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 مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل

 79-13 ، صفحه3179 خرداد، 6شمارة  بیستم،دوره 

بالینی  های( مرتبط با تشکیل بیوفیلم و اسلایم در ایزولهicaسلولی )های چسبندگی بینژن

 mecAحامل ژن  اورئوس استافیلوکوکوس

 
 7و1(MSc، احسان نجاری )4و3(PhD) مرتضی صاکی ، 7و1 (PhD، عبدالله اردبیلی )*7و1(PhDستاد )، سجاد یزدان3(MScندا یوسفی نوجوکامبری )

 

 

 های عفونی و گرمسیری، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایرانحقیقات بیماریمرکز ت -3

  مرکز تحقیقات علوم آزمایشگاهی، دانشگاه علوم پزشکی گلستان، گرگان، ایران -7

 شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی گلستان، گرگان، ایرانگروه میکروب -1

 کده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز، اهواز، ایرانگروه میکروب شناسی، دانش -4

 ، دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز، اهواز، ایرانکمیته تحقیقات دانشجویی-3

 

 33/3/79، پذیرش: 73/9/76، اصلاح: 3/4/76 دریافت:

 خلاصه
ها با سویهاین ترین مشکلات بهداشتی و تهدید کنندة سلامت در سراسر دنیا است. یکی از مهم ینسیلمقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای شیوع سویه سابقه و هدف:

و تشکیل بیوفیلم و اسلایم در  icaDو  icaAهای بررسی حضور ژنبمنظور توانایی تشکیل بیوفیلم و اسلایم، قابلیت کلونیزاسیون و انتقال بیشتری را دارند. مطالعۀ حاضر 

 انجام گرفت. mecAسیلین حامل ژن مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسینی  های بالایزوله

ها به های بالینی بیماران جداسازی شد. آزمون تعیین حساسیت باکتریاز نمونه اورئوس استافیلوکوکوسباکتری مشکوک به  53در این مطالعه، مقطعی تعداد  ها:مواد و روش

سیلین، سیپروفلوکسازین، افلوکسازین و ونکومایسین بر اساس روش دیسک دیفیوژن آگار انجام گرفت. تشکیل بیوفیلم و ایسین، اگزاسیلین، جنتامهای پنیبیوتیکآنتی

با  mecAو   icaA ،icaDهایاسترنی و کشت در محیط کنگو رد آگار انجام شد. حضور ژنلیپها با روش کشت بافتی بر روی پلیت میکروتیتر اسلایم توسط باکتری

 بررسی شد. Multiplex PCRروش 

 مقاوم به  استافیلوکوکوس اورئوسهای درصد ایزوله 311سیلین مقاوم بودند. ، به متیدرصد( 74/37) استافیلوکوکوس اورئوسایزولۀ  53از ایزوله  43تعداد  ها:یافته

های تولید کنندة اسلایم، خاصیت هیدروفوبیسیتی تشکیل دهندة بیوفیلم قوی و همۀ ایزولههای درصد ایزوله 33/33نایی تشکیل بیوفیلم و اسلایم را داشتند. اسیلین تومتی

 های تولید کنندة بیوفیلم و اسلایم دیده شد.نیز در همۀ ایزوله mecAو   icaA ،icaDقوی داشتند. حضور هر سه ژن

سلولی، اتصال محکم و قابلیت ساکاریدی بینوانایی چسبندگی پلیسیلین با تمقاوم به متیوس اورئ استافیلوکوکوسهای مطالعۀ نشان داد که همۀ ایزولهنتایج  گیری:نتیجه

 بودند. icaDو  icaAهای تشکیل بیوفیلم و اسلایم قوی، حاوی ژن

  .icaA ،icaD، بیوفیلم، اسلایم، استافیلوکوکوس اورئوس: واژه های کلیدی

 

                                                           
 باشدمیگلستان علوم پزشکی دانشگاه  7433717343طرح تحقیقاتی به شماره  این مقاله حاصل. 
 دکتر سجاد یزدان ستادمسئول مقاله:  *

 E-mail: sajjad.yazdansetad@gmail.com                            139-17437633 تلفن: .شناسیگرگان، دانشگاه علوم پزشکی گلستان، دانشکده پزشکی، گروه میکروب: آدرس

 مقدمه 
 Methicillin Resistantسیلین )مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوس

Staphylococcus aureus) های بیمارستانی در ترین عوامل عفونتاز مهم

سراسر دنیا است. این ارگانیسم با کلونیزاسیون در بیماران بستری در بیمارستان و 

در مواردی همچون دیالیز، جراحی، استفاده از کاتتر، سوند، و اعضای مصنوعی 

 اورئوس استافیلوکوکوسهای حیات است. امروزه با ظهور سویه عامل تهدیدکنندة

های ناشی از آن به چالشی بزرگ ، درمان عفونتبیوتیکمقاوم به چندین آنتی

سیلین مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای (. همۀ سویه3تبدیل شده است )

یز هستند. سا mecAکد کنندة ژن  SCCmecحامل کاست کروموزومی بزرگ 

 Kb61-73 است. این ژن در یک ناحیه  mecA ، Kb7تقریبی ژن 

 های واقع است که آلل مشابه این ناحیه در سویه mecکروموزومی بنام ناحیه 

 

های متصل شونده به حامل بخش mecسیلین وجود ندارد. ناحیه حساس به متی

است که برای کسب  IS257های ها و حداقل یکی از توالیترانسپوزون

 mecبیوتیک مورد نیاز است. ساختار و عملکرد ناحیه پلاسمیدهای مقاوم به آنتی

دهد که یک ترانسپوزون غیرعادی با لوکوس مخصوص به خود است. نشان می

سیلین و مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای در سویه mecAتوالی ژن 

(. 3و7فظ شده است )سیلین به خوبی حهای کواگولاز منفی مقاوم به متیسویه

معرفی شد. یک  3761سیلین نیمه صناعی است که در سال سیلین اولین پنیمتی

سیلین به سرعت ظاهر شدند. مکانیسم های مقاوم به متیسال بعد از آن گونه

 ای درو جهش نقطه mecAمقاومت به دلیل افزایش رونویسی از روی ژن 

سیلین، مقاوم به متی اورئوس ساستافیلوکوکو هایژن است. سویه پروموتور
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 همکارانندا یوسفی نوجوکامبری  ؛ و...مرتبط با تشکیل بیوفیلم (ica)سلولی های چسبندگی بینژن

 

کنند. را تولید می PBP2aسیلین بنام پروتئین جدید متصل شونده به پنی

PBP2a های بیوتیکسیلین و سایر آنتیتمایل کمی برای اتصال به متی

بتالاکتام دارد. با این حال سنتز پپتیدوگلیگان دیوارة سلولی باکتری با وجود این 

 3771(. در سال 7کند )نشده و ادامه پیدا میها متوقف بیوتیکآنتی

Boudewijn سیلین حتی با غلظت پائین به محیط ثابت کرد که افزودن متی

سیلین سبب سنتز پپتیدوگلیکان مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسکشت 

(. از مهمترین 1باشد )می PBP2aگردد که محصول غیرطبیعی موروپپتید می

و مقاومت چند دارویی باکتری، تشکیل بیوفیلم است. باکتری با  زاییعوامل بیماری

کپسولی  (Polysaccharide/adhesinهای پلی ساکاریدی )تولید ادهسین

 Polysaccharideساکارید درون سلولی )به سطوح متصل و با ادهسین پلی

intercellular adhesinسوکسینیل گلوکز آمین باعث ( و نیز سنتز پلی

گردد. این مراحل تحت کنترل اپرون های بیوفیلم میدن لایهتر شضخیم

icaADBC های و بویژه ژنicaA  وicaD  است. ژنicaA  کد کنندة آنزیم

N- استیل گلوکز آمینیل ترانسفراز است که در سنتز الیگومرهایN- استیل گلوکز

نقش مهمی در  icaDاستیل گلوکز آمین نقش دارد. ژن -UDP-Nآمین از 

استیل گلوکز آمینیل ترانسفراز دارد که منجر به افزایش -Nبیان آنزیم  افزایش

 (. 4و3گردد )ساکارید کپسول میبیان پلی

( سطح باکتری در تسهیل تشکیل بیوفیلم Hydrophobicityگریزی )آب

گریزی سطح (. ماهیت آب6زای دیگر مطرح است )به عنوان یک فاکتور بیماری

یر اختصاصی آن به سطوح پلاستیکی، اتصال به خارجی باکتری در اتصال غ

های ها بر روی لایههای پستانداران و نیز در رشد سلولها و دیگر سلولفاگوسیت

( Slime(. تشکیل اسلایم )9ها اهمیت دارد )نامحلول آبگریز مثل هیدروکربن

کز توسط باکتری نیز از دیگر عوامل بیماریزا است. اسلایم متشکل از واحدهای گلو

ساکارید خارج سلولی است. این پلی β [1-6] آمینیل گلیکان با پیوند گلیکوزیدی

همچون ماتریکس سیمانی نقش مهمی را در اتصال باکتری به سطوح و تسهیل 

تشکیل بیوفیلم دارد. مطالعات نشان داده است که سنتز اسلایم نیز تحت کنترل 

 را در پاتوژنز باکتری ایفامهمی  نقش icaاست. بنابراین، لوکوس  icaاپرون 

با توانایی تشکیل بیوفیلم و  اورئوس استافیلوکوکوسهای (. سویه7و5کند )می

 (.7اسلایم، قابلیت کلونیزاسیون، شیوع و انتقال بیشتری را دارند )

های مولکولی های جدید در کنترل عفونت نیازمند مطالعۀ مکانیسماستراتژی

اریزایی ارگانیسم است. مطالعۀ حاضر با هدف های دخیل در بیمو همبستگی ژن

مرتبط با تشکیل بیوفیلم و اسلایم در  icaDو  icaAهای بررسی حضور ژن

 mecAسیلین حامل ژن مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای بالینی ایزوله

 انجام گرفت.

 
 

 هامواد و روش
 توه اخولاد دانشوگاهپس از تصوویب در کمی این مطالعه مقطعی: آوری نمونهجمع

تعوداد بور روی  Ir.GOUMS.Rec.1394.172علوم پزشکی گلستان با کد 

بوالینی: خوون،  هوایاز نمونه که استافیلوکوکوس اورئوسباکتری مشکوک به  53

هوای جراحوی بیمواران بسوتری در های پوستی و زخمخلط، آبسه، زخم بستر، زخم

توا  3174زی و طالقانی گرگان از بهمن ماه آذر، شهید صیاد شیرا 3های بیمارستان

  .، انجام شدجداسازی گردید 3173اردیبهشت ماه 

ابتدا روی  استافیلوکوکوس اورئوسهای بالینی ایزوله: سازی باکتریکشت و خالص

محیط کشت مولر هینتون آگار و سپس روی محیط انتخابی بلاد آگوار کشوت داده 

کروسکوپی، میکروسکوپی و واکنش گرم بررسی های باکتری از نظر ماشدند. کلنی

های متداول بیوشویمیایی از قبیول کاتوالاز، ها با استفاده از آزمونشد. هویت ایزوله

 تایید گردید. DNaseکوآگولاز، تخمیر قند مانیتول و آزمون 

بیوتیک با استفاده ها به آنتیتعیین حساسیت باکتری: بیوتیکیآزمون حساسیت آنتی

اصولاح شوده بور اسواس  Kirby & Bauerدیسوک دیفیووژن آگوار  از روش

 CLSI  (Clinical and Laboratory Standardsهووایرهنمووود

Institute.از باکتری توازه کشوت داده شوده در محویط تریپتیوک  ( انجام گرفت

فارلنود ( سوسپانسیون معوادل اسوتاندارد نویم موکBiolife, Italyسوی براث )

( تهیوه شود. سوسپانسویون 3و اسوید سوولفوریک   393/3)کلرید باریم دو آبوه  

( بصورت متوراکم کشوت Biolife, Italyباکتری روی محیط مولرهینتون آگار )

(، µg31سویلین )( شامل پنیMAST, UKبیوتیکی )های آنتیدیسک داده شد.

(، افلوکسوازین µg 3(، سیپروفلوکسازین )Mg3سیلین )(، اگزاµg31جنتامایسین )

(µg 3و ) ( ونکومایسینµg 11در محیط کشت باکتری ) هوا و بوا رعایوت اصوول

 استاندارد قرار داده شد.

به عنوان نمونۀ کنترل اسوتفاده  ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوس

ساعت گرماگذاری شد. پوس از  74گراد به مدت درجۀ سانتی 19ها در گردید. پلیت

گیوری و بوا کش مخصوص انودازهها با خطساعت، قطر هالۀ عدم رشد باکتری 74

بیووتیکی و هوای آنتویجدول استاندارد تدوین شده توسط شرکت سوازندة دیسوک

جهت تعیین حداقل غلظوت مهواری  بررسی گردید. CLSIمطابق با استاندارهای 

(Minimum Inhibitory Concentration)  هوای از اسوتریE-test 

ورالعمل شوورکت سووازنده ( بوور اسوواس دسووتLiofilchem, Italyاگزاسوویلین )

هوایی را گراد، سوویهدرجۀ سانتی 19ساعت گرماگذاری در  74استفاده شد. پس از 

لیتور بوود بوه میکروگرم بر میلوی 7که حداقل غلظت مهاری آنها برابر و یا کمتر از 

ها با حداقل غلظت مهواری برابور و سیلین و سویههای حساس به متیعنوان سویه

سویلین در های مقاوم بوه متویلیتر به عنوان سویهوگرم بر میلیمیکر 4یا بیشتر از 

 (.31نظر گرفته شد )

هوا بوا روش پلیوت توانایی تشکیل بیوفیلم توسط باکتری: بررسی تشکیل بیوفیلم

اسوترنی لویپ( بر روی پلیت میکروتیتر Tissue Culture Plateکشت بافتی )

هوا بوه محویط کشوت تریپتیوک ای بررسی شد. برای این منظور، باکتریخانه 76

 74گراد بوه مودت درجۀ سانتی 19درصد گلوگز تلقیح و در  3سوی براث به همراه 

تهیوه و مقودار  3:311هوا رقوت گذاری گردید. از سوسپانسیون باکتریساعت گرما

های پلیوت میکروتیتور بارگوذاری گردیود. یکوی از میکرولیتر از آن در چاهک 711

میکرولیتور از محویط کشوت  711ل در نظر گرفته شد و با ها به عنوان کنترچاهک

درجوۀ  19استریل تریپتیک سووی بوراث بارگوذاری گردیود. پلیوت میکروتیتور در 

 های پلیوت خوالیساعت گرماگذاری گردید. سپس، چاهک 74گراد به مدت سانتی

مرتبه با سرم فیزیولوژی استریل شستشو داده شد. برای اطمینان از حوذف  1شد و 

ها، پلیت میکروتیتر چندین بوار های ناخواسته و غیر متصل به چاهکمل باکتریکا

میکرولیتور اتوانول  711ها، به شدت تکان داده شد. به منظور تثبیت اتصال باکتری

های پلیت تخلیه و در دقیقه، چاهک 33ها اضافه گردید. بعد از درجه به چاهک 76

 7ویولوه میکرولیتور کریسوتال 711 هوا بوا دمای آزمایشگاه خشک گردید. چاهک

 شووها با آب مقطر بوه آراموی شستآمیزی شد. چاهکدقیقه رنگ 3درصد به مدت 
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 19درصود بارگوذاری و در  11میکرولیتر از حلال اسید اسوتیک  711داده شد و با 

هوای گذاری گردید. جذب نووری چاهوکدقیقه گرما 33گراد به مدت درجۀ سانتی

نوووانومتر توسوووط دسوووتگاه الایوووزا  477ویولوووه در رنوووگ شوووده بوووا کریسوووتال

(HumaReader HS, Germany( قرائوت شود )بررسوی کموی تولیود 4 .)

انجوام  3ها با استفاده از فرمول قراردادی و مطابق با جودول بیوفیلم توسط باکتری

 (.33گرفت )

 

ها بر اساس جذب نوری گرفته شده محاسبه تولید بیوفیلم توسط باکتری. 3جدول 

 نانومتر 477ر د

Negative Weak Moderate Strong Formula 

< 311/1  311/1 – 377/1  711/1 – 777/1  ≥ 111/1  
BF*=AB**-

CW*** 

* Biofilm Formation; ** Stained attached Bacteria; *** Stained 

Control Wells 

 

تصال به منظور بررسی توانایی ا:  هابررسی تولید اسلایم و هیدروفوبیسیتی باکتری

مطابق با روش استاندارد صوورت  های باکتری به سطح، آزمون تولید اسلایمایزوله

اسوتافیلوکوکوس های باکتری و سوویۀ اسوتاندارد گرفت. برای این منظور، از ایزوله

محویط های بواکتری در ( کشت تازه تهیه شد. کلنیATCC 25923) اورئوس

و  (Congo Red) کنگوو رد به هموراه رنوگ( BHIبرین هارت اینفیوژن آگار )

گوراد درجوۀ سوانتی 19سواعت در  74درصد ساکارز کشت داده شد و به مدت  31

سواعت  97ها به مودت گرماگذاری گردید. سپس، جهت تکمیل تولید اسلایم پلیت

   (.4و3در دمای آزمایشگاه قرار داده شد )

ها کتریها از روش اتصال باباکتری تعیین هیدروفوبیسیتی سطح سلولبرای 

( به Microbial Adhesion to Hydrocarbonبه هیدروکربن اکتان )

بافر ها در های باکتریاستفاده شد. رسوب سلول عنوان یک سطح قابل اتصال

حل و از آن سوسپانیسون با کدورت  pH 7.2( با PBS 0.01 Mفسفات )

 641ج استاندارد نیم مک فارلند تهیه شد. جذب نوری سوسپانسیون در طول مو

( ثبت گردید. در Aنانومتر مورد سنجش قرار گرفت و به عنوان جذب نوری اولیه )

مرحلۀ بعد، هیدروکربن اکتان به سوسپانسیون اضافه و بخوبی مخلوط گردید. 

سازی و جذب نوری دقیقه ساکن 31آلی، نمونه به مدت -جهت تفکیک فاز آبی

و به عنوان جذب نوری ثانویه  نانومتر قرائت 641طول موج فاز آبی در طول موج 

(Bثبت گردید. نهایتاً، درصد هیدروفوبیسیتی و میزان اتصال سلول ) های باکتری

 (.9و37به هیدروکربن اکتان با فرمول زیر محاسبه گردید )

 

 هیدروفوبیسیتی                   

A:  640جذب نوری اولیه در طول موج nm ،B: در طول  جذب نوری ثانویه

 nm 640موج 

 

( و Kadoکادو ) ها بر اساس روشباکتری DNA: هاباکتری DNAاستخراج 

کلروفرم استخراج شد. بوه -و با استفاده از محلول فنلبا اندکی تغییرات  (Liuلیو )

-و سودیم اسوتات-میکرولیتور بوافر توریس 331هوا مقودار رسوب سلولی باکتری

EDTA (Tris-Acetate 40mM , Sodium EDTA 2mM , pH 

 pH)میکرولیتر بوافر لیزکننوده 711و  mg/ml 71میکرولیتر لیزوزیم  1( و 7.9

12.6 ،SDS 3% ،50mM Tris) های لیز شوده اضافه گردید. سپس باکتری

گیری شدند. با افزودن ایزوپروپانول، کلروفرم عصاره-میکرولیتر محلول فنل 711با 

DNA ل، از فاز آبی رسوب داده شد و پس از شستشو بوا اتانوDNA  ژنوومی در

 (.31میکرولیتر آب مقطر حل گردید) 31

پرایمرهای اختصاصی برای : mecA ،icaA ،icaDهای شناسایی مولکولی ژن

  PCR(. واکونش7طراحی شود )جودول  mecAو   icaA ،icaDقطعات ژنی

 31میکرولیتر شامل:  73با حجم نهایی  mecA ،icaA ،icaDهای ژنچندگانه 

( و Fمیکرومولار از هور پرایمور فووروارد ) 4/1الگو،  DNA یترمیکرول برنانوگرم 

میکرولیتور  2MgCl ،3/7میکرومولار  dNTP  ،7میکرومولار 7/1(، Rریورس )

 Taq DNA Polymerase  (GENETواحوود آنووزیم  3و  10Xبووافر 

BIO, Korea ) انجووام گردیوود. واکوونشPCR سووایکلر در دسووتگاه ترمووال

(Thermal Cycler PeQLab Primus 25-United Kingdom) 

گراد و در ادامه درجه سانتی 74دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در  4با شرایط دمایی 

 ثانیه، اتصوال 43گراد به مدت درجه سانتی 74چرخه شامل واسرشت شدن در  13

گوراد بوه درجه سانتی 97ثانیه، طویل شدن در  11گراد به مدت درجه سانتی 43در 

 9گراد بوه مودت درجه سانتی 97در نهایت طویل شدن نهایی در ثانیه و  61مدت 

دقیقوه  41درصد و بمدت  3محصولات واکنش روی ژل آگارز دقیقه انجام گرفت. 

 (. 34ولت الکتروفورز شد ) 51در 

دسوت آموده از های بهدادهو  ش با سه بار تکرار انجام پذیرفتهآزمای: تحلیل آماری

کوای اسوکوئر  و بوا اسوتفاده از آزموون 77نسخه  SPSSافزار آماری نتایج با نرم

 دار در نظر گرفته شد.معنی >13/1pتجزیه و تحلیل شدند و 

 

 مشخصات پرایمرهای اختصاصی قطعات ژنی. 7جدول 

 توالی الیگونوکلئوتید قطعه ژنی
محصول  زسای

(bp) 
 منبع

icaA 
F: 5’-CCTAACTAACGAAAGGTAG-3’ 

R: 5’-AAGATATAGCGATAA GTGC-3’ 
3133 33 

icaD 
F: 5’-AAACGTAAGAGAGGTGG-3’ 

R: 5’-GGCAATATGATCAAG ATAC-3’ 
153 33 

mecA 
F: 5’-TGGCTATCGTGTCACAATCG-3’ 

R: 5’-CTGGAACTTGTTGAGCAGAG-3’ 
311 36 

 

  هایافته
های مطالعۀ میکروسکوپی ایزوله های بیوشیمیایی:مشاهده میکروسکوپی و آزمون

 های گرم مثبت با آرایش آمیزی گرم وجود کوکسیباکتری با روش رنگ 

 DNaseهای کلیدی کاتالاز، کواگولاز و های نامنظم را تایید کرد. آزمونخوشه

ها با تغییر رنگ محیط ها مثبت گردید. مصرف مانیتول نیز توسط ایزولهبرای ایزوله

 از قرمز به زرد تایید شد.

 53از زوله مقاوم به اگزاسیلین ای 43تعداد : بیوتیکیآزمون حساسیت آنتی

 53از  33( نیمه حساس به اگزاسیلین و 43/77ایزوله )  53از  73(، 74/37) 

( مقاوم به 74/ 33ایزوله ) 53از  51( حساس به اگزاسیلین؛ تعداد 39/ 63ایزوله )

ایزوله  53از  3سیلین و ( ایزوله نیمه حساس به پنی 1) 53از  1سیلین، پنی

100)( 



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 همکارانندا یوسفی نوجوکامبری  ؛ و...مرتبط با تشکیل بیوفیلم (ica)سلولی های چسبندگی بینژن

 

( مقاوم به 74/17ایزوله )  53از  75سیلین؛ تعداد س به پنی( حسا57/3) 

 53از  31( نیمه حساس به افلوکسازین و 4/ 91ایزوله ) 53از  4افلوکسازین، 

( مقاوم 74/ 91ایزوله ) 53از  73( ایزوله حساس به افلوکسازین؛ تعداد 67/ 13)

پروفلوکسازین و ( نیمه حساس به سی31/ 6ایزوله ) 53از  7به سیپروفلوکسازین، 

ایزوله  53از  37( حساس به سیپروفلوکسازین؛ تعداد 64/ 91ایزوله ) 53از  33

( نیمه حساس به 9/ 16ایزوله ) 53از  6( مقاوم به جنتامایسین، 77/ 13)

 53از  3( حساس به جنتامایسین؛ تعداد 91/ 35ایزوله ) 53از  61جنتامایسین و 

( نیمه حساس به 3/ 35ایزوله ) 53از  3ین، ( مقاوم به ونکومایس3/ 39ایزوله )

( حساس به ونکومایسین گزارش شد 79/ 64ایزوله ) 53از  51ونکومایسین و 

بیوتیک اگزاسیلین نیز تعداد (. در بررسی حداقل غلظت مهاری برای آنتی3)نمودار 

 ( مقاومت نشان دادند.37/ 74ایزوله ) 53از  43

های توانایی اتصال ایزوله: وتیتر پلیتبررسی تشکیل بیوفیلم با روش میکر

استیرن و تشکیل سیلین به سطح پلیمقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوس

( در OD(. جذب نوری )3بیوفیلم با روش میکروتیتر پلیت بررسی گردید )شکل 

 1/11ها اتصال قوی و  باکتری 6/66نانومتر نشان داد که   477طول موج 

استیرن برقرار کردند و در واقع تاً قوی )متوسط( به سطح پلیها اتصال نسبباکتری

ها توانایی تشکیل بیوفیلم را داشتند. نتایج حاصل از این بررسی نشان همۀ ایزوله

استیرن ها به سطح پلیداری در اتصال باکتریی داد که به لحاظ آماری تفاوت معن

 (. >13/1pو تشکیل بیوفیلم وجود نداشت )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 استافیلوکوکوسهای بیوتیکی ایزولهمقاومت آنتی-درصد توزیع حساسیت .3نمودار 

)آزمایش با سه بار تکرار انجام پذیرفته و نوارهای خطا بر اساس خطای نسبی در نظر گرفته . اورئوس

 شده است.(

 

 

 

 

 

 

استیرن در پلیت ها در سطح پلیبیوفیلم تشکیل شده توسط باکتری. 3شکل

)چاهک با رنگ آبی پررنگ: بیوفیلم قوی، چاهک با رنگ آبی معمولی: میکروتیتر 

 بیوفیلم متوسط و چاهک با رنگ سفید متمایل به آبی: بیوفیلم ضعیف(

 اورئوس استافیلوکوکوسهای همۀ ایزوله: تولید اسلایم در محیط کنگو رد آگار

با ایجاد  سیلین که در محیط کنگو رد آگار کشت داده شده بودند،مقاوم به متی

ای و تغییر رنگ محیط های خشن، خشک و با رنگ سیاه، خاکستری و قهوهکلنی

(. تولید 7ای متمایل به سیاه قادر به تولید اسلایم بودند )شکل از صورتی به قهوه

-های باکتری بررسی شد. باکتریساعت از کشت ایزوله 97و  45، 74اسلایم در 

ها با جاد کرده بودند اسلایم قوی، باکتریهای سیاه در محیط ایهایی که کلنی

ای اسلایم های قهوهها با کلنیهای خاکستری اسلایم متوسط و باکتریکلنی

 (.7ضعیف داشتند )نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

رد آگار )سمت راست(،  ها در محیط کنگوعدم تولید اسلایم توسط ایزوله. 7 شکل

 پ(چها در محیط کنگو رد آگار )سمت تولید اسلایم توسط ایزوله

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های سیاه، خاکستری، ها با ایجاد کلنیدرصد تولید اسلایم توسط ایزوله. 7نمودار 

)آزمایش با سه بار تکرار . ساعت 97و  45، 74ای در محیط کنگورد آگار بعد از قهوه

 نوارهای خطا بر اساس خطای نسبی در نظر گرفته شده است.( انجام پذیرفته و

 

با بررسی هیدروفوبیسیتی : بررسی هیدروفوبیسیتی و ارتباط آن با بیوفیلم و اسلایم

درصد  61های باکتری به هیدروکربن اکتان مشخص شد که و اتصال سلول

فوبیسیتی سیلین خاصیت هیدرومقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای ایزوله

درصد خاصیت  77/77درصد خاصیت هیدروفوبیسیتی متوسط و  99/39قوی، 

هیدروفوبیسیتی ضعیف داشتند. بررسی ارتباط هیدروفوبیسیتی و بیوفیلم نشان داد 

هایی که بیوفیلم قوی تشکیل داده بودند، دارای خاصیت درصد باکتری 33/33که 

هیدروفوبیسیتی و اسلایم نشان داد هیدروفوبیسیتی قوی نیز بودند. بررسی ارتباط 

هایی را که توانایی بالایی در تولید اسلایم داشتند، خاصیت که تمامی باکتری

هیدروفوبیسیتی قوی نیز داشتند. بررسی ارتباط بیوفیلم و اسلایم نیز نشان داد که 

 تشکیل بیوفیلم با اسلایم رابطۀ مستقیم دارد. 
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: PCR Multiplexبا روش  mecA ،icaA ،icaDهای شناسایی ژن

نشان دهندة وجود این سه ژن  icaDو  icaA ،mecAهای ژن تکثیر چندگانۀ

سیلین با توانایی مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای بالینی در ایزوله

 (.1تشکیل بیوفیلم و اسلایم بود )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(، O, Gene Ruller 1kb plus-Fermentas: سایز مارکر )M: ستون 1شکل 

( و 533 bp) icaA (1313 bp ،)mecAهای ژن : تکثیر چندگانۀ3-5های ستون

icaD (381 bpایزوله ) اورئوس استافیلوکوکوسهای منتخب 

 

  گیریبحث و نتیجه
سویلین مقواوم بوه متوی اسوتافیلوکوکوس اورئووسدر مطالعۀ حاضر فراوانوی 

گرفته در مناطق متعدد دنیوا و  درصد گزارش شد. بر اساس مطالعات انجام 74/37

سیلین مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسجوامع مورد مطالعه، بیشترین فراوانی 

-31درصد و فراوانی متوسط آن بوا نورخ  31در آمریکا، آسیا و جزیرة مالت با نرخ 

 درصد در آفریقا، چین و اروپا گزارش شده است.  73

اسوتافیلوکوکوس  احی اروپوا فراوانویاین در حالی اسوت کوه در برخوی از نوو

(. در بررسووی 39درصوود اسووت ) 31سوویلین کمتوور از مقوواوم بووه متووی اورئوووس

-در سوویه mecAو همکاران در مورد فراوانوی ژن  Askariاپیدمیولوژیکی که 

سیلین در شهرهای اهوواز، فلاورجوان، مقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای 

کاشوان، مشوهد، سونندج، شوهرکرد، شویراز، تبریوز،  فسا، گرگان، همدان، اصفهان،

 mecAها حاوی ژن درصد سویه 9/37تهران و تنکابن انجام دادند، بطور متوسط 

سویلین از مقاوم به متوی اورئوس استافیلوکوکوسبودند. بطوریکه بیشترین فراوانی 

درصود گوزارش  45/71درصد و کمتورین فراوانوی آن از اصوفهان بوا  71تهران با 

 (.35گردید )

 مقواوم بوه  اسوتافیلوکوکوس اورئووسبیووتیکی یکی از علول مقاوموت آنتوی

سیلین و عدم پاسخ ارگانیسم به درمان، تشکیل بیوفیلم است. تشکیل بیووفیلم متی

هوای (. گوزارش4گوردد )توسط باکتری سبب پایداری و مزمن شدن عفونوت موی

مقاوم  اورئوس تافیلوکوکوساسهای در سویه icaهای متعددی مبنی بر شیوع ژن

از  icaDو  icaAهوای (. ژن37سیلین در کشورهای مختلف وجوود دارد )به متی

های درگیر در تشکیل بیوفیلم و تشدید عفونت توسط بواکتری اسوت مهمترین ژن

 mecAسویلین حواوی ژن ایزولۀ مقاوم به متوی 43(. در مطالعۀ حاضر تعداد 4و6)

ها تاییود شود کوه درصد ایزوله 311کیل بیوفیلم توسط انتخاب گردید و توانایی تش

هوای ( بطور قوی توانوایی تشوکیل بیووفیلم را داشوتند. ژن 6/66ها )اغلب ایزوله

icaA  وicaD مقواوم بووه  اورئووس اسوتافیلوکوکوسهووای نیوز در هموۀ ایزولوه 

و همکواران فراوانوی ژن  Ohadian Moghadam سیلین حضور داشتند.متی

mecA سویلین را کوه از مقواوم بوه متوی اورئووس استافیلوکوکوسهای زولهدر ای

بیماران بستری در بخش سوختگی بیمارستان مطهری تهوران جودا کورده بودنود، 

ها در مطالعوۀ آنهوا توانوایی تولیود درصد ایزوله 3/79درصد گزارش کردند.  34/63

مقواوم بوه  ورئووسا استافیلوکوکوسهای اسلایم و بیوفیلم را داشتند و همۀ ایزوله

 icaAها با توانایی تشکیل بیوفیلم، حاوی هور دو ژن سیلین و نیز همۀ ایزولهمتی

درصود  311(. مطالعۀ ما با مطالعۀ اخیور مطابقوت داشوت کوه 71بودند ) icaDو 

نایی تولید اسیلین در مطالعۀ ما تومقاوم به متی اورئوس استافیلوکوکوسهای ایزوله

و  Ohadian Moghadamداشووتند. بنووا بووه گووزارش اسوولایم و بیوووفیلم را 

برای چسبندگی پلی ساکاریدی بین سولولی و  icaDو  icaAهای همکاران، ژن

 (.71اتصال باکتری و تشکیل بیوفیلم لازم هستند )

Sanchez
 اسوتافیلوکوکوس هوایسوویهو همکاران نیز گزارش کردند کوه  

بیوتیوک، معموولا بیووفیلم آنتوی سیلین با مقاومت به چندینمقاوم به متی اورئوس

بررسوی ارتبواط هیدروفوبیسویتی و بیووفیلم در  (.37دهند )تری را تشکیل میقوی

کوه  اورئووس اسوتافیلوکوکوسهوای درصود سوویه 33/33مطالعۀ ما نشان داد که 

و  Mafuبیوفیلم قوی برقورار کورده بودنود، هیدروفوبیسویتی قووی نیوز داشوتند. 

خاصویت هیدروفوبیسویتی  اورئووس اسوتافیلوکوکوسهمکاران گزارش دادنود کوه 

و همکواران نیوز نشوان  Pagedar(. 73استیرن دارد )متوسط برای اتصال به پلی

بطور مستقیم با آبگریوزی سولول در ارتبواط  دادند که چسبندگی باکتری به سطوح

 (.77است و هر چه سلول آبگریزتر باشد چسبندگی به سطح نیز بیشتر خواهد بوود )

سیلین در مطالعوۀ موا تولیود مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای تمام سویه

 کنندة اسلایم بودند. بررسی ارتباط هیدروفوبیسویتی و اسولایم نیوز در مطالعوۀ موا

هایی که هیدروفوبیسیتی قووی داشوتند، اسولایم بیشوتری را نشان داد که باکتری

و همکاران نیز بوا اسوتفاده از روش کنگوو رد آگوار،  Oliveriaتولید کرده بودند. 

سویلین را مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای میزان تولید اسلایم در سویه

تولیود کننودة  فیلوکوکوس اورئووساسوتاهای درصد گزارش کردند. همۀ سویه 91

(. براسواس 71بودنود ) icaDو  icaAاسلایم در مطالعۀ آنها حامول هور دو ژن 

تولید اسلایم ممکن است باعوث مقاوموت  همکارانو  Türkyilmazهای یافته

و همکاران  Ciftci(. 74بیوتیک شود )به آنتی استافیلوکوکوس اورئوسهای سویه

-مقواوم بوه متوی استافیلوکوکوس اورئوسهای روی ایزولهای که بر نیز در مطالعه

بیووتیکی سیلین انجام دادند، به نتایج مشابهی دست یافتند و افزایش مقاومت آنتی

(. 7را ناشووی از تولیوود اسوولایم دانسووتند ) اورئوووس اسووتافیلوکوکوسهووای در سووویه

Satorres فیلوکوکوساسوتاهای نیز تولید اسلایم و بیوفیلم در سویه همکاران و 

ها را از نظور وجوود هور درصد این سویه 7/13را مورد بررسی قرار دادند و  اورئوس

(. در بررسووی ارتبوواط تشووکیل 73مثبووت ارزیووابی کردنوود ) icaDو  icaAدو ژن 

بیوفیلم و تولید اسلایم در مطالعۀ ما مشخص شود کوه بوین ایون دو موورد رابطوۀ 

هوا بوا توانوایی در هموه ایزولوه icaDو  icaAهوای مستقیمی وجوود دارد و ژن

تشکیل توام بیوفیلم و اسلایم وجود داشت. این مسئله نیازمنود تحقیقوات بیشوتر و 

توری اسووت. در تحقیوق حاضوور بوه دلیوول بررسوی جامعوۀ مووورد مطالعوۀ گسووترده

ها با تعداد بالا نبود. ضمن اینکه های زمانی امکان مطالعه بر روی ایزولهمحدودیت

 ( نیز در بررسی ما، لحاظ نگردید. icaCو  icaB) icaرون دیگر اپ دو ژن

(. مطالعه 76است ) icaسنتز اسلایم نیز همانند بیوفیلم تحت کنترل اپرون 

Kara Terki های و همکاران نیز حاکی از نقش مهم ژنica  به عنوان مارکر

کیل های تشبود. این ارتباط با سویه استافیلوکوکوسهای بیماریزایی در گونه
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نقش مهمی را در  icaDو  icaAهای دهد که بیان ژندهندة بیوفیلم نشان می

و  El-Mahallawy (.79کند )رسانی ارگانیسم ایفا میهای آسیبمکانیسم

و تولید  icaهای داری بین وجود ژنهمکاران نشان دادند که ارتباط قوی و معنی

 (.75اسلایم و بیوفیلم وجود دارد )

Yazdani اران نیز نشان دادند که تولید اسلایم و بیوفیلم در حضور و همک

و همکاران نیز  Nuryastuti(. 3گیرد )صورت می icaDو  icaAهای ژن

ارتباط  اورئوس استافیلوکوکوسهای اظهار داشتند که تولید اسلایم در بین سویه

و  Fowler(. 77ها دارد )داری با تشکیل بیوفیلم قوی در این سویهمعنی

های در تمام سویه icaDو  icaAهای مکاران نیز نشان دادند که ژنه

و  Nasra(. 11با توانایی تشکیل بیوفیلم وجود دارند ) اورئوس استافیلوکوکوس

همکاران ضمن استفاده از دو روش فنوتیپی کنگو رد آگار و پلیت میکروتیتر در 

های د و حضور ژندرص 46، میزان تولید بیوفیلم را استافیلوکوکوسهای سویه

icaA  وicaD  درصد گزارش کردند. بنا بر اظهار  17راNasra  و همکاران

، ارتباط استافیلوکوکوسهای در سویه icaDو  icaAهای علیرغم وجود ژن

نداشت و تعدادی وجود  in vitroداری مبنی بر تشکیل بیوفیلم در شرایط معنی

و  icaAهای یل بیوفیلم، فاقد ژنبا توانایی تشک استافیلوکوکوس هایاز سویه

icaD ( همچنین 13بودند .)Fitzpatrick  و همکاران نیز بر این مورد اذعان

مورد  اورئوس استافیلوکوکوسهای کلینیکی داشتند که تشکیل بیوفیلم در ایزوله

بود  icaADBCهای مستقل از وجود ژن in vitroمطالعه آنها در شرایط 

(17 .)Eftekhar  رسیدند و تولید  نیز در این مورد به نتایج مشابه انهمکارو

(. 11دانستند ) icaهای را مستقل از ژن اورئوس استافیلوکوکوسبیوفیلم در 

وابسته به شرایط محیطی و متاثر از  استافیلوکوکوسهای تشکیل بیوفیلم در سویه

-ظتهای خارجی و غلتواند در پاسخ به استرسهای محیطی است که میسیگنال

های کم آهن نیز غلظتهوازی و شرایط بی (.14ها باشد )بیوتیکهای مهاری آنتی

-عدم تشکیل بیوفیلم علیرغم حضور ژن(. 79کند )به تشکیل بیوفیلم کمک می

با فعال شدن رپرسور  icaتواند به علت غیر فعال شدن اپرون می icaهای 

icaR  (. این مسئله نیازمند 13)باشد و یا تحت تاثیر فرآیندهای پسا رونویسی

های مولکولی غیر وابسته به اپرون های مکانسیممطالعات ژنتیکی بیشتر و بررسی

ica .است 

برای چسبندگی پلی  icaDو  icaAهای ژنبراساس نتایج این مطالعه 

های ساکاریدی بین سلولی، اتصال باکتری و تشکیل بیوفیلم و اسلایم در ایزوله

رسند. درک درست این مسئله نیازمند ضروری به نظر می وساورئ استافیلوکوکوس

 های وابسته به آن است.و مکانیسم icaمطالعات مولکولی بیشتر اپرون 

 

 
 تقدیر و تشکر

تشکر وری دانشگاه علوم پزشکی گلستان ااز معاونت تحقیقات و فنبدینوسیله 

 .می گردد قدردانی و

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
86

9/
ac

ad
pu

b.
jb

um
s.

20
.6

.2
7 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
56

14
10

7.
13

97
.2

0.
6.

4.
2 

] 

                               6 / 9

http://dx.doi.org/10.18869/acadpub.jbums.20.6.27
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1397.20.6.4.2


 

J Babol Univ Med Sci; 20(6); June 2018                                                                                                                                                                11 
Detection of Intercellular Adhesion (ica) Genes Involved …; N. Yousefi Nojokambari, et al 

 

Detection of Intercellular Adhesion (ica) Genes Involved in Biofilm and 

Slime Formation in Clinical Isolates of Staphylococcus Aureus  

Harboring mecA Gene  
 

N. Yousefi Nojookambari (MSc)1, S. Yazdansetad (PhD)2,3
*
, A. Ardebili (PhD)2,3,  

M. Saki (PhD)4,5, E. Najjari (MSc)2,3 

 

1.Infectious Diseases & Tropical Medicine Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, I.R.Iran. 

2.Laboratory Science Research Center, Golestan University of Medical Sciences, Gorgan, I.R.Iran 

3. Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Golestan University of Medical Sciences, Gorgan, I.R.Iran 

4.Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz, I.R.Iran  

5.Student Research Committee, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz, I.R.Iran 

 

J Babol Univ Med Sci; 20(6); June 2018; PP: 27-35 

Received: Jun 26th 2017, Revised: Oct 17th 2017, Accepted: Apr 4th 2018. 

ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Prevalence of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains is 

one of the most important health care problems and life-threatening in worldwide. The methicillin resistant S. aureus 

strains producing biofilm and slime have potential to colonize and transmit. The present study was conducted to detect 

intercellular adhesion (ica) genes involved in biofilm and slime formation in clinical isolates of methicillin resistant S. 

aureus harboring mecA gene. 

METHODS: In this cross-sectional study, a total of 85 bacterial isolates suspected to S. aureus were prepared from 

clinical samples. The antibiotic susceptibility testing of bacteria to the penicillin, gentamicin, oxacillin, ciprofloxacin, 

ofloxacin and vancomycin was carried out based on disk diffusion agar method. Biofilm and slime formation of 

bacteria were examined by tissue culture polystyrene plate (TCP) and Congo red agar (CRA). The presence and 

frequency of icaA, icaD and mecA genes were detected by multiplex PCR.  

FINDINGS: 45 out of 85 (52.94%) S. aureus isolates were resistant to the methicillin. All of methicillin resistant S. 

aureus were able to produce biofilm and slime. Consumedly surface hydrophobicity was seen in 55.55% and 100% of 

strains producing strong biofilm and slime, respectively. The icaA, icaD and mecA genes were present in all biofilm 

and slime producing isolates. 

CONCLUSION: Our results showed that the all methicillin resistant S. aureus isolates with some abilities, including 

polysaccharide intercellular adhesion, bacterial attachment, biofilm and slime production were positive for icaA and 

icaD genes. 

KEY WORDS: Staphylococcus aureus, Biofilm, Slime, icaA, icaD. 
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