا یم لمیوفیب لیسنجش تشک یپرکاربرد برا

 

 یپل دیتول میمستق صیتشخ یآزمون استاندارد برا کی

 یریگو به علت اندازه گرددیاستفاده م دیساکار

 یما قرار م اریرا در اخت یاطلاعات کمّ ،یاسپکتروفتومتر

 تریکروتی(. در مطالعه حاضر با استفاده از روش م14و 1۰دهد)

 یها هیو ساده از سو یکم یطبقه بند کی تیپل

 جیانت یصورت که با بررس نیبه ا د؛یگرد جادیا یلوکوکیاستاف

 ،نانومتر 57۰در طول موج  تهایپل یحاصل از قرائت جذب نور

و  هرانت یاز شهرها کیدر هر  لمیوفیمولد ب یهایدرصد باکتر

 ینهمخوا گریکدیمطالعه با  نیکه در ا دیاصفهان محاسبه گرد

ژلوز قرمز کنگو درصد  طیداشتند. در روش کشت در مح

 میلااس) لمیوفیب دیتول ییها از نظر عدم توانا هیاز سو ییبالا

 ودرصد  53در تهران  بیداده شدند که به ترت صی( تشخیمنف

 تریکروتیر دو آزمون ماختلاف د نیدرصد بود. ا 61در اصفهان 

از  جیانت یریرپذیاز تأث یتواند ناش یو ژلوز قرمز کنگو م تیپل

 جینتا سهی(. مقا15باشد) دید یخطا ایو  یرشد باکتر طیشرا

بود  تهنک نیا دیو ژلوز قرمز کنگو مؤ تیپل تریکروتیم یآزمونها

 نگوکبا روش ژلوز قرمز  سهیدر مقا تیپل تریکروتیم ونکه آزم

است و  یروش بهتر و مطمئن تر لمیوفیب دیش تولجهت سنج

  یها هیسو ییجهت شناسا یبالاتر تیو اختصاص تیاز حساس
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 یبرخوردار م یمنف لمیوفیب یها هیو سو لمیوفیمولد ب

درصد از  47/14و همکاران،  Mathurمطالعه  در(. 9باشد)

 یوق لمیوفیب لیقادر به تشک یلوکوکیاستاف ینیبال یها هیسو

و  Pujaکه توسط  یادر مطالعه ن،ی(.  همچن16بودند)

 یجداساز یها هیدرصد از سو 79/6همکاران صورت گرفت، 

 یبا چسبندگ یقو لمیوفیب لیتشک تیشده از زخم و چرک قابل

 یهابه دست آمده در شهر جیبا نتا بیکه به ترت ندبالا داشت

 (. بر17دارند) یاصفهان و تهران در مطالعه حاضر همخوان

اساس نتایج حاصل از یک تحقیق صورت گرفته در آفریقای 

اورئوس  کوکوسلویاستاف یها هیدرصد از سو 8/37جنوبی 

م جداسازی شده قادر به تولید بیوفیل نیلیس یمقاوم به مت

 (. 15بودند)

 یها هیسو یو همکاران بر رو یمیمطالعه رح در

 لمیوفیمولد ب نیلیس یاورئوس مقاوم به مت لوکوکوسیاستاف

د ونسو واجد  یمبتلا به عفونت ادرار مارانیشده از ب یجداساز

ز آزمون با استفاده ا ،یمورد بررس هیسو 1۰8 انیدر تهران، از م

 لمیوفیب لیتشک ییدرصد توانا 94ژلوز قرمز کنگو  یفیک

 هیدرصد از سو 15 ت،یپل تریکروتیم یداشتند و در آزمون کم

 لیمتوسط تشک لمیوفیدرصد ب 62و  یقو لمیوفیها ب

فته صورت گر قیمطالعه با تحق نیحاصل از ا جی(. نتا1۰دادند)

 در  ن،یتطابق دارد. همچن باًیان تقرو همکار یمیتوسط رح

 

 

 

 

 

 

 

 هیودرصد س 8/86، تنها Namvarو  Nourbakhshمطالعه 

  ادرقدر استان اصفهان  ینیبال یشده از عفونتها یجداساز یها

 مطالعه حاضر جیبودند که کمتر از نتا لمیوفیب لیبه تشک

 (. 18بود)
 

 

 یریگجهینت

در  عیامل شاع کیاورئوس به عنوان  لوکوکوسیاستاف

 و شود یاز جامعه شناخته م یو اکتساب یمارستانیب یعفونتها

 ورداررخب یادیز اریبس تیاز اهم لمیوفیب دیتول ییتوانا لیبه دل

ه منجر ب لمیوفیبه صورت ب ییایتجمعات باکتر نیباشد. ا یم

 را با درمانشده و  کهایوتیب یمقاومت نسبت به آنت جادیا

به خصوص در  جادشدهیمقاومت ا نیسازد. ا یمشکل مواجه م

 مارانیب یبرا یبزرگ دیتواند تهد یم یمارستانیب یطهایمح

 شیباشد و باعث افزا یمنیمبتلا به نقص ا مارانیخصوصاً ب

 اضرشود. در مطالعه ح یم مارانیب انیدر م ریمرگ و م زانیم

 لوکوکوسیاستاف یها هیسو انیدر م لمیوفیب دیتول یفراوان

 ن تهرا یدر شهرها ینیبال یشده از عفونتها یاورئوس جداساز

 یالاب عویش نیمشابه است بنابرا بایو اصفهان نسبتاً بالا و تقر

 خطر و  کی لمیوفیاورئوس مولد ب لوکوکوسیاستاف یها هیسو

در  یمراجعه کننده و بستر مارانیب یبرا یجد دیتهد

 .شودیمحسوب م یمورد بررس یمارستانهایب
 

 و تشکر ریتقد

دانشگاه  یمعاونت پژوهش و فناور یمال تیمطالعه با حما نیا

.است دهیاصفهان به انجام رس
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