
  

                                                                                                      69  

Arak Medical University Journal (AMUJ)                                                                                      Original Article   
              2016; 19(109): 69-79 

 
Evaluation of Phenotypic and Genotypic Biofilm Formation in 

Staphylococcus aureus Isolates Isolated from Hospital Infections in 
Shahrekord, 2015 

 
Fahimeh Nourbakhsh1*, Hassan Momtaz2 

 
1- MSc, Department of Microbiology, Branch of Shahrekord, Islamic Azad University, Shahrekord, 
Iran. 
2- Professor, Department of Microbiology, Branch of Shahrekord, Islamic Azad University, 
Shahrekord, Iran. 

 
 

Received: 23 Feb 2016, Accepted: 11 March 2016 
 
Abstract 

Background: Biofilm formation is one of the pathogenicity factors of Staphylococcus aureus 
that can help the bacteria to stick to the other surface and also increase antibiotic resistance pattern. 
This study aimed to investigate the phenotypic and genotypic indices for formating biofilm in 
Staphylococcus aureus isolates isolated from infectous samples. 

Materials and Methods: 250 Staphylococcus aureus strains isolated from hospital infections 
were selected. Antibiotic resistance pattern was determined by using disk diffusion method. The 
ability of biofilm formation was investigated by molecular and phenotypic method.  

Results: In this study, 73.5% of isolates were able to bind strongly, 5.33% had the ability of 
medium connection and 15.4% had the ability of weak connection in biofilm production. The 
frequency of icaC and icaB genes were 67.3% and 63.2%, respectively. 92.2% of biofilm producing 
isolates have mecA gene. 

Conclusion: The spread of antibiotic resistance in isolates especially isolates that produce 
biofilm will create serious problems in the hospital therapeutic wards. 
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 استافیلوکوکوس اورئوسنوتیپی و ژنوتیپی تشکیل بیوفیلم در ایزوله هاي ارزیابی ف
  1394در سال  جدا شده از عفونت هاي بیمارستانی شهرکرد 

  
  2 حسن ممتاز،*1فهیمه نوربخش

  

  .ایران شهرکرد، آزاد اسلامی واحد شهرکرد، دانشگاه ، شناسی میکروب گروه ارشد، کارشناسی -1
  .ایران شهرکرد، آزاد اسلامی واحد شهرکرد، دانشگاه اسی،شن میکروب  استاد،گروه-2

  
  22/2/95: تاریخ پذیرش 5/12/94: تاریخ دریافت

 

 چکیده
شود که به   محسوب می استافیلوکوکوس اورئوسزایی باکتري  تشکیل بیوفیلم یکی از عوامل بیماري:زمینه و هدف

مطالعه حاضر با هدف . دهد بیوتیکی را می لگوي مقاومت آنتیچنین افزایش ا باکتري امکان اتصال به سطوح مختلف و هم
هاي   جدا شده از نمونهاستافیلوکوکوس اورئوسهاي  هاي فنوتیپی و ژنوتیپی تشکیل بیوفیلم در ایزوله بررسی شاخصه

  .عفونی در استان شهرکرد انجام گرفت
جهت . هاي بیمارستانی انتخاب گردید  عفونت جدا شده ازاستافیلوکوکوس اورئوس ایزوله 250تعداد : ها مواد و روش

توان تشکیل بیوفیلم به روش مولکولی و فنوتیپی . بیوتیکی از روش انتشار دیسک استفاده شد تعیین الگوي مقاومت آنتی
  .بررسی گردید

 درصد 4/15 درصد توان اتصال متوسط و 33/5ها توانایی اتصال قوي،   درصد از ایزوله5/73 ،در این بررسی: ها یافته
 درصد icaB 2/63 درصد و ژن icaC 3/67فراوانی حضور ژن . توانایی اتصال ضعیف را در تولید بیوفیلم نشان دادند

  .  بودندmecAهاي مولد بیوفیلم واجد ژن   درصد از ایزوله2/92. برآورد گردید
هاي درمانی  مشکلات جدي در بخشهاي مولد بیوفیلم  بیوتیکی به ویژه در ایزوله  گسترش مقاومت آنتی:گیري نتیجه

  .بیمارستان ایجاد خواهد کرد
  ، شهرکرد، بیوفیلماستافیلوکوکوس اورئوس: کلید واژگان
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  مقدمه
ترین عوامل   از مهماستافیلوکوکوس اورئوس

این باکتري . آید عفونی در بیمارستان و جامعه به حساب می
هاي متعددي از جمله انتروتوکسین،  توانایی تولید توکسین

  . )1(پنتون والنتین و اگزوفولیاتیو توکسین را دارد
هاي باکتریایی جداسازي  تشکیل بیوفیلم در ایزوله

ارهاي خارجی، به ویژه شده از بیماران استفاده کننده از ابز
. )2(باشد تر می هاي ارتوپدي شایع بیماران بستري در بخش

بیوفیلم ساختاري متشکل از یک جمعیت باکتریایی است که 
به وسیله یک ماتریکس اگزو پلی مري تولید شده توسط 

این ویژگی به باکتري توانایی . باکتري محصور شده است
ایش مقاومت ذاتی چنین افز اتصال به سطوح مختلف و هم

 به استافیلوکوکوس اورئوس. )3(دهد ها را می بیوتیک به آنتی
عنوان یک پاتوژن بیمارستانی قابلیت تشکیل بیوفیلم و مزمن 

این باکتري توانایی . شدن بیماري در شخص آلوده را دارد
اتصال به سطوح مختلف از قبیل ونتیلاتورهاي مکانیکی، 

گسترش آلودگی و . )4(دارا استهاي میزبان را  کاتتر و بافت
چنین تشکیل بیوفیلم در تجهیزات و وسایل پزشکی منجر  هم

هاي بیمارستانی شده و تلاش براي حذف  به افزایش عفونت
  .)5(ها را ضروري ساخته است این گونه آلودگی

هاي ضد  تشکیل بیوفیلم، حساسیت به درمان
رمانی هاي د  هزینهدهد که نهایتاً میکروبی را کاهش می

تولید بیوفیلم . بالایی براي بیماران به دنبال خواهد داشت
باشد که   میicaABCDناشی از فعالیت اپرنی تحت عنوان 

ترین عامل براي تشکیل ماتریکس ایزوپلی ساکاریدي و  مهم
  .)6(است PIAاز عوامل چسبندگی بین سلولی 

توسط icaD  و icaA  ،icaB،  icaCهاي ژن
هاي  این سیستم. شوند متعددي کنترل میهاي تنظیمی  سیستم

علاوه بر . )7(است) B ) sig B و سیگماSarA تنظیمی شامل
نیز در ایجاد بیوفیلم agr ، سیستم icaABCDسیستم اپرون 

  .)8(داردنقش 
هاي بیمارستانی  با توجه به شیوع بالاي عفونت

چنین گسترش  و هماستافیلوکوکوس اورئوس ناشی از 
نده مقاومت، مطالعه حاضر با هدف مقایسه عوامل افزایش ده

چنین بررسی توان  هاي مرتبط در کشور و هم سایر پژوهش
هاي کد کننده پلی  تشکیل بیوفیلم و فراوانی حضور ژن

هاي  در ایزوله) icaهاي  ژن(ساکاریدي چسبنده بین سلولی 
هاي  جدا شده از عفونتاستافیلوکوکوس اورئوس 

  .رکرد انجام گرفتبیمارستانی در شهرستان شه
  

  ها مواد و روش
 از نوع  که مطالعه حاضر:هاي باکتریایی ایزوله

 250 بر روي 1394 در نیمه دوم سال  است،توصیفی-مقطعی
 جدا شده از انواع استافیلوکوکوس اورئوسایزوله 
 95هاي بیمارستانی در شهرستان شهرکرد شامل  عفونت

 55وله از آبسه،  ایز20هاي چرکی،  ایزوله جدا شده از زخم
هاي   ایزوله از عفونت57ایزوله جدا شده از آسپیره تراشه، 

 ایزوله جدا شده از موارد زخم 6 ایزوله از کاتتر، 4خون، 
 ایزوله از مایع مغزي 10 ایزوله از مایع مفصلی و 3بستر، 

هاي  ایزوله هاي جدا شده با روش. نخاعی انجام گرفت
هاي  نگ آمیزي گرم، تستاستاندارد میکروبیولوژي نظیر ر

کاتالاز و کوآگولاز، تخمیر قند مانیتول، حساسیت به 
 )شرکت مرك، آلمان(DNase دیسک نووبیوسین، تست 

استافیلوکوکوس در این بررسی از . یید قرار گرفتأمورد ت
 به عنوان کنترل مثبت تولید کننده ATCC35556 اورئوس

 به عنوان ساستافیلوکوکوس اپیدرمیدیقوي بیوفیلم و از 
  .کنترل منفی استفاده گردید

: بیوتیکی سنجش فنوتیپی حساسیت آنتی
بیوتیکی از روش انتشار  به منظور بررسی حساسیت آنتی

از باکتري رشد .  استفاده گردید(Kirby-Bauer)دیسک 
به مدت یک شبانه روز در (کرده بر روي محیط بلاد آگار 

پانسیون معادل جهت تهیه سوس) گراد  درجه سانتی37دماي 
سوسپانسیون تهیه شده با . لوله نیم مک فارلند استفاده شد

استفاده از سواب استریل بر روي محیط مولر هینتون آگار 
بیوگرام هر ایزوله  سپس آنتی. فاقد نمک کشت داده شد

شامل ) پادتن طب(بیوتیکی  هاي آنتی براي دیسک
 30(هاي با غلظت استاندارد ونکومایسین  دیسک

، تري متوپریم ) میکروگرم5(، سیپروفلوکساسین )کروگرممی
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، جنتامایسین ) میکروگرم10(، تتراسایکلین ) میکروگرم5/2(
، متی سیلین ) میکروگرم15(، اریترومایسین ) میکروگرم10(
، کلرامفنیکل ) میکروگرم30(، کانامایسین ) میکروگرم5(
 10 (پنم ، ایمی) میکروگرم10(سیلین  ، پنی) میکروگرم30(

 30(، سفالوتین ) میکروگرم30(، سفازولین )میکروگرم
 2(، کلیندامایسین ) میکروگرم30(، سفتریاکسون )میکروگرم
 30(، موپیروسین ) میکروگرم15(، آزیترومایسین )میکروگرم
 30(، سفکسیتیم ) میکروگرم5(، ریفامپیسین )میکروگرم
وئین ، نیتروفورانت) میکروگرم30(، آمپی سیلین )میکروگرم

جهت تعیین مقاومت دارویی . انجام گردید)  میکروگرم30(
حداقل غلظت  (MICسیلین از روش  ایزوله ها نسبت به متی

با روش میکرودایلوشن براث و روش مولکولی ) باز دارنده
در این روش . )10( استفاده گردیدmecAجهت بررسی ژن 

ظت بیوتیک مورد نظر به همراه غل هاي متوالی از آنتی رقت
در ) با کدورت نیم مک فارلند(ثابتی از سوسپانسیون باکتري 
پس از مرحله گرماگذاري به . میکروپلیت با هم مجاور شد

.  ساعت چگالی نوري در هر رقت بررسی شد24مدت 
ها با استفاده از دستگاه الایزا ریدر بررسی و  چاهک

بیوتیک که مانع از رشد باکتري  ترین غلظتی از آنتی پایین
بیوتیک در نظر گرفته   آنتیMICگردید به عنوان  یم

  .)11(شد
بیوتیکی و حساسیت  تعیین الگوي مقاومت آنتی

 مورد بررسی مطابق با استافیلوکوکوس اورئوسهاي  ایزوله
موسسه استانداردهاي بالینی و ( CLSIدستورالعمل 

 و بر اساس قطر هاله عدم رشد اطراف )آزمایشگاهی
، نیمه حساس و مقاوم بیان ها به صوت حساس دیسک
استافیلوکوکوس اورئوس ي استاندارد  سویه. )12(گردید

ATCC3391و  ATCC25923  به عنوان سوش کنترل در
هاي کشت مورد  تمامی محیط. )13(این تحقیق استفاده شد

  . آلمان تهیه شد مركاستفاده در این مطالعه از شرکت
 در :بررسی تشکیل بیوفیلم به روش فنوتیپی

هاي   جهت ارزیابی تولید بیوفیلم، کلنی،ین مطالعها

روي محیط  غنی سازي شده بر استافیلوکوکوس اورئوس
TSB) به محیط بلاد آگار کشت داده ) تریپتیکاز سوي براث

شد و جهت بررسی تولید بیوفیلم به روش فنوتیپی از محیط 
agar  Congo Red )گرم 40حاوي ) شرکت مرك، آلمان 

هاي  ها، کلنی در بررسی ایزوله.  استفاده شددر لیتر سوکرز
هاي قرمز تیره بیوفیلم  عنوان بیوفیلم قوي، کلنیه سیاه رنگ ب

هاي بیوفیلم  عنوان سویهه هاي قرمز روشن ب متوسط و کلنی
جهت بررسی با روش میکروپلیت . ندمنفی در نظر گرفته شد

هاي غنی شده کدورتی معادل نیم مک   نمونه،تیتراسیون
 میکرولیتر از هر سوسپانسیون به 200لند تهیه و سپس فار

  گشتاي پلی استرین منتقل  خانه96هاي میکروپلیت  چاهک
گراد گرما   درجه سانتی37 ساعت در دماي 20و به مدت 
با استفاده از فسفات چهار مرتبه ها  چاهک. )14(گذاري شد
 و سپس به طور ندشو داده شد و شست) PBS(بافر سالین 

باید  رنگ آمیزي ،در مرحله بعد. ندخشک گردیدکامل 
ها از رنگ کریستال  جهت رنگ آمیزي چاهک. انجام شود

سپس .  دقیقه در هر چاهک استفاده شد15ویوله به مدت 
 رنگ موجود در هر چاهک با استفاده از آب معمولی شست

شو داده شده و جهت آزاد سازي رنگ موجود در دیواره و 
 میکرولیتر 100باشند،  د بیوفیلم میهایی که مول باکتري

 درصد به 70ي اتانول   درصد به اضافه10ایزوپروپیل الکل 
  .)16، 15(هر چاهک اضافه گردید

در نهایت رنگ آزاد شده در هر چاهک در طول 
 نانومتر با استفاده از دستگاه قرائت کننده 570موج نوري 

مونه ن.  بررسی شد(Elisa Reader stat fax 2100)الیزا 
 درصد 1 حاوي TSBکنترل منفی در این روش، محیط 

هاي  جهت اطمینان از صحت کار براي ایزوله. گلوکز بود
ها مورد   مرتبه جذب نوري هر یک از ایزوله3مورد مطالعه 

 براي هر  مقدار حد نصابروش محاسبه. بررسی قرار گرفت
  . ارائه شده است1گروه در جدول 
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  انایی تشکیل بیوفیلم به وسیله روش میکروتیتر پلیت طبقه بندي تو.1جدول 
توانایی تشکیل 

  بیوفیلم
نتایج حاصل از میانگین حداکثر  حد نصابمحاسبه میزان 

  )OD(جذب نوري 
 OD>4*ODC2 OD>0.332  قوي

  ODC<OD<=4*ODC 0.166<OD<=0.332*2  متوسط
 ODC<OD<=2*ODC  0.083<OD<=0.166  ضعیف

 OD<=0.083 OD<=0.083  عدم اتصال
OD :چگالی نوري  

  )OD:ODCترل منفی نمیانگین ک)+(SD*3کنترل منفی(
  

هاي  ارزیابی ژنوتیپی جهت شناسایی ژن
icaABCD :هاي  جهت ردیابی حضور ژنicaA ،icaB ،

icaCو  icaDهاي مورد مطالعه از روش   در ایزولهPCR 

اي با استفاده از زوج پرایمرهاي نشان داده شده در  چند گانه
  .)17( استفاده شد2جدول 

  
 icaD و icaA ،icaB ،icaC زوج پرایمرهاي مورد استفاده جهت ردیابی حضور ژن هاي .2جدول 

اندازه محصول   توالی  پرایمرها  ژن هاي هدف
  )جفت باز(

icaA  F:ACACTTGCTGGCGCAGTCAA 
R:TCTGGAACCAACATCCAACA 

188  

icaB  F:AGAATCGTGAAGTATAGAAAATT 
R:TCTAATCTTTTTCATGGAATCCGT 

900  

icaC  F:ATGGGACGGATTCCATGAAAAAGA 
R: TAATAAGCATTAATGTTCAATT 

1100  

icaD  F: ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 
R: AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA 

198  

  
هاي مورد نظر با استفاده   ژنومی ایزولهDNAابتدا 

) ساخت شرکت سیناژن ایران (DNAاز کیت استخراج 
مل شرکت سازنده استخراج و واکنش مطابق با دستورالع

PCR بافر میکرولیتر5/2 میکرولیتر واجد 25 در حجم  
PCR 10x میکرومول150 و dNTP  ،2مول   میلیMgcl2 ،

 پلی  واحد آنزیمR  ،1 و F پیکومول از زوج پرایمرهاي 10
 DNA میکرولیتر از 2و )  لیتوانی،فرمنتاز( Taq DNAمراز

 از PCRجهت انجام . رفتمربوط به هر نمونه انجام گ
 اپندورف ماسترسایکلر، اپندورف (دستگاه ترموسایکلر 

برنامه .  استفاده شد)، هامبورگ، آلمانHinz GmbH-نتل
 درجه 95یک سیکل : حرارتی مورد استفاده عبارت بود از

 درجه 94 سیکل تکراري 32 دقیقه، 6گراد به مدت  سانتی
 1گراد به مدت   سانتی درجه59 ثانیه، 50گراد به مدت  سانتی

 ثانیه و یک سیکل 90گراد به مدت   درجه سانتی72دقیقه، 
  . دقیقه10گراد به مدت   درجه سانتی72انتهایی 

بیوتیکی بالا نسبت به  با توجه مقاومت آنتی
سیلین، علاوه بر ارزیابی فنوتیپی به ارزیابی  بیوتیک متی آنتی

جهت . رداخته شدبیوتیکی نیز پ ژنوتیپی الگوي مقاومت آنتی
بیوتیک  بررسی توزیع ژن کد کننده مقاومت به آنتی

از زوج پرایمر ذکر شده در جدول ) mec Aژن (سیلین  متی
  .  استفاده شد3

  
  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسدر ایزوله هاي mec A   توالی پرایمر مورد استفاده جهت ردیابی ژن.3جدول 
   محصولاندازه  )5-3(توالی نوکلئوتیدي   ژن

MecA F:AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 
R:AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC  

532 (bp) 
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اي در   چندگانهPCR آزمایش ،در این مرحله
، PCR 10x ر بافر میکرولیت5/2 میکرولیتر واجد 25حجم 

 dNTP ،5/0 میکرومول Mgcl2 ،200مول   میلی5/1
  پلی واحد آنزیمR ،1 و Fمیکرومول از زوج پرایمرهاي 

 مربوط به هر DNA میکرولیتر از 5/2و  Taq DNA مراز
برنامه حرارتی مورد استفاده در این مرحله . ایزوله انجام شد

 8گراد به مدت   درجه سانتی94یک سیکل : عبارت بود از
 40گراد به مدت   درجه سانتی95 سیکل تکراري 35دقیقه، 
 درجه72 ثانیه، 50گراد به مدت   درجه سانتی56ثانیه، 
 درجه 72 ثانیه و یک سیکل انتهایی 60گراد به مدت  سانتی
 PCRبراي مشاهده محصولات .  دقیقه5گراد به مدت  سانتی

  . درصد استفاده شد5/1از ژل آگارز 
هاي حاصل از نتایج با نرم   داده:تحلیل آماري

 در  مربع آماري کايآزمونو  16نسخه   SPSSافزار آماري
 و ارتباط تحلیل شد) >05/0p( درصد 95سطح اطمینان 

هاي  آماري بین توان تشکیل بیوفیلم در ایزوله
 با محل جداسازي ایزوله و الگوي استافیلوکوکوس اورئوس

  .ها تعیین گردید بیوتیکی ایزوله مقاومت آنتی
  یافته ها

استافیلوکوکوس  ایزوله 250در مطالعه حاضر 
 مراکز هاي بیمارستانی در  جدا شده از انواع عفونتاورئوس

تمام . درمانی استان شهرکرد مورد بررسی قرار گرفت
هاي زخم و زخم بستر مورد بررسی توان تولید بیوفیلم  ایزوله

را ) میکرو پلیت تیتراسیون و کنگورد آگار(به روش فنوتیپی 
  .در مقادیر مختلف دارا بودند

هاي مولد بیوفیلم به روش  در بررسی نهایی ایزوله
 33/5ها توانایی اتصال قوي،  د از ایزوله درص5/73فنوتیپی، 

 درصد از 4/15ها توان اتصال متوسط و  درصد از آن
هاي   جز نمونهبقیهها توانایی اتصال ضعیف و  ایزوله

فراوانی حضور . بندي شدند قهبمشکوك در تولید بیوفیلم ط
 icaA درصد، ژن icaB 2/63 ژن ، درصدicaC 3/67ژن 

.  درصد برآورد گردیدicaD 4/59 درصد و ژن 3/58
 نشان داده 1 شکلهاي مولد بیوفیلم در  فراوانی حضور ژن

  .شده است
  

  
  )icaA  ،icaB ،icaC ، icaDژن هاي(بیوفیلم  فراوانی حضور ژن هاي مولد .1 شکل

 icaBي حضور ژن  نشان دهنده 9 و 8 جفت باز، ستون هاي 1100 با icaC نشان دهنده ي حضور ژن 10 و 7در این تصویر ستون هاي 
 جفت باز و ستون 188 با icaA نشان گر حضور ژن 6 و 2 نشان دهنده ي کنترل منفی ، ستون هاي 1 جفت باز ، ستون شماره ي   900با  

  . جفت باز می باشند198با icaD  نشان دهنده حضور ژن 5 تا 3هاي 
  

 عفونی يها سیلین در نمونه میزان مقاومت به متی
 درصد از 90 دیسک دیفیوژن آگار در مورد مطالعه به روش

سیلین در  یید مقاومت به متیأجهت ت. ها مشاهده شد ایزوله
 استفاده گردید که PCRهاي مولد بیوفیلم، از روش  ایزوله

هاي مولد بیوفیلم واجد   درصد از ایزوله2/92در این روش 
  .  بودندmecAژن 

جهت ارزیابی ژنوتیپی توان تولید بیوفیلم در 
 به روش icaهاي  هاي مورد مطالعه از ردیابی ژن هایزول

PCRدر این میان ژن.  استفاده شد  چند گانه icaC 
هاي  ترین ژن کد کننده تولید بیوفیلم در ایزوله شایع

هر چند که . باشد  مورد مطالعه میاستافیلوکوکوس اورئوس
داري بین حضور این  از نظر آماري اختلاف آماري معنی
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با همدیگر وجود تافیلوکوکوس اورئوس اسچهار ژن در 
 اما در تجزیه و تحلیل آماري اطلاعات، ،)p=821/0(نداشت 

داري بین توان تشکیل بیوفیلم در  اختلاف آماري معنی
هاي  جدا شده از نمونهاستافیلوکوکوس اورئوس هاي  ایزوله

هاي  هاي چرکی با این فاکتور در ایزوله زخم بستر و زخم
نخاعی و مایع مفصلی -د آبسه، مایع مغزيجدا شده از موار
مربع با آزمون کاي ) p=045/0(  درصد95در سطح اطمینان 

 .مشاهده شد

بیوتیکی  ارزیابی فنوتیپی الگوي مقاومت آنتی
 نشان داد که بیشترین استافیلوکوکوس اورئوسهاي  سویه

هاي متی  بیوتیک بیوتیکی نسبت به آنتی مقاومت آنتی
 ،) درصد7/89(ریترومایسین ا،) درصد90(سیلین

 ،) درصد88(سیلین  ، پنی) درصد5/89(سیپروفلوکساسین 
 و ) درصد8/75( جنتامایسین،) درصد4/82(تتراسایکلین

هاي نیتروفورانتوئین و  بیوتیک کمترین مقاومت نسبت به آنتی
در تجزیه و تحلیل آماري اطلاعات . ونکومایسین وجود دارد

، مربع کی با آزمون کايبیوتی مربوط به مقاومت آنتی
بیوتیکی  داري بین مقاومت آنتی اختلاف آماري معنی

هاي  بیوتیک به آنتیاستافیلوکوکوس اورئوس هاي  ایزوله
 ،سیلین  سیپروفلوکساسین، پنی، اریترومایسین،سیلین متی

ها به  تتراسایکلین و جنتامایسین با مقاومت آن
ئین و ریفامپیسین هاي ونکومایسین، نیتروفورانتو بیوتیک آنتی

الگوي . مشاهده شد) p=029/0(  درصد95در سطح اطمینان 
 استافیلوکوکوس اورئوسهاي  بیوتیکی ایزوله مقاومت آنتی

  . ارائه شده است4 مورد مطالعه در جدول
 مورد از 95 ،هاي عفونی مورد مطالعه از میان نمونه

ا ه بیوتیک ي آنتی هاي زخم و زخم بستر نسبت به همه نمونه
ها  بیوتیک پبشنهادي براي این ایزوله  آنتی.مقاوم بودند

ونکومایسین، نیتروفورانتوئین، ریفامپین، تري متو پریم و 
سفالوتین بود که این مساله نشان دهنده گسترش مقاومت 

هاي  هاي عفونی به ویژه مقاومت بیوتیکی در نمونه آنتی
 ئوساستافیلوکوکوس اورهاي  ي نمونه همه. چندگانه است

در . توانایی تشکیل بیوفیلم در مقادیر مختلف را داشتند
تجزیه و تحلیل آماري اطلاعات مربوط به این جدول، 

داري بین توان تشکیل بیوفیلم در  اختلاف آماري معنی
هاي  جدا شده از نمونهاستافیلوکوکوس اورئوس هاي  ایزوله

 هاي هاي چرکی با این فاکتور در ایزوله زخم بستر و زخم
نخاعی و مایع مفصلی -جدا شده از موارد آبسه، مایع مغزي

با آزمون کاي مربع ) p=045/0( درصد95در سطح اطمینان 
  .مشاهده شد

  
ــدول  ــاي    .4ج ــه ه ــوتیکی ایزول ــی بی ــت آنت ــوي مقاوم  الگ

  مورد مطالعهاستافیلوکوکوس اورئوس
درصد نمونه   آنتی بیوتیک

  هاي مقاوم
  درصد نمونه هاي

  نیمه حساس
 نمونه درصد

  هاي حساس
  1/45  9/15  39  سفکستیم
  52  29  19  ریفامپیسین
  8/34  37  2/28  موپیروسین

  25  10  65  آزیترومایسین
  8/11  2/34  54  کلیندامایسین
  1/14  21  9/64  سفتریاکسون

  48  27  25  سفالوتین
  14  21  65  سفازولین
  5/16  19  5/64  ایمی پنم

  5  7  88  پنی سیلین
  44  13  43  کلرامفنیکل
  7/13  32  3/54  کانامایسین
  0  10  90  متی سیلین

  7/1  6/8  7/89  اریترومایسین
  2/12  12  8/75  جنتامایسین
  9/11  7/5  4/82  تتراسایکلین
  37  34  29  تري متوپریم

  9/5  6/4  5/89  سیپروفلوکساسین
  8/15  2/21  63  آمپی سیلین
  9/86  1/5  8  ونکومایسین

  6/53  4/34  12  نیتروفورانتوئین
  

  بحث
از اهداف این مطالعه بررسی الگوي مقاومت 

چنین بررسی توان تولید بیوفیلم در  بیوتیکی و هم آنتی
 به روش فنوتیپی و استافیلوکوکوس اورئوسهاي  ایزوله

نتایج این مطالعه نشان داد که توانایی . باشد ژنوتیپی می
هاي فنوتیپی و  تشکیل بیوفیلم با استفاده از برخی شاخص

بیوتیکی به ویژه  هاي آنتی ، با گسترش مقاومتژنوتیپی
با . باشد هاي عفونی مرتبط می سیلین در نمونه مقاومت به متی

توجه به تشکیل واحدهاي چندلایه در ایجاد ساختارهاي 
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هاي بیوفیلمی را به عنوان  توان گسترش نمونه بیوفیلم، می
چنین  مرحله کلیدي و شاخص در افزایش عفونت و هم

  .)18(بیوتیکی در نظر گرفت هاي آنتی اومتگسترش مق
مطالعات مختلفی در ایران و جهان در زمینه 

با .  استفتهبیوتیکی انجام گر تینبررسی الگوي مقاومت آ
بیوتیکی بسته به  توجه به تفاوت در الگوي مقاومت آنتی

 استافیلوکوکوس اورئوستوان  مناطق جغرافیایی مختلف، می
ونی گسترده با الگوي مقاومتی بالا را به عنوان یک عامل عف

ها مطرح نمود که با تغییر شرایط  در سطح بیمارستان
الگوي مقاومت توان  میجغرافیایی و منطقه بررسی 

  .)19(کرد ارائه رابیوتیکی متنوعی  آنتی
متري   براي اولین بار از روش کالري1995در سال 

میزان  با این روش .جهت بررسی تشکیل بیوفیلم استفاده شد
 به سطوح استافیلوکوکوس اورئوسهاي  چسبندگی نمونه

 کریس در این مطالعه که توسط. مورد بررسی قرار گرفت
ه و همکاران انجام گرفت، توانایی تولید بیوفیلم با بتنس 

کارگیري رنگ کریستال ویوله مورد ارزیابی قرار 
  ).20(گرفت

و ووانگ  که توسط 2000اي در سال  در مطالعه
هاي عفونی   از ایزولهدرصد 78ان در آلمان انجام شد، همکار

هاي   مورد مطالعه به عنوان نمونهاستافیلوکوکوس اورئوس
مولد بیوفیلم گزارش شدند که این آمار مشابه نتایج حاصل 

هاي مولد  ي میزان بالاي نمونه از تحقیق حاضر نشان دهنده
. شدبا میاستافیلوکوکوس اورئوس هاي  بیوفیلم در جدایه

هاي مورد بررسی توان تولید بیوفیلم را در مقادیر  تمام ایزوله
ها   درصد از ایزوله5/73مختلف دارا بودند که در این میان 

 4/15 درصد توان اتصال متوسط و 33/5توانایی اتصال قوي، 
ها توانایی اتصال ضعیف را در تولید بیوفیلم  درصد از ایزوله

 درصد و ژن icaC 3/67فراوانی حضور ژن . نشان دادند
icaB 2/63حاصل از این  نتایج. درصد برآورد گردید 
و همکاران،  گووان مشابه با آمار ارائه شده توسط ،مطالعه

هاي مولد بیوفیلم  اورئوس استافیلوکوکوسگر شیوع  بیان
  .)21(باشد می

استافیلوکوکوس  ایزوله 250 از ،در مطالعه حاضر

 تولید بیوفیلم حتی تا حد ها قدرت  تمامی ایزولهاورئوس
 باشند که مشابه با نتایج حاصل از مطالعه ضعیف را دارا می

کید بر تولید أعلاوه بر ت، 2007 و همکاران در سال کافیسو
هاي عفونی  بیوتیکی در نمونه بیوفیلم بر افزایش مقاومت آنتی

  .)22(نیز اشاره دارد
هایی   از جمله باکترياستافیلوکوکوس اورئوس

 ویژه بیمارستان از اهمیت هاي هاي مراقبت که در بخشاست 
 با توجه به افزایش چنین  هماي برخوردار است و ویژه

 توانایی بالاي این نیزبیوتیکی در این باکتري و  مقاومت آنتی
هاي  تواند در پیدایش عفونت باکتري در تشکیل بیوفیلم می

انه بیوتیکی چندگ هاي آنتی چنین ایجاد سویه مزمن و هم
هاي بالینی مولد  گسترش نمونه. اي داشته باشد اهمیت ویژه

بیوتیکی چندگانه به عنوان خطر  هاي آنتی بیوفیلم با مقاومت
تواند باعث افزایش  جدي براي بیماران محسوب شده و می

  .)23(ها گردد یر در بیمارستان مموارد مرگ و
هاي ویژه در تشکیل  با توجه به ساختار و مکانیسم

یلم، علاوه بر عدم نفوذ عوامل ضد باکتریایی، آلودگی بیوف
تواند در ایجاد شرایط  ابزارهاي درمانی و پزشکی نیز می

  .هاي انتقال عفونت موثر باشد بحرانی و راه
 طی مطالعاتی که در کشور هلند 2009در سال 

کید در أو همکاران انجام گرفت، علاوه بر تکروز توسط 
هاي عفونی بر  ندگانه در نمونههاي چ مورد گسترش مقاومت

هاي   از ایزولهدرصد 60توانایی تولید بیوفیلم در 
  .)24( اشاره شداستافیلوکوکوس اورئوس

در مطالعات ذکر شده جهت تشخیص قدرت 
هاي عفونی در تولید بیوفیلم علاوه بر در نظر گرفتن  نمونه
هاي کشت روي محیط کنگورد  هاي ژنتیکی، از روش روش

در مطالعه حاضر علاوه بر در . استفاده شده استآگار نیز 
هاي موجود در مطالعات قبل از روش  نظر گرفتن تمام روش

 ica هاي موجود در اپران مولکولی جهت مطالعه ردیابی ژن
استفاده و به بررسی توانایی تشکیل بیوفیلم با استفاده از روش 
میکروپلیت تیتراسیون و کشت در محیط کنگورد آگار نیز 

ها توانایی اتصال قوي،   درصد از ایزوله5/73پرداخته شد که 
 درصد از 4/15 ،ها توان اتصال متوسط  درصد از آن33/5
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هاي   جز نمونهبقیهها توانایی اتصال ضعیف و  ایزوله
فراوانی حضور . بندي شدند قهبمشکوك در تولید بیوفیلم ط

 icaA درصد، ژن icaB 2/63 ژن ، درصدicaC 3/67ژن 
نتایج .  درصد برآورد گردیدicaD 4/59  درصد و ژن3/58

هر دو روش فنوتیپی و ژنوتیپی به توان تولید بیوفیلم در 
  . هاي جداسازي شده اشاره دارد ایزوله

تفاوت بین خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی در 
هاي مورد بررسی در مناطق مختلف، علاوه بر شرایط  ایزوله

 ژنتیکی أاي بالینی به منشه فیزیولوژي متفاوت در ایزوله
 حضور یک ژن به رو،از این . ها نیز بستگی دارد متفاوت آن

مشابه . باشد ییدي بر تشکیل بیوفیلم در باکتري نمیأتنهایی ت
مطالعه حاضر، گزارشات متعددي در مورد ارتباط بین روش 

 در icaهاي  فنوتیپی مانند میکروپلیت تیتراسیون و حضور ژن
هاي جدا شده در نقاط مختلف  اورئوساستافیلوکوکوس 

  .)25(جهان منتشر شده است
هاي موجود در میزان تولید  با توجه به تفاوت

با در نظر و استافیلوکوکوس اورئوس هاي  بیوفیلم در ایزوله
گرفتن شرایط اتیولوژیک متفاوت در ایجاد بیوفیلم، 

اي در این زمینه در کشورمان انجام شده  مطالعات گسترده
اي توسط افتخار و همکاران بر  مطالعه،  2011در سال . است

انجام گرفت که استافیلوکوکوس اورئوس هاي  روي ایزوله
هاي عفونی مورد مطالعه   از جدایهدرصد 73از این میان 

  .)23( بودند icaBوicaA واجد ژن 
اي که توسط نامور و همکاران  چنین در مطالعه هم

استافیلوکوکوس ي   جدایه60د، از ی انجام گرد2013در سال 
در این .  بودندicaCها داراي ژن   تمامی نمونهاورئوس

مطالعه از روش فنوتیپی با استفاده از میکروپلیت تیتراسیون و 
 درصد 65 گردید که استفادهکشت بر محیط کنگورد آگار 

در مطالعه . از ایزوله از نظر فنوتیپی مولد بیوفیلم قوي بودند
هاي مورد بررسی توان تولید بیوفیلم را در  هحاضر تمام ایزول

 درصد از 5/73مقادیر مختلف دارا بودند که در این میان 
ها توان   درصد از آن33/5ها توانایی اتصال قوي،  ایزوله

ها توانایی اتصال   درصد از ایزوله4/15اتصال متوسط و 
فراوانی حضور ژن . ضعیف را در تولید بیوفیلم نشان دادند

icaC 3/67درصد و ژن  icaB 2/63درصد برآورد گردید  .
هاي مولد بیوفیلم واجد ژن مقاومت به   درصد از ایزوله2/92

سیلین به   بودند و میزان مقاومت به متی(mecA)سیلین  متی
ي عفونی جداسازي شده از   نمونه250نوتیپی در فروش 

ها گزارش شد   درصد از ایزوله90مراکز درمانی شهرکرد در 
هاي مولد بیوفیلم در   آمار بالاتري نسبت به ایزولهکه

  .)24(هاي مشابه دارد مطالعه
بیوتیک ونکومایسین به عنوان  آنتی،  1950از سال 

 معرفی استافیلوکوکوسهاي درمانی  بیوتیک یکی از آنتی
هاي  بیوتیک در درمان نمونه استفاده از این آنتی. ه استشد

MRSAها به  وتیکی ایزولهبی  موجب شروع مقاومت آنتی
 به طوري که اولین سویه مقاوم ،بیوتیک شده است این آنتی
  . در ژاپن گزارش شد1998در سال 

 کمترین میزان مقاوت ،در بررسی حاضر
 درصد مقاومت 8بیوتیکی نسبت به ونکومایسین با  آنتی
 شده است که نتایج حاضر مشابه با نتایج احمدي و شگزار

هاي بالینی جداسازي  بر روي نمونه 2014همکاران در سال 
در این مطالعه . باشد شده از مرکز درمانی کرمانشاه می

 100(سیلین بیوتیکی نسبت به پنی ترین مقاومت آنتی بیش
در . گزارش شده است)  درصد76(و تتراسایکلین ) درصد

بیوتیکی براي  این بررسی کمترین میزان مقاومت آنتی
)  درصد14( ونکومایسین و)  درصد8(نیتروفورانتوئین 

  .)25(برآورد شده است
نتایج حاضر مشابه با مطالعه کیانی نیا و همکاران 

در این بررسی . باشد  می2013در شمال غرب کشور در سال 
  .)26( درصد گزارش شد12میزان مقاومت به ونکومایسین 

 مقاوم به اورئوس استافیلوکوکوسشناسایی 
باشد  ناهمگن مقاومت پیچیده می به دلیل بیان سیلین گاهاً متی

. ، دما و غلظت نمک است pH متغیرهایی مثلتحت تأثیرو 
سیلین   روش فنوتیپی مقاوم به متیبر طبقهایی که  سویه

این . کنند  را حمل میmecAهستند، درصد کمی ژن 
هاي  ها ناشی از توزیع متفاوت این ژن در مکان تفاوت

 متفاوت بودن چنین ها و هم گوناگون، روش بیان آن
 درصد 2/92 ،در مطالعه حاضر. گیري است هاي نمونه مکان



   و همکاران فهیمه نوربخش                                                                                            ... ارزیابی فنوتیپی و ژنوتیپی تشکیل بیوفیلم درایزوله هاي 

  78                                                                                                        1395 تیر ،4 شماره ، نوزدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

 بودند که این mecAیلم واجد ژن فهاي مولد بیو از ایزوله
این مطالعه . نتایج مشابه با مطالعه احمدي و همکاران است

هاي زخم مورد  در ایزوله mecA درصدي ژن 89به شیوع 
  .)28(مطالعه اشاره دارد

  
   گیري نتیجه

استافیلوکوکوس ا توجه به اهمیت باکتري ب
 به عنوان یک پاتوژن بیمارستانی و با توجه به اورئوس

هاي  بیوتیکی در ایزوله هاي آنتی افزایش روز افزون مقاومت
گیري از تشکیل بیوفیلم و کلونیزه شدن  بالینی به منظور پیش

 رعایت استریلیزاسیون ،باکتري در ابزار و محیط بیمارستان
ب در ابزارهاي درمانی مرتبط با بیمار، جهت جلوگیري مناس

  .گردد چنین تشکیل بیوفیلم توصیه می از انتقال عفونت و هم
  

  تشکر و قدردانی
مقاله حاضر بخشی از طرح تحقیقاتی در دانشگاه 

 با همکاري  است که)4670/94ي  به شماره(آزاد اسلامی 
د معاونت محترم پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واح

نویسندگان این مقاله مراتب . شهرکرد انجام گرفته است
قدردانی خود را از معاونت پژوهشی و پرسنل محترم 

  .نمایند هاي مورد مطالعه در شهرکرد اعلام می بیمارستان
  

  منابع
1. Al-Ruaily MA, Khalil OM. Detection of 
(mecA) gene in methicillin resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) at Prince 
a/Rhman Sidery hospital, al-Jouf, Saudi Arabia. 
Journal of Medical Genetics and Genomics. 
2011; 3(3):41-5. 
2. Darabi N, Habibollahi H, Shahbabian K. 
Molecular Epidemiology of Staphylococcus 
aureus Isolated from patients and personnel in 
Army hospital. 2010; 8(3): 193-9. [Persian] 
3. Duran N, Ozer B, Duran GG, Onlen Y, 
Demir C. Antibiotic resistance genes & 
susceptibility patterns in staphylococci. The 
Indian journal of medical research. 2012; 
135(3): 389-96. 
4. Sajith Khan A, Shetty PJ, Lakshmi Sarayu Y, 
Chidambaram A, Ranganathan R. Detection of 

mecA genes of methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus by polymerase chain 
reaction. International Journal of Health and 
Rehabilitation Sciences (IJHRS). 2012;1(2):64-
8. 
5. Miller PJ, Farland AM, Knovich MA, Batt 
KM, Owen J. Successful treatment of 
intravenously abused oral Opana ER-induced 
thrombotic microangiopathy without plasma 
exchange. American journal of hematology. 
2014; 89(7): 695-7. 
6. Atshan SS, Nor Shamsudin M, Sekawi Z, 
Lung LTT, Hamat RA, Karunanidhi A, et al. 
Prevalence of adhesion and regulation of 
biofilm-related genes in different clones of 
Staphylococcus aureus. BioMed Research 
International. 2012; 2012. 
7. Archer NK, Mazaitis MJ, Costerton JW, Leid 
JG, Powers ME, Shirtliff ME. Staphylococcus 
aureus biofilms: properties, regulation, and roles 
in human disease. Virulence. 2011; 2(5):445-59. 
8. Mirzaee M, Najar Peerayeh S, Ghasemian A-
M. Detection of icaABCD genes and biofilm 
formation in clinical isolates of methicillin 
resistant Staphylococcus aureus. Iranian Journal 
of Pathology. 2014; 9(4):257-62. 
9. Vuong C, Saenz HL, Götz F, Otto M. Impact 
of the agr quorum-sensing system on adherence 
to polystyrene in Staphylococcus aureus. 
Journal of Infectious Diseases. 2000; 182(6): 
1688-93. 
10. Li L, Yang H-j, cheng Liu D, He H-b, Wang 
C-f, Zhong J-f, et al. Analysis of biofilms 
formation and associated genes detection in 
staphylococcus isolates from bovine mastitis. 
International Journal of Applied Research 
inVeterinary Medicine. 2012; 10(1):62-3. 
11. Rahimi-Alang S, Asmar M, Cheraghali F, 
Yazarlou S, Amini A, Shakeri F, et al. 
Frequency of methicillin resistant 
Staphylococcus aureus in health care. Zahedan 
Journal of Research in Medical Sciences. 2011; 
13(1): 17-22.[Persian] 
12. Rahimi F, Karimi S. Antibiotic resistance 
pattern and prophage typing of methicillin 
resistant Staphylococcus aureus strains Isolated 
from chicken husbandries in Tehran. Iranian 
Journal of Infectious Diseases and Tropical 
Medicine. 2013; 18(62):17-22.[Persian] 
13. NCCLS. Performance standards for 



   و همکاران فهیمه نوربخش                                                                                            ... ارزیابی فنوتیپی و ژنوتیپی تشکیل بیوفیلم درایزوله هاي 

  79                                                                                                        1395 تیر ،4 شماره ، نوزدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

antimicrobial disk susceptibility tests. Approved 
standard. 2012. 
14. Ikonomidis A, Vasdeki A, Kristo I, Maniatis 
AN, Tsakris A, Malizos KN, et al. Association 
of biofilm formation and methicillin-resistance 
with accessory gene regulator (agr) loci in 
Greek Staphylococcus aureus clones. Microbial 
pathogenesis. 2009; 47(6):341-4. 
15. Bibalan MH, Shakeri F, Javid N, Ghaemi A, 
Ghaemi EA. Accessory gene regulator types of 
Staphylococcus aureus isolated in Gorgan, 
North of Iran. Journal of Clinical and 
Diagnostic Research. 2014; 8(4):7-9. 
16. Cucarella C, Tormo MÁ, Knecht E, 
Amorena B, Lasa Í, Foster TJ, et al. Expression 
of the biofilm-associated protein interferes with 
host protein receptors of Staphylococcus aureus 
and alters the infective process. Infection and 
immunity. 2002; 70(6):3180-6. 
17. Vancraeynest D, Hermans K, Haesebrouck 
F. Genotypic and phenotypic screening of high 
and low virulence Staphylococcus aureus 
isolates from rabbits for biofilm formation and 
MSCRAMMs. Veterinary microbiology. 2004; 
103(3): 241-7. 
18. Rahimi F, Bouzari M, Katouli M, 
Pourshafie MR. Prophage and antibiotic 
resistance profiles of methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus strains in Iran. Archives 
of virology. 2012; 157(9):1807-11. 
19. Kateete DP, Kimani CN, Katabazi FA, 
Okeng A, Okee MS, Nanteza A, et al. 
Identification of Staphylococcus aureus: DNase 
and Mannitol salt agar improve the efficiency of 
the tube coagulase test. Annals of Clinical 
Microbiology and Antimicrobials. 2010; 9(1): 
23-4. 
20. Christensen GD, Simpson W, Younger J, 
Baddour L, Barrett F, Melton D, et al. 
Adherence of coagulase-negative staphylococci 

to plastic tissue culture plates: a quantitative 
model for the adherence of staphylococci to 
medical devices. Journal of clinical 
microbiology. 1985; 22(6):996-1006. 
21. Cafiso V, Bertuccio T, Santagati M, 
Demelio V, Spina D, Nicoletti G, et al. agr-
Genotyping and transcriptional analysis of 
biofilm-producing Staphylococcus aureus. 
FEMS Immunology & Medical Microbiology. 
2007; 51(1):220-7. 
22. Croes S, Deurenberg RH, Boumans M-LL, 
Beisser PS, Neef C, Stobberingh EE. 
Staphylococcus aureus biofilm formation at the 
physiologic glucose concentration depends on 
the S. aureus lineage. BMC microbiology. 
2009; 9(1):1-2. 
23. Eftekhar F, Dadaei T. Biofilm formation 
and detection of icaAB genes in clinical isolates 
of methicillin resistant Staphylococcus aureus. 
Iranian Journal of basic medical sciences. 2011; 
14(2):132-6. 
24. Namvar AE, Asghari B, Ezzatifar F, Azizi 
G, Lari AR. Detection of the intercellular 
adhesion gene cluster (ica) in clinical 
Staphylococcus aureus isolates. GMS hygiene 
and infection control. 2013; 8(1). 
25. Ahmadi Z, Tajbakhsh E, Momtaz H. 
Detection of the antibiotic resistance pattern in 
Staphylococcus aureus isolated from clinical 
samples obtained from patients hospitalised in 
Imam Reza hospital, Kermanshah. Journal of 
Microbial World .2014. 
26. Nia MK, Hasani A, Hasani A, Sharifi Y, 
Ahmadi SM, Deghani L. Investigation and 
Identification of the nuc, fem B mecA and aac 
(6′)/aph (2′′)-Ia Genes in the Staphylococcus 
Aureus Isolated from Northwest Iran by 
Multiplex PCR Method. Medical Journal of 
Tabriz University of Medical Sciences and 
Health Services. 2013; 35(1):68-73.[Persian] 


