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Background and Aims: The most important factor for pathogenicity of Staphylococcus 

epidermidis is the ability to produce biofilm. Identification of biofilm-forming strains using an 

appropriate method and recognizing the mechanisms of biofilm formation can help understand 

the proper use of artificial medical equipment and prevent increased drugs resistance . The aim 

of this study was to 1) evaluate the biofilm formation of S. epidermidis isolates using phenotypic 

methods such as Tube Method (TM), Congo Red Agar Method (CRA) and Microtiter Plates 

Method (MTP) as well as PCR of the genes icaA and icaD 2) determine the drug resistance 

pattern of S. epidermidis isolates and its association with biofilm formation among clinical 

specimens and samples of healthy carriers. 

Materials and Methods: A total of 90 strains of S. epidermidis including 50 clinical 

isolates and 40 strains from healthy carriers were studied using the phenotypic methods TM, 

CRA and MTP, and the molecular PCR of the genes icaA and icaD. Antibiotic resistance profile 

of the strains was performed using disk diffusion method according to the CLSI standards. 

Results: A total of 90 strains ( 63.34% by TM, 37.78% by CRA method and 67.79% of 

MTP method) were able to form biofilm. No significant differences were found between the 

healthy and carriers groups in terms of antibiotic resistance. The icaA and icaD genes were 

detected among 100% and 85.24% of the biofilm forming strains, respectively. 

 Conclusions: Comparing the phenotypic and molecular methods for the detection of 

biofilm formation among S. epidermidis isolatesshowed that MTP is the best method with the 

highest sensitivity and specificity and its simultaneous use with molecular methods is 

recommended. 
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 بالینی  یهاهیجدادر  icaD و icaA یهاژن و تعیین حضور بیوفیلم تشکیلارزیابی فنوتیپی 

  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس
 

 4یاسعدانیه ، ه3ییایک، الهه 2ستاد، سجاد یزدان 1یواحد، زهرا *1دادگرتینا 
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ی هاهیسوشناسایی  .است بیوفیلم تشکیل تواناییاستافیلوکوکوس اپیدرمیدیس  ییزایماریب در فاکتور نیترمهم :زمینه و هدف

به فهم درست استفاده  تواندیمدر تولید بیوفیلم  آنهای اتصالی هاسمیمکانه از یک روش مناسب و شناخت ۀ بیوفیلم با استفادجادکنندیا

ی فنوتیپی هاروشاز تجهیزات پزشکی مصنوعی و جلوگیری از افزایش مقاومت به داروها کمک کند. هدف از این مطالعه، ارزیابی 

استافیلوکوکوس برای شناسایی بیوفیلم  icaDو  icaAی هاژنبا  PCRولکولی ی، کنگورد آگار و میکروتیتر پلیت( و روش مالوله)

 ی بالینی و ناقلین سالم بود.هانمونهو تعیین الگوی مقاومت دارویی و رابطۀ آن با تشکیل بیوفیلم در  اپیدرمیدیس

ی فنوتیپی هاروشبا استفاده از  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسجدایه از ناقلین  40جدایۀ بالینی و  50عداد  :کارروش و مواد

 هاهیسوی کیوتیبیآنتبررسی شدند. مقاومت  icaDو  icaAی هاژنبا  PCRی، کنگورد آگار و میکروتیتر پلیت و روش مولکولی الوله

 انجام شد. CLSIاستانداردهای  براساسبا استفاده از روش دیسک دیفیوژن 

درصد و با روش میکروتیتر 78/37و با استفاده از روش کنگورد آگار  هاهیجدادرصد از 34/63ی الولهبا استفاده از روش  ها:یافته

در  icaA .نشدو ناقل مشاهده  ماریدو گروه ب نیب یداریتفاوت معن، توانایی تشکیل بیوفیلم را داشتند. هاهیجدادرصد 79/67پلیت 

 اسایی شد.ۀ بیوفیلم شندهندلیتشکی هاهیسودرصد 24/85در  icaDدرصد و 100

برای تشخیص بیوفیلم  icaDو  icaAی هاژنی مولکولی با استفاده از هاروشی فنوتیپی و هاروشمقایسۀ بین  :گیرینتیجه

ی هاروشآن با  زمانهمو استفادۀ  استبهترین روش برای تشخیص بیوفیلم با بیشترین حساسیت و اختصاصیت  MTPنشان داد که 

 .شودیممولکولی توصیه 

 PCR، بیوتیکیبیوفیلم، مقاومت آنتی، استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس ت کلیدی:کلما
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: اتصال اولیۀ شودیمدر دو مرحله انجام  . تشکیل بیوفیلم(1)

به ماتریکس پروتئینی که در وسایل  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

در  هایباکترشدن و سپس انباشته شده گرفته کار بهپزشکی 

ه منجر به تشکیل ی مختلف و تشکیل گلیکوکالیکس کهاهیلا

 عنوانبه(  (PIAیسلولخارج  دیساکاریپل. شودیمبیوفیلم بالغ 

منظور تشکیل بیوفیلم عامل اصلی در اتصالات بین سلولی به

از   PIA.است شدهشناخته  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسیۀ چندلا

که از بین  شودیمتولید  icaADBCلوکوس طریق محصولات ژن 

استیل گلوکزآمین  Nفعالیت آنزیمی ) علتبه icaDو  icaA، آنها

ی در تشکیل بیوفیلم ناشی از این باکتری ترمهمترانسفراز( نقش 

مقاومت باکتریایی در فاز بیوفیلم  ها،گزارش. براساس (2)دارند 

حالت پلانکتونی یا رشد آزاد همان باکتری  بار بیشتر از 1000

نقش دارند. اولین ایجاد این مقاومت  چندین مکانیسم در. است

یک  با ایجاد است کهی دیساکاریپل به ماتریکس مکانیسم مربوط

 .(3) شودیم هاکیوتیبینفوذ آنتمانع از  سد فیزیکیوشیمیایی

بیوفیلمی،  ۀمرحل مقاومت باکتریایی در دومین فرضیه در رابطه با

 در بیوفیلم هایفعالیت متابولیکی باکتر پایین سطح مربوط به

و  مغذی عمقی بیوفیلم مواد یهادر قسمت آنجایی که ازاست. 

، تکثیر ردیگیمباکتری قرار  در دسترس اکسیژن به مقدار کمتری

 ردیگییا در سطح پایینی انجام م شودیم و رشد باکتریایی متوقف

یم هاکیوتیبیبه آنت حالت باعث ایجاد مقاومت نسبت که این

که باکتری در  کنندیی عمل مزمان هاکیوتیبیآنت؛ زیرا اغلب شود

فرضیۀ سوم ایجاد یک محیط . (4)فاز رشد و تقسیم باشد 

درون بیوفیلم است؛ مثلا تولید محصولات  افتهیرییتغشیمیایی 

در فضای داخلی  pH رییتغاسیدی در بیوفیلم ممکن است با 

 ،5)شود  کیوتیبیآنتبیوفیلم همراه بوده و باعث تغییر در عملکرد 

ی مختلفی برای بررسی توانایی تشکیل بیوفیلم توسط اهروش. (6

ی هاروشوجود دارد که شامل  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

 Congo Red)، کنگورد آگار پلیت )ube method)Tی الولهکیفی 

Agar)  ّمیکروتیتر پلیت و روش کمیicro titer plates)M(  که

تازگی به .(7-9) استروش استاندارد طلایی برای تولید بیوفیلم 

برای بررسی و شناخت عوامل  PCRی مولکولی مانند هاروش

ژنتیکی دخیل در تشکیل بیوفیلم استفاده شده است. هدف از این 

استافیلوکوکوس ی هاهیسودر  icaDو  icaAی هاژنبررسی حضور 
ی فنوتیپی هاروشۀ بیوفیلم و مقایسۀ دهندلیتشک اپیدرمیدیس

TM ،CRA  وTCP یص و بررسی توانایی تشکیل برای تشخ

از بیماران و افراد ناقل سالم در  جداشدهی هاهیسوبیوفیلم در 

 گرگان انجام شد.

 هاروشمواد و 

 ی باکتریاییهاهیسوی و شناسایی آورجمع

 04شامل  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس،نمونه  90تعداد 

شامل کلینیکی نمونۀ  50 سواپ بینی از افراد سالم ونمونه 

آموزشی ـ مراکز ، هامارستانیاز ب چشم و ادرار ،خونی هافونتع

از  ی تشخیص طبی شهرستان گرگانهاشگاهیآزمادرمانی و 

در محیط  و یآورجمع 1395 خردادماه تا 1394اسفندماه 

 24مدت بهو کشت داده )شرکت مرک، آلمان( مانیتول سالت آگار 

 یهایشدند. کلن قرار داده درجۀ سلسیوس 37گرمخانۀ  ساعت در

 یسازخالصی بیشتر هایبررسبرای و مانیتول منفی  درنگیسف

ی گرم و زیآمرنگاز لحاظ موفولوژی در  هانمونهتمام  شدند.

ی بیوشیمیایی افتراقی آزمایشگاهی از جمله کاتالاز، هاآزمون

اکسیداز، کواگولاز، اوره و حساسیت به نووبیوسین مورد بررسی 

استافیلوکوکوس سویۀ  هاشیآزمامام قرار گرفتند. در ت
ۀ دهندلیتشککنترل مثبت  عنوانبه ATCC 35984 اپیدرمیدیس

 عنوانبه ATCC 12228 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسبیوفیلم و 

 کنترل منفی استفاده شدند.

ی هاهیجداتولید بیوفیلم در  بررسی فنوتیپی

 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس

از دو روش  هاسویهل بیوفیلم برای بررسی توانایی تشکی

روش  و (CRA plate) و کنگورد آگار پلیت (TM)ی الولهکیفی 

 ( استفاده شد. (TCPکشت بافت ۀصفحکمیّ 

 یالولهروش 

ساعته باکتری 24باکتری از کشت در این روش یک لوپ پر 

و به تلقیح درصد گلوکز1حاوی  تریپتیکاز سوی براث در محیط

 سلسیوس گرماگذاری شد. ۀدرج 37 ساعت در دمای 24مدت 

بافر نمکی و با  شده ها دور ریختهمحتویات داخل لوله سپس

شدن پس از خشکیافتند. وشو شست 3:(pH(PBS) (فسفات 

به درصد1/0با کریستال ویوله در محیط آزمایشگاه، آنها ها لوله

بار با آب چندینها لوله سپس .شدند یزیآمدقیقه رنگ 20مدت 

 ۀصورت یک لایتشکیل بیوفیلم به وشو داده شدند.ستمقطر ش

لوله مشاهده شد که میزان  ۀگرفته روی سطح داخلی دیواررنگ

 منفی بیوفیلمو  بیوفیلم متوسط ،بیوفیلم قوی صورتتشکیل آن به

 .(10)گزارش شد 
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 روش کنگورد آگار پلیت

 BHI agar ،50گرم  37کردن محیط کنگورد آگار با مخلوط

مقطر لیتر آب 1گرم آگار در  10گرم کنگورد و  8/0ارز، گرم ساک

 15درجۀ سلسیوس،  121سپس محلول فوق با شرایط  تهیه شد.

از برای انجام این آزمون دقیقه اتوکلاو گشت.  15مدت پوند به

مدت و به محیط کنگورد کشت داده باکتری درساعته 24کشت 

از نگهداری درجه گرماگذاری شد. بعد  35ساعت در دمای  24

ساعت در دمای اتاق رنگ محیط و کلنی از  18مدت به هاتیپل

 ،ی قرمز بیوفیلم منفیهایکلنلحاظ تشکیل بیوفیلم بررسی شد. 

ی قرمز روی زمینۀ محیط سیاه بیوفیلم + )بیوفیلم هایکلن

ی سیاه روی زمینۀ محیط قرمز بیوفیلم ++ هایکلن ،ضعیف(

سیاه روی زمینۀ محیط سیاه ی هایکلن)بیوفیلم متوسط( و 

 .(11)بیوفیلم +++ )بیوفیلم قوی( ارزیابی شدند 

 میکروتیتر پلیتروش 

، این روش به کار هازولهیابرای بررسی کمیّ توانایی تشکیل 

تریپتیکاز سوی  در محیط هاهیابتدا جداطور خلاصه، . به(12)رفت 

رجه د 37ساعت در  20تا  18 مدتبه درصد گلوکز1 حاوی براث

. شدفارلند تهیه سوسپانسیونی معادل نیم مکشده و سپس انکوبه 

این محیط اضافه  میکرولیتر از 100 الیزابه هر چاهک  پس از آن

 پس از. شدساعت انکوبه  24درجه  37میکروپلیت را در  کرده و

 یهایتا باکتر یافتندشو وشست PBSها سه بار ساعت، چاهک 24

به  چسبیده یهایسایر باکترحلۀ بعد، در مرنچسبیده جدا شوند. 

دقیقه فیکس  15مدت بهدرصد 96از اتانول  μl 250 با چاهک

 رنگ درصد02/0کریستال ویوله  μl200ند. سپس هر چاهک با دش

از خشک مقطر شسته شد. پسرنگ با آبدقیقه  5و پس از شده 

 از گلاسیال μl200ی بیوفیلم با افزودن آنالیز کمّ ،هاتیشدن پل

طول  آنها در OD به هر چاهک و خواندندرصد 33استیک اسید 

برای اطمینان  .شدیدستگاه الیزا محاسبه متوسط  nm 492 موج

 تکرار مختلف یهازمان در بار 3 ی فوقهاشیآزما کار، از صحت

، میزان جذب نوری براساس شدهلیدر ارزیابی بیوفیلم تشک شد.

 عنوانبه 1/0-2/0 بیوفیلم،فاقد  1/0کمتر از  ODبا  یهانمونه

 3/0عنوان بیوفیلم متوسط و بیش از به 2/0-3/0بیوفیلم ضعیف، 

 .(8)در نظر گرفته شدند عنوان بیوفیلم قوی به

 icaDو  icaAی هاژنبرای ردیابی  PCRآزمون 

ی تولیدکنندۀ بیوفیلم هاهیسومادۀ ژنومی  منظور استخراجبه

از  PCRبرای انجام  .(13) از روش جوشاندن استفاده شد

(. 1استفاده شد )جدول  icaDو  icaAپرایمرهای اختصاصی 

 1/0شامل میکرولیتر  25ی پلیمراز با حجم نهایی ارهیزنجواکنش 

فوروارد و  از هر پرایمر رمیکرومولا یکالگو،  DNAمیکروگرم 

 2MgCl، 5/2 مولاریلیم dNTP ،2مولار یلیم 2/0، ریورس

 DNA Polymerase Taqواحد آنزیم  1و  PCRمیکرولیتر بافر 

در شرایط دمایی واکنش برای هر دو جفت پرایمر گرفت.  انجام

( تحت شرایط USARad-ioB ,دستگاه ترمال سایکلر بایورد )

 سلسیوسدرجۀ  94دقیقه واسرشت شدن اولیه در دمای  5دمایی 

درجۀ  94شدن در دمای چرخه شامل واسرشت 50و در ادامه 

 سلسیوسدرجۀ  55در دمای  دقیقه، اتصال 1مدت به سلسیوس

 سلسیوسدرجۀ  72ثانیه، طویل شدن در دمای  60مدت به

درجۀ  72 شدن نهایی در دمایطویل تیدرنهاثانیه و  30مدت به

 .(14)مدت یک دقیقه انجام گرفت به سلسیوس
 در مطالعه شدهاستفاده. مشخصات پرایمرهای 1جدول 

 پرایمر ʹ5)-(ʹ3توالی  (bpت باز اندازه قطعه )جف منبع

(14) 188 F: TCT CTT GCA GGA GCA ATC AA 

R: TCA GGC ACT AAC ATC CAG CA icaA 

(14) 194 F: ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 
R: CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGC AA icaD 

 

 کیوتیبیآنتتعیین حساسیت باکتری به 

از نظر مقاومت به  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسی هاهیسو

 و( g30µ)رامفنیکل لک ،(g30µ) جنتامایسینی هاکیوتیبیآنت

 نیکلینوسیم(، g1µ(، اگزاسیلین )g300µ) نیتروفورانتوئین

(µg30 و )نیلیسیپن G  شرکت مست، انگلستان( طبق(

 بتداا با روش انتشار دیسک بررسی شدند. CLSIاستانداردهای 

ساعته در محیط نوترینت 18-24سوسپانسیون باکتری از کشت 

با غلظت نهایی  فارلندمکبراث )شرکت مرک، آلمان( معادل نیم 
استریل بر  پبا استفاده از یک سواسپس  .تهیه شد 5/1×810

در سه جهت  )شرکت مرک، آلمان( هینتون آگار محیط مولر
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یآنت یهاسکید ،تیدرنها .صورت متراکم کشت داده شدبه

برداشته شده و در سطح  استریل یهانسبا استفاده از پ کیوتیب

 درجۀ 37در دمای  هاتیپل .محیط کشت باکتری قرار داده شد

ی هالۀ ریگاندازهساعت با  24پس از  سلسیوس گرماگذاری و

 معیارهای براساس یکیوتیبیآنتی هاسکیدرشدنیافتگی اطراف 

CLSI  شد.تفسیر 

 هاداده لیوتحلهیتجز

معیار و توصیفی میانگین، انحراف در این تحقیق از آمارهای

شد. همچنین اطلاعات ها استفاده نمودار برای توصیف داده

 SPSS-16 افزارنرمدر  هایابیارزو نتایج  هانمونهاز  آمدهدستبه

وتحلیل شد و در تمامی آنالیز و تجزیه Chi-Squareوارد و با روش 

ون حساسیت در نظر گرفته شد. آزم >05/0P داریمعنموارد سطح 

ی کنگورد هاروشی مثبت و منفی و دقت نیبشیپو ویژگی، قدرت 

 آمد. دستبهی ریاضی هارابطهبا استفاده از  PCRی و الولهآگار و 

 هاافتهی
شده با توجه به نوع نمونه و ی بررسیهاهیجدامشخصات 

 .ارائه شده است 2جنسیت بیماران در جدول 

 

 

 در بین افراد ناقل و بیمار هانمونهبه سن، جنس و درصد پراکنش نوع  . مشخصات مربوط2جدول شماره 

 بیمار)درصد( ناقل)درصد(  اطلاعات بیماران

 جنس
 (50)25 (35)14 مرد

 (50)25 (65)26 زن

 نوع نمونه

 0 (100)40 بینی

 (56)26 0 ادرار

 (42)21 0 خون

 (2)1 0 چشم

 

 لهارزیابی تشکیل بیوفیلم با روش تست لو

ی هانمونهنتایج حاصل از بررسی کیفی تست لوله در 

درصد بیوفیلم متوسط و 22درصد بیوفیلم قوی، 36کلینیکی 

درصد بیوفیلم 15ی ناقلین هانمونهدرصد بیوفیلم منفی بود. در 42

درصد بیوفیلم منفی بود 30درصد بیوفیلم متوسط و 55قوی، 

و ناقل مشاهده ی بین دو گروه بیمار داریمعن(. تفاوت 1)شکل 

 نشد.

 
( بیوفیلم B( بیوفیلم قوی. A. نتایج بیوفیلم در تست لوله. 1شکل 

 ( بیوفیلم منفیCمتوسط. 

 کنگورد آگار ارزیابی تشکیل بیوفیلم با روش

نتایج حاصل از بررسی کیفی تشکیل بیوفیلم در روش 

 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسجدایه  90کنگورد آگار در 

ی بالینی و ناقلین نشان داد که در هانمونهاز  آمدهدستبه

ی قرمز(، هایکلندرصد بیوفیلم منفی )55ی کلینیکی، هانمونه

 ،ی قرمز روی زمینۀ محیط سیاه(هایکلندرصد بیوفیلم ضعیف )7

ی سیاه روی زمینۀ محیط هایکلندرصد بیوفیلم متوسط )19

سیاه( ی سیاه روی زمینۀ هایکلندرصد بیوفیلم قوی )29قرمز( و 

درصد بیوفیلم 5/32 ،درصد بیوفیلم منفی30بودند. در ناقلین 

درصد بیوفیلم قوی را 5/27درصد بیوفیلم متوسط و 10ضعیف، 

ی در نتایج حاصله بین دو داریمعن(. تفاوت 2تشکیل دادند )شکل 

 گروه بیمار و ناقل مشاهده نشد.
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یوفیلم منفی ( بA. نتایج بیوفیلم در محیط کشت کنگورد آگار. 2شکل 

ی قرمز روی هایکلن( بیوفیلم ضعیف )Bی قرمز بر روی محیط قرمز(، هایکلن)

ی سیاه روی زمینۀ محیط هایکلن( بیوفیلم متوسط )C ،زمینۀ محیط سیاه(

 ی سیاه روی زمینۀ سیاه(.هایکلن( بیوفیلم قوی )Dقرمز( و 

 میکروتیتر پلیتارزیابی تشکیل بیوفیلم با روش 

ی بالینی هاهیجدااز بررسی کمیّ تشکیل بیوفیلم در نتایج حاصل 

درصد بیوفیلم ضعیف، 7درصد فاقد توانایی تشکیل بیوفیلم، 36

را نشان دادند.  درصد بیوفیلم قوی34درصد بیوفیلم متوسط و 23

درصد بیوفیلم 5/9درصد بیوفیلم منفی، 5/27ی ناقلین هانمونهدر 

بیوفیلم قوی را درصد 5درصد بیوفیلم متوسط و 5/62ضعیف، 

 (.3شکل تشکیل دادند )

 

 میکروتیتر پلیت. تشکیل بیوفیلم در روش 3شکل 

 icaDو  icaAی هاژنبرای  PCRنتایج آزمون 

ی هانمونه( در تمام bp 188) icaAبرای ژن  PCRآزمون 

کلینیکی و ناقلین که با روش میکروتیتر پلیت توانایی تشکیل 

جدایه از  25( در bp 198) icaDبیوفیلم داشتند مثبت بود. 

ی کلینیکی هانمونهجدایه از  27درصد( و 2/86ناقلین )

با استفاده از  PCR درمجموع(. 4درصد( مثبت بود )شکل 37/84)

با روش فنوتیپی میکروتیتر پلیت همخوانی داشت و ژن  icaAژن 

icaD  عنوانبهجدایه که با روش میکروتیتر پلیت  10برای 

یلم شناسایی شدند، منفی بود و یک جدایه از ۀ بیوفدهندلیتشک

مثبت، اما با روش میکروتیتر   icaDPCRی ادرار با روش هانمونه

  پلیت منفی گزارش شد.

 

 
ی هانمونه( در B) icaD( و A) icaAی هاژن. شناسایی 4شکل 

: P: کنترل منفی؛ Nمارکر؛  M :bp 100DNAاستافیلوکوکوس اپیدرمیدیس. 

 ی اختصاصی.هاژنبرای  PCR: محصولات 1-5ستون کنترل مثبت؛ 

ی فنوتیپی و هاروشمقایسۀ نتایج تشکیل بیوفیلم در 

 مولکولی

جدایه توانایی تشکیل بیوفیلم داشتند  61نمونه،  90از بین 

ی الولهجدایه با روش  57جدایه با روش کنگورد آگار و  58که 

ی برای استاندارد طلای عنوانبه MTPشناسایی شدند. روش 

 ،9)( 3جدول استفاده شد ) CRAو  TMارزیابی دو روش کیفی 

ی مثبت، قدرت نیبشیپ. حساسیت، ویژگی، قدرت (16 ،15

 4با استفاده از اطلاعات جدول  هاآزمونی منفی و دقت نیبشیپ

درصد( از 93)ی الولهطبق فرمول محاسبه شد. حساسیت روش 

بود. حساسیت در درصد( بالاتر 73/55حساسیت روش کنگورد )

و  CRAاز دو روش فنوتیپی  icaAبا استفاده از ژن  PCRروش 

TM ( اما با استفاده از ژن 100بالاتر ،)درصدicaD  از دو روش

 PCR(. دقت در روش 6/83آمد ) دستبهفنوتیپی مذکور کمتر 

icaA  (.5بیشتر بود )جدول  هاروشدر مقایسه با سایر 
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 ی فنوتیپی و مولکولیهاروشدر  هالمیوفیب . مقایسۀ نتایج تشکیل3جدول 

 

 

 PCRو  TM ،CRA ،TCP یهاروشتشکیل بیوفیلم با استفاده از  .4جدول 

 روش آزمایش
 PCR icaA PCR icaD ایلوله کنگورد آکار

 منفی مثبت منفی مثبت منفی مثبت منفی مثبت

میکروتیتر 

 پلیت

 10 51 0 61 4 57 27 34 مثبت

 28 1 29 0 29 0 29 0 منفی

 

 

 برای تشخیص تشکیل بیوفیلم  میکروتیتر پلیتدر مقایسه با روش استاندارد طلایی  یالولهکنگورد آگار و  یهاروشآنالیز آماری  .5جدول 

 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسر د

ی تشخیص هاروش

 بیوفیلم
 )درصد( *حساسیت

 **ویژگی

 )درصد(

ی نیبشیپقدرت 

 )درصد( ***مثبت

ی نیبشیپقدرت 

 )درصد( ****منفی
 )درصد( *****دقت

 70 78/51 100 100 73/55 کنگورد اگار

 95 87 100 100 93 یالوله

PCR icaA 100 100 100 100 100 

PCR icaD 6/83 55/96 07/98 68/73 77/87 

* Sensitivity, **Specificity, ***Positive Predictive Power, ****Negative Predictive Power, *****Accuracy 

 

 )تعداد( مشخصات
ی هاهیسوحضور ژن در  تعداد تشکیل بیوفیلم )درصد(

 یالوله آگار کنگورد تیتر پلیتومیکر ۀ بیوفیلم )درصد(دهندلیتشک

 (40)بینی  (40) ناقل

 icaA icaD مثبت منفی مثبت منفی مثبت منفی

11 

(5/27) 

29 

(5/72) 

25 

(5/62) 

15 

(5/37) 

12 

(30) 

28 

(70) 

29 

(100) 

25 

(2/86) 

 (50) بیمار

 (28) ادرار
13 

(42/46) 

15 

(58/53) 

17 

(72/60) 

11 

(28/39) 

14 

(50) 

14 

(50) 

15 

(100) 

16 

(100) 

 (21)خون 
5  

(8/23) 

16 

 (2/76) 

13  

(42/46) 

8 

(57/28) 

6  

(57/28) 

15 

(43/71) 

16 

 (100) 

10  

(5/62) 

 0 (1)چشم 
1 

(100) 

1 

(100) 

0 

 

1 

(100) 
0 

1 

(100) 

1 

(100) 

 90 (90مجموع )
29 

(22/32) 

61  

(79/67) 

56  

(22/62) 

34 

(78/37) 

33  

(66/36) 

57 

(34/63) 

61 

 (100) 

52  

(24/85) 
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به  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسی هاهیجدامقاومت 

 موردمطالعهی هاکیوتیبیآنت

 یهاکیوتیبیآنت بهی مقاوم هاهیسودرصد فراوانی  مقایسۀ

نشان داد که  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسجدایه  90 در مختلف

ی هاهیسوی کلینیکی از هاهیسوی در کیوتیبیآنتمیزان مقاومت 

 (.1نمودار ) افراد ناقل سالم بیشتر بوده است

 در روش میکروتیتر پلیت بیوفیلم تولید میزان

 دارویی مقاومت براساس

بیوفیلم در روش  نتایج حاصل از بررسی کمیّ تشکیل

 استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسجدایۀ  90در میکروتیتر پلیت 

نشان داده شده است.  2ی در نمودار کیوتیبیآنت مقاومتبراساس 

داری طور معنیی مقاوم بههاهیجداتوانایی تشکیل بیوفیلم در 

 (P < 0001/0بود )  ی حساسهاهیجدابیش از 

 

 
 ی جداشده از افراد سالمهاهیسوی کلینیکی و هاهیسودر  کیوتیبیآنتمقاوم به  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسی هاهیسودرصد فراوانی . 1نمودار 

 
 روش میکروتیتر پلیت براساس بیوفیلم تولید میزانبا  داروییحساسیت  و مقاومت. مقایسۀ 2نمودار 
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 گیرینتیجهو  بحث
 استافیلوکوکوسفاکتورهای که  نیترمهمیکی از 

را به یک پاتوژن مهم بیمارستانی تبدیل کرده است،  اپیدرمیدیس

توانایی این باکتری در اتصال به سطوح به مواد و تجهیزات 

ی هاهیسوآن، ایجاد بیوفیلم است. شناسایی  متعاقببیمارستانی و 

با استفاده از  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسایجادکنندۀ بیوفیلم 

در تولید  آنهای اتصالی هامسیمکانروشی مناسب و شناخت 

به فهم درست استفاده از تجهیزات پزشکی  تواندیمبیوفیلم 

مصنوعی و جلوگیری از افزایش مقاومت به داروها کمک کند. 

ی مختلفی فنوتیپی و مولکولی برای تشخیص هاروشتاکنون 

، هاروشاستفاده شده که در بین این  هایباکتربیوفیلم توسط 

MTP در  .(17)وش استاندارد طلایی معرفی شده است ر عنوانبه

ی هاروشاین مطالعه، توانایی تشکیل بیوفیلم با استفاده از 

با استفاده از  PCRو روش مولکولی  TM ،CRA ،MTPفنوتیپی 

ی بالینی و ناقلین بررسی شد. هانمونهدر  icaDو  icaAی هاژن

لم یک روش کیفی در شناسایی بیوفی عنوانبه CRAآزمون 

 90از  34ی تولیدکنندۀ بیوفیلم )هاهیجدادرصد از 78/38توانست 

ی حاصل از مطالعات هاافتهسویه( را شناسایی کند که مشابه ی

Arslan   و  (18)و همکارانSatorres بود که  (19) و همکاران

ۀ بیوفیلم را دهندلیتشکی هاهیسودرصد از  3/41و  5/38ترتیب به

بودن نییپایی از هاگزارشبل این مقادیر، شناسایی کردند. در مقا

ۀ بیوفیلم از سوی دکنندیتولی هایباکتردر ارزیابی  CRAتوانایی 

Kord  و  (20)و همکاران در ایرانMathur  آمده  دستبهدر هند

 .(9) اندنکردهاست که این روش را برای شناسایی بیوفیلم توصیه 

اختلاف در  علتبه تواندیمشده های اعلاماختلاف در نتایج گزارش

و  CRAمنشأ نمونه، ترکیبات و شرایط گرماگذاری متفاوت محیط 

علاوه بر  MTPتفاسیر مختلف از رنگ کلنی و محیط باشد. روش 

 تواندیم دهدیمرا تشخیص  هاهیجدااینکه توانایی تشکیل بیوفیلم 

ی کند. با ریگاندازهکمیّ  صورتبهمیزان تشکیل بیوفیلم را 

درصد( 79/67) هیجدا 61اده از این روش، در مطالعۀ حاضر استف

درصد( از نظر تشکیل 22/32جدایه ) 29بیوفیلم تشکیل دادند و 

بیوفیلم منفی بودند. نتایج حاصل از بررسی کمیّ تشکیل بیوفیلم 

درصد فاقد توانایی تشکیل بیوفیلم، 36ی بالینی هاهیجدادر 

درصد 34متوسط و  درصد بیوفیلم23درصد بیوفیلم ضعیف، 7

درصد 5/27ی ناقلین هانمونهرا نشان دادند. در  بیوفیلم قوی

درصد بیوفیلم 5/62درصد بیوفیلم ضعیف، 5/9بیوفیلم منفی، 

درصد بیوفیلم قوی را تشکیل دادند که مشابه 5متوسط و 

و همکاران بود. در این مطالعه  Khier-NTA Elی مطالعه هاافتهی

درصد 8/12انایی تشکیل بیوفیلم قوی، تو هاهیسودرصد از 8/30

سومین  .(21)درصد بیوفیلم ضعیف داشتند 7/7بیوفیلم متوسط، 

استافیلوکوکوس روش فنوتیپی که برای بررسی بیوفیلم ناشی از 
ی بود. این الولهدر این مطالعه استفاده شد، روش  اپیدرمیدیس

ه ( تشخیص دهد ک34/63جدایه ) 57روش توانست بیوفیلم را در 

درصد بیوفیلم 22درصد بیوفیلم قوی، 36ی کلینیکی هانمونهدر 

ی ناقلین هانمونهدرصد بیوفیلم منفی بود. در 42متوسط و 

درصد 30درصد بیوفیلم متوسط و 55درصد بیوفیلم قوی، 15

بیوفیلم منفی بود. طبق نتایج مطالعۀ ما و در مقایسه با نتایج 

قابلیت شناسایی نشان داد که این روش  CRAحاصل از روش 

و   Ruzickaبهتری دارد که موافق با نتایج حاصل از مطالعۀ

برای بررسی  MTP . اما این روش در مقایسه با(22)همکاران بود 

توسط  هاشیآزمادلیل تفاسیر مختلف از تولید بیوفیلم، به

مشاهدات افراد اختلاف و تشخیص بین انواع مختلف متوسط، 

از مطالعۀ  آمدهدستبهنتایج  براساس .ضعیف و منفی، دشوار است

روشی مناسب برای  تواندینم TMما و مطالعات گذشته، روش 

 .(10) ۀ بیوفیلم باشددکنندیتولی هاهیسوی گرغربال

 PCRدر این مطالعه، برای بررسی بیوفیلم از روش مولکولی 

استفاده شد. مشابه مطالعۀ  icaDو  icaAی هاژنبا استفاده از 

Gad ژن (23)مکاران و ه ،icaA  ی هاهیجداتوانست تمامی

در  icaDدرصد(. ژن 100ۀ بیوفیلم را شناسایی کند )دهندلیتشک

( شناسایی شد درصد24/85سویۀ تولیدکنندۀ بیوفیلم ) 61از  52

. در (20)و همکاران بود  Kordکه نتایج حاصله مطابق با مطالعۀ 

وانایی تشکیل مثبت ت icaDی هاهیسومطالعۀ حاضر، یکی از 

ۀ آن دهندنشانی فنوتیپی نداشت که این هاروشبیوفیلم را در 

 طوربه. ستین هاژناست که تولید بیوفیلم همیشه وابسته به این 

ی هاهیسوو همکاران یکی از   Oliveiraمشابهی در مطالعۀ

ۀ دکنندیتول MTPکواگولاز منفی که در روش  استافیلوکوکوک

 .(24) نبود icaی هاژناز  کدامچیه قوی بیوفیلم بود، حامل

ی خاص هاژنکه حضور برخی  اندکردهمطالعات مختلفی گزارش 

بیوفیلم  استافیلوکوکوکی هاهیسودر بعضی از  bhpو  aapمانند 

در مطالعۀ حاضر،  .(26 ،25)منفی در بروز این پدیده نقش دارد 

و  caAiی هاژنبودن یی وجود داشتند که با وجود مثبتهاهیسو

icaD  ی فنوتیپی نداشتند. هاروشتوانایی تشکیل بیوفیلم را در

 تواندیم هاهیسونشدن بیوفیلم در این یک دلیل برای تشکیل

تغییرات فنوتیپی  شدهانجامی هایبررسباشد. طبق  icaCنداشتن 

باشد که  icaی حذفی یا اضافی در اپرون هاجهش علتبه تواندیم

ی هاافتهطبق ی .(21) شودیم icaی هاژنشدن رفعالیغباعث 
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ی هاروشو فقدان تشکیل بیوفیلم در  icaAسازی ژن غیرفعال

ی هاروشی فنوتیپی و هاروش. مقایسۀ بین (27) استفنوتیپی 

برای تشخیص بیوفیلم  icaDو  icaAی هاژنمولکولی با استفاده از 

بهترین روش برای تشخیص  MTPدر مطالعۀ ما نشان داد که 

و استفادۀ  استبیوفیلم با بیشترین حساسیت و اختصاصیت 

 .شودیمی مولکولی توصیه هاروشآن با  زمانهم

جدایه  29، استافیلوکوکوس اپیدرمیدیسجدایۀ  90از بین 

ی هانمونه( از درصد55/33جدایه ) 32( و درصد22/32از ناقلین )

لینیکی توانایی تشکیل بیوفیلم را داشتند که با مطالعات گذشته ک

ۀ بالینی با منشأ چشم، خون و ادرار، نمون 50مطابقت دارد. از بین 

( دارای بیشترین توانایی در 2/76ی کشت خون با درصد )هانمونه

و همکاران در  Kozitskayaی هایبررستشکیل بیوفیلم بود. در 

که از بین  شد مشخص ،ساپیدرمیدی وساستافیلوکوک رویآلمان 

با  خون کشت از جداشده یهاهیسومورد مطالعه، ی بالینی هانمونه

را  بیوفیلم تولیددر  تواناییبیشترین ( درصد87بالاترین درصد )

. در (28) مطابقت داشتکه از این نظر با مطالعۀ ما  داشتند

ده از روش با استفا هاهیسوی کیوتیبیآنتمطالعۀ حاضر، مقاومت 

ی هاهیسودیسک دیفیوژن بررسی شد، میزان مقاومت دارویی در 

 ی ناقلین بیشتر بود که از این نظر با مطالعۀ هاهیسوبالینی از 

Kozitskaya  همچنین بررسی (28)و همکاران مطابقت دارد .

ی هاهیسوتولید بیوفیلم براساس مقاومت دارویی نشان داد که 

 وانایی بیشتری در تولید بیوفیلم دارند. ت کیوتیبیآنتمقاوم به 

ی هاروشی فنوتیپی و هاروشمطالعۀ حاضر با مقایسه بین 

برای تشخیص بیوفیلم  icaDو  icaAی هاژنمولکولی با استفاده از 

روش مناسبی برای تشخیص بیوفیلم با  MTPنشان داد که 

زمان آن با بیشترین حساسیت و اختصاصیت است و استفادۀ هم

 .شودیمی مولکولی توصیه هاشرو

 سپاسگزاری
همکاری دانشگاه آزاد اسلامی،  نویسندگان این مقاله از
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