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Abstract 
Background and Objective: As an important factor in pathogenicity, 
the ability of Staphylococcus aureus to produce biofilm increases its 
stability in the environment and living host. Biofilms formed by 
S.aureus, especially those related to the implant of medical devices, can 
act as a physical barrier against antibiotics and the host's immune 
system, leading to chronic or persistent infections. Hence, 
implementation of efficient diagnostic tests for the detection of biofilm 
formation can help reduce the disease burden. The purpose of this study 
was to assess different methods for the detection of biofilm formation in 
40 S.aureus isolates. 
 
Materials and Methods: A total of 40 non-duplicate S. aureus clinical 
isolates were identified. Biofilm formation was detected by Tissue 
Culture Plate (TCP), tube method (TM) and Congo red agar (CRA) 
methods and PCR assay was used to detect icaA and icaD genes. 
 
Results: Among all S. aureus isolates, 21(52.5%) contained both icaA 
and icaD genes and icaD gene was present in all biofilm positive 
isolates. Tissue culture plate, Congo red agar, and tube method detected 
30%, 42.5%, and 67.5% biofilm formation isolates, respectively. 
 
Conclusion: According to the results, tissue culture plate with 
supplemented glucose showed the best correlation with the results of 
molecular assay and can be used as a reliable method to detect biofilm 
formation in clinical isolates of S. aureus. 
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 چکیده
 در مهم عامل یک عنوان به بیوفیلم، تولید برای اورئوس استافیلوکوکوس توانایی: هدف و مقدمه

 شیده  تشیییل  هیای  بییوفیلم  .دهید  میی  افزایش زنده میزبان و محیط در را آن پایداری زایی، بیماری
 هسیتند،  مرتبط پزشیی دستگاههای ایمپلنت با که آنهایی ویژه به اورئوس، استافیلوکوکوس توسط

 کیرده،  عمیل  میزبیان  ایمنی سیستم و ها بیوتیک آنتی برابر در فیزییی مانع یک عنوان به توانند می
 بیرای  کارآمد تشخیصی های آزمایش انجام رو، این از.  شوند پایدار یا مزمن های عفونت به منجر

 ارزییابی  مطالعه، این از هدف  .کند کمک بیماری معضل کاهش به تواند می بیوفیلم، تولید شناسایی
 .بود اورئوس استافیلوکوکوس بالینی جدایه 04 در بیوفیلم تشییل تشخیص مختلف های روش

 شناسایی اورئوس، استافیلوکوکوس تیراری غیر بالینی جدایه 04 مجموع در ها: روش و مواد

 کنگو و( TM) لوله روش ،(TCP) بافت کشت صفحه های روش از استفاده اب بیوفیلم تشییل. شدند
 استفاده PCR  آزمایش از icaD و icaA های ژن تشخیص برای و شد بررسی( CRA) آگار رد

 .گردید

 icaA  ژن دو هر دارای جدایه( %5/51) 12 اورئوس، استافیلوکوکوس های جدایه میان در نتایج:

 کنگو بافت کشت صفحه. داشت حضور مثبت بیوفیلم های جدایه تمام در icaD ژن و بودند icaD و
 شناسایی بیوفیلم کننده تولید را ها جدایه از %5/76 و %5/01 ، %04 ترتیب به لوله، روش و آگار رد

 .کردند

 نتایج با را همبستگی بهترین گلوکز، همراه به بافت کشت صفحه روش نتایج، طبق :گیری نتیجه

 بیوفیلم تشییل تشخیص برای اعتماد قابل روش یک عنوان به تواند می و داد نشان لیمولیو آنالیز
 .رود بیار اورئوس استافیلوکوکوس بالینی های جدایه در

 ica های ژن ، PCR  روش بیوفیلم، اورئوس، استافیلوکوکوس کلیدی: های واژه

 

 

مقاله 

 پژوهشی

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 81/70/8478دریافت:               

 32/79/8478ها:   آخرین اصلاح

 72/87/8478پذیرش:                 

mailto:%20dr.shams@gmail.com


 

 

 و همکاران پیرمرادیان                                            اورئوس استافیلوکوکوس بالینی های جدایه در بیوفیلم تولید تشخیص مختلف روشهای ارزیابی

 

 مقدمه
 انسانی طلب فرصت پاتوژن یک اورئوس، استافیلوکوکوس

 یافت پوست و مخاطی غشای میکروبیوتای در که است
 های مراقبت با مرتبط عفونتهای انواع ایجاد به قادر و شده

 در( Healthcare Associated Infections)بهداشتی
 علاوه بیماریزا باکتری این. باشد می سنی های گروه تمام

 به ای گسترده طور به نرم بافت و پوست عفونتهای بر
 استئومیلیت، مانند شدید تهاجمی های بیماری عامل عنوان

 های عفونت اصلی عوامل از یکی و( 1،2) شود می شناخته
(. 3) است جهان سراسر در جامعه و بیمارستان از اکتسابی

 جمعیت درصد 02 تا 22 بینی های حفره در پاتوژن، این
 استافیلوکوکوس بینی ناقلین و( 4) شود می کلونیزه انسانی

 محل عفونت برای اصلی خطر عامل یک توانند می اورئوس
 (.5) باشند ایمپلنت با ارتوپدی جراحیهای در جراحی
 متنوع عفونتهای ایجاد در اورئوس، استافیلوکوکوس توانایی
 داروهای برابر در متمقاو کسب دلیل به عمدتاً پایدار
 و حدت فاکتورهای از وسیعی طیف بودن دارا متعدد

(. 6) باشد می پزشکی های ایمپلنت در بیوفیلم تولید توانایی
 به که هستند میکروبی های سلول از اجتماعی ها، بیوفیلم
 خارج ماتریکس یک در و چسبیده زنده غیر یا زنده سطوح
 و سلولی رجخا DNA ها، پروتئین از متشکل سلولی

 در باکتریها(. 7) اند شده محصور ساکاریدها، اگزوپلی
 آنها پلانکتونی زندگی سبک با مقایسه در بیوفیلم درون
 میکروبی ضد ترکیبات به نسبت برابر 122-1222

 (. 0) ترند مقاوم
 از بیش که است زده تخمین آمریکا سلامت ملی انستیتو

 تشکیل با توانند می انسان، باکتریایی عفونتهای از% 02
 از بسیاری برابر در ها، بیوفیلم (.9) باشند مرتبط بیوفیلم

 مانع یک عنوان به زا استرس عوامل سایر و ها بیوتیک آنتی
 همچنین و شوند می ها سلول به آنها ورود سد و کرده عمل

 کنند می دفاع باکتریایی سلولهای از میزبان ایمنی برابر در
 ویژه به ها،‌عفونت درمان ریدشوا دلیل به و( 14-12)

 تشکیل ها ایمپلنت مانند تهاجمی دستگاههای در که آنهایی
 های هزینه و میر و مرگ میزان افزایش سبب شوند، می

 اورئوس، استافیلوکوکوس(. 9) شد خواهند بیمارستانی
 و ایمپلنت با مرتبط های عفونت شایع علل از یکی

-17) باشد می ارتوپدی ایمپلنت عفونت علت شایعترین

 سطوح در بیوفیلم تشکیل برای باکتری این توانایی(. 15
 و( 10) است آن بیماریزایی اصلی ویژگی زنده، غیر و زنده

 Polysaccharideساکاریدی پلی سلولی بین ادهسین

Intracellular Adhesin (PIA)، اصلی زیستی مولکول 
 ،PIA بیوسنتز. است بیوفیلم تشکیل و سلولی تجمع مسئول
 اپران توسط شده کدگذاری های پروتئین بوسیله

(icaADBC) ica ژنهای میان در(. 19) شود می انجام 
 ,intracellular adhesion) سلولی بین چسبندگی

ica)، ژنهای icaA و icaD،  تشکیل در بسزایی نقش 
 های مکانیسم ،ica ژنهای واقع در(. 22) دارند بیوفیلم

 دخالت پاتوژنز پیشرفت در و نموده تسهیل را چسبندگی
 به باکتری بیماریزایی در را ها ژن این اهمیت که دارند

 شده جایگذاری پزشکی های دستگاه با ارتباط در خصوص
 های عفونت اینکه به توجه با(. 21) دهد می نشان

 توجهی قابل تاثیر پزشکی وسایل با مرتبط استافیلوکوکی
 اجتماعی-دیاقتصا های هزینه و میر و مرگ عوارض بر

 اولویت در ها عفونت گونه این مدیریت و پیشگیری دارند،
 برای ها استافیلوکوک توانایی تمایز و تشخیص. است

 زیادی اهمیت بالینی، های آزمایشگاه در بیوفیلم تشکیل
 های درمان و دارد ثرؤم درمانی اقدامات شروع برای
 (.22) رساند می حداقل به را ناموفق بیوتیکی آنتی

 ،CRA، TM، TCP جمله از مختلفی فنوتیپی های وشر
 و کانفوکال اسکن میکروسکوپ الکترونی، میکروسکوپ

 در بیوفیلم تشخیص برای بیولومینسانس سنجش
 به (.23) هستند دسترس در استافیلوکوکی، های عفونت

 های عفونت در بیوفیلم تولید بررسی معمول، طور
 همراه به فنوتیپی روش یک از استفاده با استافیلوکوکی

 از هدف(. 24) گیرد می انجام  ،ica اپران در ژنها تشخیص
 سه ویژگی و حساسیت مقایسه و ارزیابی حاضر، مطالعه
 برای PCR روش با TCP و CRA ، TM فنوتیپی روش

 های جدایه در بیوفیلم تولید توانایی تشخیص
 .بود اورئوس استافیلوکوکوس
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 ها روش و مواد
 ها جدایه شناسایی و جداسازی

 جدایه 42 تعداد روی بر ،گذشته نگر مطالعه این
 14) ها دست از که تکراری غیر اورئوس استافیلوکوکوس

 جراحی تیم پرسنل( جدایه 26) بینی های حفره و(  جدایه
 از قم فارابی کلینیک دی و گلپایگانی بیمارستان ارتوپدی

 شده آوری جمع 1390 ماه شهریور تا 1397 ماه بهمن
 به شده آوری جمع های نمونه .گرفت انجام بودند

 و یافتند انتقال قم، آزاد دانشگاه میکروبشناسی آزمایشگاه
 Merck, Germany) (آگار سوی تریپتیکاز های پلیت در

 در ساعت 24 مدت به و تلقیح گوسفند، خون% 5 حاوی
 سپس،. شدند گرماگذاری سلسیوس درجه 37 دمای

 ,Merck) آگار سالت مانیتول محیط روی ها جدایه

Germany) تا 24 مدت به گراد سانتی درجه 35 دمای در 
 بوسیله ها جدایه. شدند داده مجدد کشت ساعت، 72

 کلنی مورفولوژی: شامل استاندارد شناسی باکتری روشهای
 تخمیرقند همولیز، گرم، آمیزی رنگ آگار، نوترین روی

 DNase وآزمون لوله کوآگولاز کاتالازی، فعالیت مانیتول،
  (.25)شدند شناسایی ،

 به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس های جدایه غربالگری
 (MRSA) سیلین متی

 از انتشار روش با سیلین، متی به مقاوم های‌جدایه غربالگری

 بیوتیکی آنتی دیسک از استفاده با و بائر-کربی دیسک
 با مطابق µg 30)، (HiMedia, Indiaسفوکسیتین

 بوسیله و( 26) گرفت انجام CLSI 2019 های رالعملدستو
 که اختصاصی پرایمر از استفاده با  mecA ژن شناسایی

 تا ها، جدایه. شد تایید( 27) است شده داده توضیح قبلا
 سانتیگراد، درجه -02 دمای در بعدی استفاده زمان

 ATCC 25923 اورئوس استافیلوکوکوس. شدند نگهداری
 استافیلوکوکوس و(  -mecA) فیمن کنترل عنوان به

+( mecA) مثبت کنترل عنوان به ATCC 33592 اورئوس
 .شدند استفاده

  ها جدایه در بیوفیلم تولید بررسی

 شرایط در بیوفیلم مولد های جدایه شناسایی برای
    کمی روش و  TM و CRA کیفی  روش دو از آزمایشگاهی

TCP شد استفاده. 
 (CRA) آگار رد کنگو روش

 هرت برین) CRA  های پلیت روی ها جدایه روش، این رد
 52 و رد کنگو رنگ لیتر بر گرم 0/2 با همراه آگار اینفوژن

 در و تلقیح (Merck, Germany)( ساکارز لیتر بر گرم
(. 20) شدند انکوبه ساعت 24 برای درجه 37 دمای
 های کلنی و بیوفیلم های تولیدکننده رنگ سیاه های کلنی
 (.1 شکل) شدند گرفته نظر در یمنف قرمز،

 
  )CRA( ررد آگا کنگوبا روش  وس اورئوساستافیلوکوک درجدایه های بالینی بیوفیلم  ولیدتارزیابی  .1 شکل

 A: تشکیل بیوفیلمتوانایی دهنده عدم  های قرمز نشان کلنی 

 B:  با کلنی های سیاه بیوفیلمجدایه های تولید کننده 
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 (TM) لوله در کدورت روش

( 29) است شده داده شرح قبلا که همانطور TM روش
 حاوی های لوله در ها جدایه خلاصه، طور به. گرفت انجام

( Merck, Germany) براث سوی تریپتیکاز لیتر میلی 5
 از پس. شدند گذاری گرما ساعت 24 مدت به و تلقیح
 بافر با آنها شستشوی و ها لوله محتویات کردن خارج

 ویوله کریستال رنگ با و خشک ها لوله( =3/7PH) فسفات

 قابل نازک لایه یک گیری شکل. شدند آمیزی رنگ% 1/2
 نمایانگر ها، لوله پایین و داخلی دیواره امتداد در مشاهده
 ،2 ترتیب به ها جدایه اساس، این بر. است بیوفیلم تشکیل

 ضعیف، بیوفیلم بیوفیلم، تشکیل عدم برای 3 و 2 ،1
 (.2 شکل) شدند بندی طبقه قوی و متوسط

 
 TM))هلول با روش وس اورئوساستافیلوکوک درجدایه های بالینی تشکیل بیوفیلمسنجش  .2شکل 

: a رؤیت در جدار و ته لوله: بیوفیلم قوی یه ضخیم قابلمشاهده لا. b :متوسطرؤیت در جدار و ته لوله: بیوفیلم  یه نازک قابللا مشاهده یکc . :رؤیت در جدار  یه قابله لاعدم مشاهد

 : بلانک eرؤیت در جدار و ته لوله: بیوفیلم منفی یه قابلعدم مشاهده لا: d .ضعیفلوله: بیوفیلم 

 

 (TCP)بافت کشت صفحه روش

 استریل های چاهک درون ،TCP روش با بیوفیلم تشکیل
 ،(Costar®, USA) استایرن پلی خانه 96 میکروپلیت

 توضیح همکارانش و Christensen توسط که همانطور
 گرما زمان طول در تغییر اندکی با ،(32) است شده داده

 سوی تریپتیکاز از استفاده با ساعت 24 به 10 از گذاری
 %1 حاوی TSB و TSB) ، (Merck, Germany براث

( OD) نوری چگالی .گرفت قرار ارزیابی مورد گلوکز
 وسطت ،(3 شکل) ویوله کریستال با شده رنگ های چاهک
 EPOCH2 Microplate Readers) خوانش دستگاه

BioTek, USA )122 با نانومتر، 492 موج طول در و 
 بررسی. شدند گیری اندازه آن بدون و اتانول میکرولیتر

 فرمول از استفاده با ها جدایه توسط بیوفیلم تولید کمی
 (.31) پذیرفت انجام 1 جدول با مطابق و قراردادی

 فوق های آزمایش کار، صحت از اطمینان حصول جهت
 استافیلوکوکوس از و شدند تکرار بار سه جدایه هر برای

 به بیوفیلم، کننده تولید سویه ،ATCC 35556 اورئوس
 .گردید استفاده ها آزمایش تمامی در مرجع عنوان

 
 

e       d     c          b              a 
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ه متوسط دکنندیتول، لمیوفیب ه قویدکنندیتول :(TCP)روش صفحه کشت بافتبه  لمیوفیب هدکنندیتول وس اورئوساستافیلوکوکجدایه های بالینی  یربالگرغ .3شکل

 خانه  96در صفحه کشت بافت  ویوله ستالیکر رنگ آمیزی بیوفیلم، عدم تشکیل بیوفیلم و کنترل مثبت و منفی، تمایز یافته با

 
 (TCP) با روش صفحه کشت بافت رئوساستافیلوکوکوس اوتفسیر نتایج تشکیل بیوفیلم در جدایه های بالینی  .1 جدول

 عدم اتصال ضعیف متوسط قوی فرمول استفاده شده

cCW − bAB = aBF ≥0/300 0/200-0/299 0/199-0/100 0/100 < 

a: biofilm formation; b: stained attached bacteria; c: stained control wells  

 
  ژنوتیپی ارزیابی

 واکنش از ،icaD و mecA icaA ژنهای شناسایی برای
  (.2 جدول) گردید استفاده( PCR) پلیمراز ای زنجیره
DNA استخراج کیت از استفاده با ژنومی DNA اساس بر 

 Exgene TM Clinic SV kits سازنده شرکت دستورالعمل

(Gene All Biotechnology Co. Ltd, Korea) 
  DNA کیفیت و کمیت آن، بر علاوه. گردید ستخراجا

               نانودراپ اسپکتوفتومتر از استفاده با ژنومی
ND-1000  (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA )توالی. شدند ارزیابی 
 در Metabion, Germany) ( استفاده مورد پرایمرهای

 .است شده داده نشان 3 جدول در تکثیر شرایط و 2 جدول
 حاوی درصد 2 آگارز ژل از استفاده با ،PCR محصولات

 قرار ارزیابی مورد ،(USA،Invitrogen) ایمن سایبر رنگ
 از ،PCR محصولات اندازه تعیین برای(. 23،22)گرفتند
 استفاده( SMOBIO) بازی جفت 122 مولکولی نشانگر

 .شد

 
 icaDو  mecA, icaAپرایمرهای مورد استفاده برای شناسایی ژن های  .2جدول

 منبع اندازه محصول)جفت باز( هاتوالی پرایمر نام ژن

mecA 
GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA  :F 

314 (27) 
R:  CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 

icaA 
TCTCTTGCAGGAGCAATCAA :F 

188 (32) 
TCAGGCACTAACATCCAGCA  :R 

icaD ATGGTCAAGCCCAGACAGAG :F 198 (32) 

 R: CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA   

 

 تولید کننده قوی بیوفیلم

کنترل 
 مثبت

تولید کننده متوسط 
 بیوفیلم

کنترل 
 منفی

عدم تشکیل 
 بیوفیلم
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 icaDو  mecA icaAبرای ژن های  PCRبرنامه دمایی واکنش  .3جدول

 منبع                   سیکل 35 (Tempa◦C/Time) -(PCR)برنامه‌ ژن های هدف

 گسترش نهایی    گسترش               اتصال        واسرشت      واسرشت اولیه

mecA 95◦C/5 minb 95◦C/30 sc 58◦C/30 s 72◦C/80 s 72◦C/10min (27) 

icaA 94◦C/5 min 94◦C/30 s 55.5◦C/30 s 72◦C/30 s 72◦C/1min  (32) 

icaD 94◦C/5 min 94◦C/30 s 55.5°C/30 s 72◦C/30 s 72◦C/1min (32) 
Temp

a
: Temperature,‌min

b
: Minutes,‌s

c
: Second 

 

 آماری تحلیلتجزیه و 
 با یسهمقا در فنوتیپی روشهای ویژگی و حساسیت ابتدا، در

 با فنوتیپی روشهای سپس،. شدند ارزیابی ژنوتیپی  روش
(. 23) شدند مقایسه طلایی استاندارد عنوان به TCPروش
 21 نسخه  SPSS آماری افزار نرم از استفاده با نتایج

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA )و کای مربع آزمون و 
 .گردید آنالیز( P˂25/2% )95 اطمینان سطح

 
 نتایج

 جدایه،%( 5/52) 21 بررسی، مورد جدایه 42 جموعم از
 (. 4 جدول) بودند  icaD و  icaA ژن هردو دارای

 دیسک از انتشار روش از استفاده با سیلین، متی به مقاومت
 دادند نشان نتایج و شد بررسی ،mecA ژن برای PCR و

 و سیلین متی بیوتیک آنتی به مقاوم ها، جدایه% 122 که
 %CRA، 17 (5/42) شیدر آزما .ودندب mecA ژن واجد
ودند. ب %( جدایه منفی5/57) 23ومثبت  لمیوفیب ،هیجدا

با حضور  سهیدر مقاTCP  روش اب لمیوفیب دیتولسنجش 
با که یحال در ،دار بود یمعن یاز نظر آمار icaهای ژن
 جداول) بود تیاهم یب یاز نظر آمارTM و  CRA شهایرو
  (.5و 4
 

 

 و روش ژنوتیپی TCP و CRA ، TMتولیدکننده بیوفیلم با سه روش مختلف فنوتیپی  وس اورئوساستافیلوکوک بالینی جدایه هایغربالگری  .4جدول

 icaژنهای CRA TM TCP تولید بیوفیلم

 %( 5/52)21 %( 5/17) 7 (32/%5)13 %( 5/42) 17 قوی

 - ( 12/%5)5 (35)%14 - متوسط

 (47/%5)19 (72)% 20 (32%/5)13 (57/%5)23 ضعیف یا عدم تشکیل

P value 343/2 975/2 2221/2 ˂ 752/2 

  

 ica با ژنهای TCP و CRA ، TMتشکیل بیوفیلم در روش های مختلف فنوتیپی بررسی ارتباط  .5جدول

 icaحضورژنهای  icaعدم حضورژنهای  لمیوفیب دیتول

CRA TM TCP CRA TM TCP 
 (30/%1)0 (33/%33)7 (30/%1)0 (4/%76)1 (31/%6)6 (47/%37)9 یقو

 (52/%4)11 (42/%05)9 _ (4/%76)1 (26/%3)5 - متوسط

(61/%9)13 (02/%95) 17 (42/%1) 0 (52/%63)12 لیعدم تشک ای فیضع  5(02%/23)  2(52%/9) 

   21   19 جمع کل

 

 ضعیف، و متوسط قوی، های جدایه تعداد ،TM روش در
 بودند%(  5/32) 13 و%(  35) 14 ،%( 5/32) 13 ترتیب به
  روش از بیوفیلم تشکیل کم ارزیابی برای (.4 جدول)

TCP در . شد استفاده کشت محیط در تغییر یک با
تولید کننده ( جدایه، 32)% TSB  ،12با محیط TCPروش

،  TSB% گلوکز به محیط 1اضافه کردن  بیوفیلم بودند.
%( 5/52) 21سبب افزایش تولید کننده های بیوفیلم به 

لم با افزودن یالقای تولید بیوف حاضر، مطالعه جدایه گردید.
ه نتایج روش مغذی گلوکز را نشان داد. هنگامی ک هدام

TCP  گردیدا سنجش ژنوتیپی مقایسه به اصلاح شد، 
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 هتولیدکنندجدایه ( %5/52) 21تمامی  درicaAD  ژنهای 
 (.5حضور داشتند )جدول لم، یبیوف

 روش بین بیوفیلم تولید در را داری معنی تفاوت ما، نتایج
TCP (.6 جدول) نداد نشان اتانول بدون و اتانول با همراه 

 یک بیوفیلم، تولید بررسی برای استافیلوکوکی عفونتهای در
 تشکیل در دخیل ژنهای تشخیص با همراه فنوتیپی روش

 (. 24) گیرد می قرار استفاده مورد بیوفیلم،
 شده اصلاح TCP و CRA،  TM روشهای مطالعه، این در
 ژنوتیپی روش با گلوکز% 1 با همراه TSB از استفاده با

 حساسیت ژنوتیپی روش با CRA مقایسه در .شدند مقایسه
 عدم دهنده نشان که بود% 63/52 ویژگی و% 29/30

 باشد می ژنوتیپی روش با CRA روش بین همبستگی

 روش به نسبت TM ویژگی و حساسیت ( .7و 4 جداول)
 (. 7 جدول) بود% 1/42 و% 19/76 ترتیب به ژنوتیپی

 یک شده، اصلاح TCP روش که دادند نشان نتایج اما 
 برای بالا، دقت و ویژگی حساسیت، با غربالگری روش

  بالینی های جدایه در بیوفیلم تولید تشخیص
 همچنین (.7 جدول) است اورئوس استافیلوکوکوس

 روش با شده اصلاح TCP و CRA،  TM روشهای
 روش که داد نشان نتایج.  شدند مقایسه TCP استاندارد

TCP مکمل بدون روشهای از اعتمادتر قابل شده، اصلاح 
 اورئوس استافیلوکوکوس بیوفیلم تولید تشخیص برای
 (.0 جدول) باشد می

 

 (گلوکز %1ای دار TSBبدون گلوکز و  TSBبا ترکیبات متفاوت محیط کشت) TCP فراوانی تولید بیوفیلم درروش .6 جدول

 گلوکز %1دارای  TSB بدون گلوکز TSB تولید بیوفیلم

 همراه با اتانول بدون اتانول همراه با اتانول بدون اتانول

 (7/%5) 3 (22/%5)9 (7/%5)3 (17/%5) 7 قوی

 (35)%14 (32)%12 (5)%2 (12/%5)5 متوسط

 (57/%5) 23 (47/%5)19 (07/%5)35 (72)% 20 ضعیف یا عدم تشکیل

 

جدایه در  لمیوفیب لیتشک صیتشخ یبرا در مقایسه با روش ژنوتیپی TCP))‌و صفحه کشت بافت(‌TM)‌روش لوله ، (CRAهای فنوتیپی کنگو رد آگار) ارزیابی آماری روش .7 جدول

‌اورئوس لوکوکوسیاستافهای 

 روشهای تشخیصی

 

 حساسیت)%(

 

 ویژگی)%(

 

 ارزش اخباری مثبت)%(

 

 (ارزش اخباری منفی)%

 

 دقت)%(

 

CRA 29/30 63/52 26/47 40/43 45 

TM 19/76 1/42 26/59 54/61 62 

TCP 92 47/09 40/92 47/09 40/92 خشک 

TCP 92 62/02 122 122 95/02 با اتانول 

 
 

 لیتشک صیتشخ یبرا استاندارد TCPه باروش در مقایس اصلاح شدهTCP) )‌‌و صفحه کشت بافت(‌TM)‌روش لوله ، (CRAارزیابی آماری روش های  کنگو رد آگار) .8جدول 

 اورئوس لوکوکوسیاستافجدایه های در  لمیوفیب

 روشهای تشخیصی

 

 حساسیت)%(

 

 ویژگی)%(

 

 ارزش اخباری مثبت)%(

 

 ارزش  اخباری منفی)%(

 

 دقت)%(

 

CRA 25 52 65/17 07/62 5/42 

TM 75 71/35 33/33 92/76 5/47 

 5/52 122 7/30 14/32 122 خشک  +TCPگلوکز

 5/52 56/69 41/29 14/57 67/41 با اتانول +TCP لوکزگ
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 حثب

به عنوان  توسط استافیلوکوکوس اورئوس، لمیوفیب دیتول

 زبانیم یستیپاسخ آنتاگوندر برابر  یدفاع لهیوس نیمهمتر

در  ه شدنزیکلونتوانمند ساختن باکتری برای علاوه بر 

عوامل تری بیماریزا توسط حذف این باکاز  زبانیم یبافتها

 کند یم نیز جلوگیری زبانیم یمنیو پاسخ ا یکروبیضد م

 متاستازیپخش ناشی از  ریم و مرگ و منجر به عوارضکه 

یکی از  بیوفیلمهمچنین، تشکیل  .(33،34می شود )آبسه 

اورئوس  وسدر شیوع استافیلوکوکهای اصلی  شاخص

های  عفونتل به عنوان پاتوژن عام ن،سیلی یمقاوم به مت

در نظر گرفته شده است پزشکی  های مرتبط با دستگاه

یک روش قابل اعتماد و سریع استفاده از  ،این رو از  (.35)

اورئوس  وساستافیلوکوکهای  برای شناسایی جدایه

ضروری  درمانی-در مراکز بهداشتی کننده بیوفیلم تولید

 در ملیوفیب لیتشک ییمطالعه، توانا نیدر ا (.12،35) است

جدایه بالینی استافیلوکوکوس اورئوس در شرایط  42

سه روش فنوتیپی و یک سنجش ژنتیکی با آزمایشگاهی 

-22،36) همطالعتاکنون چندین  .مقایسه و ارزیابی شدند

های  بیوفیلم توسط سویه( بر ارتباط میان تشکیل 30

ایجاد کننده عفونتهای بیمارستانی  اورئوس وساستافیلوکوک

اصلی ترین جزء  PIAکه در تولید  icaان اپر وحضور

( نقش دارد، تاکید 42) ماتریکس بیوفیلم استافیلوکوکوکی

جدایه مورد بررسی،  42اند. در مطالعه ما از مجموع  نموده

مثبت بودند و  icaDبرای  PCR% جدایه ها با روش 122

شناسایی icaD  و icaA  ژندو  جدایه هر%( 5/52) 21در  

(، ژنهای مرتبط با 41ه قادری و همکاران )شدند. در مطالع

جدایه بالینی بررسی شدند و نتایج نشان داد  03 بیوفیلم در

بودند که با نتایج   icaDو icaAدو ژن  هر % واجد62که 

  بدست آمده همخوانی دارد.

( 42و همکاران ) Arciolaنتایج مطالعه حاضر با مطالعات 

%  و 06/62ب  ( که به ترتی1و همکاران ) Kouidhiو 

مثبت  icaDو    icaAدو ژن  برای هر ها، % از جدایه52

 بودند همسو می باشد. 

(، ژنهای   43همکاران ) و Rohdeهمچنین، در مطالعه 

icaA/icaD ها، از جمله در  % از جدایه63/52ژنوم  در

 برای آنها منفی بود یافت شدند.  CRAهایی که نتایج جدایه

در تولید بیوفیلم را  2216در سال  زین نپور و همکارا یزال

از  آوری شده جمع وس اورئوسلوکوکیاستاف یها جدایه

قرار دادند. نتایج  یابیارز موردمختلف  ینیبال یها نمونه

  های ها دارای ژن هیاز جدا% 3/63مطالعه آنها نشان داد که 

icaAD تحقیق  اما در (. 24) بودندPiechota  و همکاران

های بیوفیلم مثبت، واجد  % از جدایه4/15(، فقط 36)

بودند که مشابه با نتایج مطالعات محققان  icaADهای  ژن

 (.44، 45دیگر بود )

کننده بیوفیلم،   ی تولید ها جدایه ی، تمامتحقیق حاضر در

های مطالعات دیگر،  ،  بودند که با یافتهicaDواجد ژن 

وسط  ای که ت (. همچنین، طی مطالعه42،10) مطابقت دارد

Grinholc های بالینی روی جدایه ( بر46) و همکارانش 

MRSA  ها واجد ژن  % از جدایه91انجام گرفتicaD 

 بودند. 

و  icaDچه مطالعات متعددی ارتباط بین حضور ژن  اگر

اند  تایید نموده MRSAهای  تولید بیوفیلم را در جدایه

(، تنها 49و همکاران )  Azmi(، اما در مطالعه 47،40)

 icaDکننده بیوفیلم، دارای ژن  های تولید % از جدایه5/16

 بودند.

نشان CRA  روش در پژوهش ما، بررسی تشکیل بیوفیلم در

توانایی تولید بیوفیلم بر روی  جدایه %(5/42) 17 داد که

این  ویژگی و حساسیت محیط کنگو رد آگار را داشتند.

 و %29/30 به ترتیب ،در مقایسه با روش ژنوتیپی روش

و در همین رابطه نتایج مطالعه زالی پور  د.بو 63/52%

، CRA روشدر شیراز نشان داد که در  (24) همکاران

  کردند. دیتول لمیوفیها ب هیاز جدا 4/54%

در  Muruganو  Johnهایی که توسط  اما نتیجه بررسی

جهت  MRSA جدایه بالینی 229بر روی  2214سال 

 TCP، و CRA ،TMوش بررسی تشکیل بیوفیلم با سه ر
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جدایه در روش  (32/4) 9انجام شد نشان داد که فقط 

CRA  .در حساسیت، ویژگی و دقت این روش مثبت بودند

، %12/14به ترتیب  استاندارد TCPمقایسه با روش 

 . (52) استگزارش شده  %54/32و  79/06%

که بر روی  و همکارانMathur همچنین در مطالعه 

ستافیلوکوکوس اورئوس انجام گرفت، های بالینی ا جدایه

به ،  CRAدر روش حساسیت، ویژگی و دقتپارامترهای 

  (.23) % بودند9/42% و 2/92%، 0/6 ترتیب

Hassan ( 51و همکاران)های  ، حساسیت و ویژگی روش

CRA ،TM و ،TCP  را جهت بررسی تشکیل بیوفیلم در

 ،CRA روش در های بالینی مورد مطالعه قرار دادند و جدایه

بودند. آنها  لمیوفیبکننده  ها تولید جدایهاز  %12 تنها

%  41% و 92%، 11حساسیت، ویژگی و دقت را به ترتیب 

با  CRAگزارش کردند و به این نتیجه رسیدند که روش 

 های دیگر همبستگی خوبی ندارد. روش

، نسبت به  CRAاز محققان سنجش یبه گفته برخبا اینکه 

شناسایی  یحال، برا نیر است. با ات ها آسان روش ریسا

 های شگاهیدر آزما لمیوفیبهای تولیدکننده  دقیق سویه

 یمنف ایمثبت  جینتا تواند یم رایز شود ینم هیتوصتشخیصی 

  (.52،53) کاذب به همراه داشته باشد

جدایه بالینی  52(، 39همچنین، یزدانی و همکاران )

ل بیوفیلم استافیلوکوکوس اورئوس را جهت بررسی تشکی

ارزیابی قرار دادند و مشاهده نمودند  مورد CRAبا روش 

درصد از آنها توانایی تولید بیوفیلم را داشتند  54که فقط 

 icaADجدایه مورد بررسی واجد ژنهای  52اما تمامی 

 بودند.

تعدادی از  (،42) و همکاران  Arciolaدر پژوهش

نتایج . بودند ica ژنهای، دارای منفی  CRAهای جدایه

دقت بودن  نیز پایین (54) و همکارانFitzpatrick  مطالعه

 . ه استنشان دادرا این روش 

کننده  های تولید تعداد جدایه TMدر بررسی ما، در روش

 14%(، 5/32) 13بیوفیلم به ترتیب  ضعیف قوی، متوسط و 

با  این روش نتایج. مقایسه بودند%( 5/32) 13 و%( 35)

را % 1/42 و ویژگی% 19/76 یتساسح ،روش ژنوتیپی

 .نشان داد

Manandhar  سه روش مورد 2210و همکاران در سال ،

 کیتکن( را با TCP، و CRA ،TMمطالعه ما ) استفاده در

PCR  دکنندهیتول یها حامل ژنی ها هیسوکه برای شناسایی 

 %14استفاده شد مقایسه کردند. آنها  icaAD لمیوفیب

 CRA ،64%برای روش% ویژگی را 2/00حساسیت و 

 %2/32،  و TM ی روشرا برا یژگیو% 4/74و  تحساسی

گزارش  TCPروش  یرا برا یژگوی %72و  تیحساس

 TMکه  دندیرس جهینت نیبه ا سندگانینو ن،ی. بنابرانمودند

 یروش برا نیبالا، بهتر یژگیو و تیحساس لیبه دل

  Oliveiraهمچنین .(55) است لمیوفیب صیتشخ

های استافیلوکوکوس  تشخیص جدایه یبرا  Cunhaو

را  TM یفیروش ک ،لمیوفیبگواگولاز منفی تولیدکننده 

و  نهیهز کم یروشTM  و بیان نمودند که کردند هیتوص

 (.52) است قابل اعتماد جینتاهمراه با 

% TM ،70/15 روش با استفاده از Muruganو  Johnاما 

وفیلم کننده بی را به عنوان تولید MRSAهای  از جدایه

های قوی بیوفیلم  کننده گزارش کردند که از نظر تعداد تولید

همبستگی داشت اما حساسیت و ویژگی آن  TCPبا روش 

 (. 52) کمتر بود

از  TCP % ،69روشدر ، (56) و همکاران Sahaدر مطالعه 

 روش کهی، در حالشدند ییشناسا لمیوفیب دکنندگانیتول

TM اظهار داشتند  نیمچنکرد. آنها ه ییرا شناسا %36 فقط

و  یقو لمیوفیب دکنندگانیتول نیتواند ب یمTCP که روش

 .قائل شود زتمایمتوسط 

بر اساس نتایج حاصل از پژوهش حاضر و در تایید 

 TM(، ما نمی توانیم 23، 57، 50) مطالعات محققین دیگر

را به عنوان یک روش غربالگری عمومی برای شناسایی 

 بیوفیلم توصیه نماییم. جدایه های تولید کننده

بیشتر از  TCPحساسیت و ویژگی روش ، در این مطالعه 

که  میدیرس جهینت نیما به ابود و  TMو  CRAسنجش 

 یبر است اما برا زمان کیتکن کی  TCP یروش کم اگرچه
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جدایه های بالینی در  لمیوفیب دیتولسنجش توانایی 

 .بود دخواه آل دهیااستافیلوکوکوس اورئوس 

 اب، متناسب icaبیان ژنهایرسی ها نشان داده اند که بر

 بسیار متغیر است زیرا توسط تنش  کشت ترکیب محیط

 . (23) شود می ءقندهای اضافی القا با )استرس( 

 12، فقط TSB طیبا مح TCPدر سنجش در مطالعه حاضر، 

 پیفنوت های مورد آزمایش جدایهجدایه از مجموع  %(32)

% گلوکز 1ان دادند در حالیکه با افزودن مثبت را نش لمیوفیب

 21لم مثبت به یهای بیوف تعداد جدایه TSB  طیمحبه 

 نیمحقق ریبا مشاهدات سا که %( افزایش یافت 5/52)

 (.55،59،23) مطابقت دارد

 TCPنتایجبا  icaAD هنگامی که حضور ژنهایهمچنین، 

، حساسیت  ،TSB % گلوکز به1، با افزودن ندمقایسه شد

 طیبا محفقط  TCPسنجش دقت آن نسبت به  گی وویژ

TSB، که با مطالعه  افزایش یافتManandhar  و

 ( همسو است.55همکاران )

در  لمیبیوفتشکیل دهد که  این شواهد نشان می 

استفاده از و  به شرایط رشد بستگی دارد ،ها استافیلوکوک

برای تشکیل  ی کشتها محیطشکر به عنوان مکمل در 

 (.23) روری استضبیوفیلم 

باعث کشت ستفاده از مقدار قند اضافی در یک محیط ا

ایجاد یک شرایط تنش می شود که واکنش تخمیر را 

هوازی به نفع  و در نتیجه شرایط بیتحریک کرده 

در  (.62) خواهد بودلم یو افزایش تولید بیوف  PIAتولید

هستند متغیر    icaهای نکه بیان ژ دادندمجموع، نتایج نشان 

 قند، نمکمخلوط کردن از جمله متعددی و توسط عوامل 

در  (.23، 54) دنشو می القاءمحیط کشت با اتانول  و

 که ها هیسوتعدادی از در  icaAD یها ژن پژوهش حاضر،

 کهبود شناسایی شدند  یمنف ی در آنهاپیفنوتنتایج روشهای 

(، مطابقت 55) و همکاران Manandharبا نتایج مطالعه 

 ی را نشان می دهد. پیسنجش ژنوت تیاهم و رددا

که  اند ( نیز نشان داده 42،61) های دیگری چه بررسی اگر

 صیتشخ یرا، بPCR روش وسیلهب ica  یها ژن صیتشخ

 یشواهداما قابل اعتماد است  اریبس لمیوفیب لیتشکتوانایی 

 لمیوفیب دیبا تول شهیهم ica های نوجود دارد که وجود ژ

 .(62) ندمرتبط نیست

تولید بیوفیلم مستقل  MRSA جدایه های در عین حال، در

و  eDNAتولید  توصیف شده است که اساساً نیز icaاز 

در (. 21) های اتصالی سطحی در آن دخیل هستند پروتئین

در  (PIA )کد کنندهicaADBC لوکوس  حذف ،واقع

تولید اورئوس در  وساستافیلوکوکهای  هسویتعدادی از 

  (.63) نخواهد کرد یجادختلالی اا بیوفیلم

 

  گیری نتیجه

 لمیوفیب دکنندهیتول یها هتمامی جدای در پژوهش حاضر،

 هر، هیجدا%( 5/52) 21در  و مثبت بودند icaDژن  برای

دهنده  که نشانحضور داشتند  icaDو  icaA ژندو 

 یها هیدر جدا لمیوفیب دیو تول DAica یها ژنارتباط میان 

همچنین نتایج  باشد. می اورئوس لوکوکوسیاستاف ینیبال

تشکیل تواند بر میزان  نشان دادند که نوع محیط کشت می

بیوفیلم باکتریایی تاثیر داشته باشد، زیرا با اینکه هر سه 

 درکشت بافت صفحه لوله و  روش کنگو رد آگار،

 دکنندهیتول اورئوس لوکوکوسیاستاف های جدایه صیتشخ

نسبت  اصلاح شده TCP  آزمونا ام ،بودندثر ؤم لمیوفیب

 آنالیز مولکولی،در مقایسه با  شهای فنوتیپیروبه سایر 

حساسیت، ویژگی و دقت بالاتری را نشان داد.  بنابراین، 

 یبرا، روشی مناسب و قابل تکرار TCP روش کمی

 یها در مجموعه لمیوفیب دکنندهیتول های شناسایی جدایه

  می باشد. یبهداشت یها مراقبت

تواند مشکلات  ا در نظر گرفتن اینکه تشکیل بیوفیلم میب

های مختلف پزشکی به ویژه در مورد  زیادی را در زمینه

وسایل مصنوعی مانند ایمپلنت های ارتوپدی ایجاد نمایند، 

اصلاح  TCPفنوتیپی  استفاده از روش مطالعه ما، نتایج

غربالگری  شده به همراه سنجش ژنوتیپی را برای

کننده  دیتول اورئوس وساستافیلوکوکبالینی  های جدایه

 .پیشنهاد می نماید لمیوفیب
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