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Background: The most important factor in the formation of Staphylococcus aureus is the ability to form 
biofilms. This bacterium has the ability to bind and penetrate into tissue cells. Biofilmic infections are 
usually chronic and reversible and respond to difficult treatments. The purpose of the present study was to 
identify biofilm genes in Staphylococcus aureus isolated from clinical and food samples using multiple PCR 
methods.
Materials and Methods: A total of 60 isolates of Staphylococcus aureus, cultured from human and food after 
extraction of genome, were used to study the presence of adherent genes using multiple PCR techniques. The 
phenotypic study of biofilm formation was performed using Microtiter plates assay microplate technique.
Results: In total, 60 human and food samples were studied that included 6 samples of foodstuff, 20% of 
samples and of 2 samples clinical 6.67% isolated from biofilms. In 30 isolates isolated from food,  the 
frequencies of fnbB, clfB, and clfA genes were identified as 20%, 76.66%, 80%, respectively. However, 
among the 30 clinical samples, the frequencies of fnbB, clfB, and clfA genes were 6.66%, 70%, and 93.33%, 
respectively. The fnbA gene was not detected in any of the samples.
Conclusion: The results of the study showed that the high prevalence of biofilm-inducing genes and also a 
relatively high phenotypic expression among the samples showed that it could be related to the resistance of 
the isolates of Staphylococcus aureus.
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جدا  اورئوس  استافیلوکوکوس  بیوفیلم  فنوتیپی وژنوتیپی ژن های تشکیل دهنده  بررسی 
Multiplex PCR شده از  موارد بالینی و غذایی با روش  میکروتیترپلیت و
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مقدمه:
کشورها  عمومي  بهداشت  براي  جدی  تهدیدکننده  غذایي،  بیماري زاي  عوامل 
به شمار مي آید که مي تواند توسط رعایت اصول بهداشتی در پروسه هاي تهیه 
مواد غذایي از وقوع آن ها جلوگیري کرد. عفونت ها و مسمومیت-های ناشی از 
موادغذایی اثر مهمی بر سلامت عمومی دارد)1(. موادغذایي که به مسمومیت 
است،  خامه  یا  کرم  حاوي  که  موادی  انواع  می شود،   دچار  استافیلوکوکی 
گوشت هایي که بعد از پختن در دماي معمولي اتاق نگهداري شوند، همچنین 

سالادها، پنیر و بستني را نام برد)2(.
 انتروتوکسین ها تنها توسط برخی از گونه ها و سویه های استافیلوکوکوس تولید 
مواد غذایي  از  ناشي  ایجاد مسمومیت  در  توکسین ها عوامل مهمي  می شوند. 

هستند. از طرفي، این توکسین ها مي توانند در شیر ترشح شوند و در نتیجه شیر و 
فرآورده هاي شیري گاو مبتلا به تورم پستان ناشي از استافیلوکوکسي ها باعث بروز 
مسمومیت غذایي در انسان می شود)4،3(. یکی از عوامل مهم در افزایش قدرت 
بیوفیلم  تشکیل  توانایی  میکروبی،  عوامل ضد  برابر  در  مقاومت  و  بیماری زایی 
است. بیش از 80 درصد عفونت های مزمن باکتریایی ناشی از تشکیل بیوفیلم 
است. بیوفیلم جمعیت میکروبی پیچیده و به  هم چسبیده ای است که توسط یک 
ماده زمینه ای پلیمری خارج سلولی که توسط خود میکروب تولید می شود، احاطه 
شده است. بیوفیلم دارای ویژگی-های کلینیکی است و باکتری های موجود در 
آن دارای مقاومت ذاتی به آنتی بیوتیک ها، ضدعفونی کننده ها و سیستم ایمنی 

میزبان هستند که این موضوع زمینه ساز مقاومت به درمان است)5(.

مقاله پژوهشی

سابقه وهدف: مهم ترین فاکتور حدت استافیلوکوکوس اورئوس توانایی تشکیل بیوفیلم است. این باکتري توانایی اتصال و نفوذ به داخل سلول های بافت را دارد. 
عفونت های بیوفیلمی به طور معمول مزمن و برگشت پذیر بوده و به درمان دشوار پاسخ می دهند. هدف از تحقیق حاضر، شناسایی ژن های بیوفیلم در استافیلوکوکوس 

اورئوس های جدا شده از نمونه های بالینی و مواد غذایی با استفاده از روش PCR  چندگانه است. 
روش بررسی: در این مطالعه با استفاده از تکنیک PCR  چندگانه، 60 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس کشت شده از انسان و مواد غذایی پس از استخراج ژنوم، 

برای بررسی حضور ژن های ادهزین بررسی شد. بررسي فنوتیپی تشکیل بیوفیلم با استفاده از روش میکرو پلیت تیتراسیون Microtiter plates assay  انجام شد.
2  ایزوله 6/67درصد  انسانی  نمونه های  بین  از  و  ماده غذایی 20درصد  نمونه   6 تعداد  مطالعه  انسانی مورد  و  مواد غذایی  نمونه   60 تعداد  یافته ها: در مجموع 
ایزوله جداسازی شده از مواد غذایی، فراوانی ژن های fnbB, clfB, clfA به ترتیب 80درصد،  توان تشکیل بیوفیلم را به طور متوسط داشته اند. همچنین در 30 
76/66درصد، 20درصد شناسایی شد. در حالی که در بین 30 نمونه بالینی فراوانی ژن های fnbB, clfB, clfA به ترتیب93/33درصد، 70درصد و 6/66درصد 

گزارش شد. ژن  fnbA  در هیچ یک از نمونه ها شناسایی نشد.
نتیجه گیری: فراوانی شیوع ژن هاي ایجادکننده بیوفیلم وهمچنین بیان فنوتیپی به نسبت بالایی را در بین نمونه های بررسی شده نشان داد که به احتمال می تواند با 

بروز مقاومت در بین ایزوله های استاف اورئوس مرتبط باشد.

واژگان کلیدی: استافیلوکوکوس اورئوس، ژن بیوفیلم، PCR  چندگانه ای
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به اجتماعی از میکروارگانیسم ها و تولیدات میکروبی که به سطحی از سلول متصل 
شده باشند بیوفیلم گویند. به طورعموم بیوفیلم  از سلول های میکروارگانیسم ها 
که روی یک سطح تثبیت شده اند و در یک پلیمر خارج سلولی با منشا میکروبی 
اکثر  به  تقریبی  به طور  باکتریایی  است. سلول های  رفته اند، تشکیل شده  فرو 
سطوحی که در محیطی مایع قرار دارند، مستحکم متصل می شوند. باکتری ها 
در  مقاومت  میکروبی،  ضد  عوامل  برابر  در  مقاومت  سبب  بیوفیلم،  تشکیل  با 
برای  مناسب  شیمیایی  و  فیزیکی  شرایط  حفظ  و  میزبان  ایمنی  سیستم  برابر 
بیوفیلم ها در شرایط نامساعد می شود.  رشد می شوند و این امر سبب مقاومت 
بیوفیلم ها به مزمن شدن بیماری-ها و فساد مواد غذایی منجر می شوند)4(. در 
با سطوح  غذایی  مواد  فاسدکننده  و  پاتوژن  باکتری های  اتصال  غذایی  صنایع 
در تماس با مواد غذایی در فرآیندهای تولید و بسته بندی و در نهایت تشکیل 
بیوفیلم های میکروبی می تواند عامل اصل فساد مواد غذایی و انتقال بیماری های 
ناشی از مواد غذایی باشد. توانایی باکتری استافیلوکوکوس اورئوس برای اتصال 
به سطح و تشکیل بیوفیلم مرحله ای تعیین کننده از مزمن شدن بیماری است 
عفونت  بروز  میزان  باشد،  بیوفیلم  تشکیل  به  قادر  باکتری  که  مواردی  در  و 
بیمارستانی پیچیده افزایش می یابد. گسترش شیوع تشکیل بیوفیلم روی وسایل 
و تجهیزات، راهکارهای حذف آن از آلودگی ها را ضروری ساخته است. تشکیل 

بیوفیلم می تواند تحت تاثیر عوامل مختلف میزبان و میکروب باشد)5, 6(. 
مخاطي  غشاهاي  و  پوستي  غدد  پوست،  در  اورئوس  استافیلوکوک  باکتری 
عنوان  به  پلي مراز  زنجیره اي  واکنش هاي  از  امروزه  دارد)7(.  وجود  جانوران 
استفاده  عفونت هاي میکروبي  موقع  به  تشخیص  در   دقیق  و  حساس  روشي 
و  اورئوس  استافیلوکوکوس  از  ناشی  بیماری های  مراقبت  و  پایش   مي شود)8(. 
تعیین منبع و منشا آلودگی در موارد وقوع بیماری و شناسایي ژن هاي دخیل در 
اتصال استافیلوکوکوس اورئوس با روشی سریع، حساس، با قابلیت تکرارپذیری 
و حساسیت بالا پس از جداسازی نمونه های استافیلوکوک مثبت از نمونه های 
تولید  قدرت  بررسی  است)10،9(.  بوده  تهران  شهر  بیمارستان های  در  بالینی 
ژن های موررد مطالعه سویه هاي استافیلوکوکوس اورئوس جدا شده از منابع دامی 
)شیر خام آلوده به استافیلوکوکوس اورئوس( و نمونه های انسانی )از نمونه های 
زخم، بینی( و تعیین فراوانی ژن هاي fnbA,fnbB,fib,clA,clB   استافیلوکوکوس 
ویژه  اهمیت  دارای  موادغذایی  و  انسان  از  جداشده  نمونه های  در  اورئوس 
است)11(. هدف و ضرورت از انجام این تحقیق در راستای  شناسایی مولکولی 
ژن های   fnbA,fnbB,fib,clA,clB در نمونه های استافیلوکوک اورئوس جدا شده 

از موارد بالینی توسط روش   Multiplex PCR است.
روش بررسی:

تحقیق حاضر به صورت توصیفی- مقطعی در سال96 انجام شد. طی جمع آوری 
پستان  ورم  دارای علایم  که  دام هایی  از  خام  شیر  نمونه   تعداد 205  نمونه ها، 
بودند، جمع آوري شد. تعداد 150 نمونه بالینی انسانی از آزمایشگاه های تشخیص 
با بیماران مراجعه کننده از بینی و  طبی و برخی از مراکز درمانی بدون ارتباط 
زخم های بیماران اخذ شد. نمونه های انتقال داده شده به آزمایشگاه در محیط 
دمای  در  ساعت   24 مدت  به  و  شد  داده  کشت  آلمان(  )مرک،  خون دار  آگار 
باکتري-هاي  هویت  تعیین  برای  شدند.  گرمخانه گذاری  سانتیگراد  درجه   37
آگار )هایمدیا، هند(  نوترینت  به محیط کشت  انتقال آن ها  از  رشد کرده، پس 
تولید  بررسی  گرم،  رنگ آمیزي  شامل  میکروب شناسی  استاندارد  روش هاي  از 
کاتالاز و کوآگولاز، رشد در محیط DNase )مرک، آلمان( و مانیتول سالت آگار 

)مرک، آلمان( استفاده شد)7(. 
روش  میکروتیترپلیت Microtiter Plates Assay مانند تکنیک الایزا و کروموژن 
مولد رنگ در این تکنیک کریستال ویوله است که شدت رنگ حاصله با غلظت 
آزمایش ها سه مرتبه متوالی بوده  رابطه مستقیم دارد)12(. روند تکرار  بیوفیلم 

است.
ارزیابی فنوتیپی تولید بیوفیلم ایزوله های استافیلوکوکوس اورئوس: برای ارزیابی 
تولید بیوفیلم، کلنی هاي استافیلوکوکوس اورئوس غنی سازي شده روي محیط   
  TSB )تریپتیکاز سوي براث( حاوی یک-درصد گلوکز کشت داده شده و به مدت 

24 ساعت در 37 درجه سانتی گراد انکوبه شد. بعد از 24 ساعت میکروپلیت ها 
به آرامی سه بار با محلول استریل PBS شست وشو داده شد و پلیت به صورت 
وارونه روی کاغذ صافی قرار گرفته تا خشک شود. سپس برای تثبیت از متانول 
استفاده و به میزان 100 میکرولیتر به همه گوده ها متانول اضافه و 15 دقیقه 
در دمای اتاق قرار گرفت. بعد از گذشت این زمان و خارج کردن الکل و خشک 
رنگ  از  میکرولیتر  پلیت 100  خانه های  همه  به  اتاق،  شرایط  در  پلیت  کردن 
کریستال ویوله یک-درصد اضافه و به مدت 20 دقیقه در شرایط اتاق قرار داده 
شد. سپس پلیت ها را به آرامی با آب شهری شست وشو داده تا رنگ اضافی خارج 
شود. سپس رنگ باند شده با 150 میکرولیتر از اسید استیک 33درصد آزاد شده 
و آماده قرائت با طول موج 492 نانومتر الایزا ریدر شد. تمامی اندازه گیری ها با 
سه مرتبه تکرار انجام شد و از محیط کشت به تنهایی به عنوان کنترل منفی 
به عنوان   OD  جذب نوری کنترل منفی  از  بالاتر  انحراف معیار  استفاده شد. 
Cut-off استفاده شد. توانایی تشکیل بیوفیلم از فرمول های زیر محاسبه )13( و 

به شرح جدول زیر بود.
ارزیابی میزان تشکیل بیوفیلم

ردیف نحوه ارزیابی میزان شدت رنگ سنجی
 )کالری متری(

1 عدم تشکیل بیوفیلم OD<ODC

2 ضعیف ODC<OD<2×ODC

3 متوسط 2×ODC < OD<4×ODC

4 قوی 4×ODC

ایران   از کیت   تجاری مرکز ذخایر ژنتیکی  برای استخراج،   :  DNA استخراج 
استفاده شد. پرایمرهای استفاده شده در این تست مطابق جدول از شرکت تکاپو 
زیست )تهران، ایران( تهیه شد. آزمون PCR چندگانه ای برای شناسایی پنج ژن 
 (Eppendorf) با استفاده از پنج زوج پرایمر در یک دستگاه ترمال سایکلرمدل
 ،ATCC 25923 انجام شد)14(. از سوش های رفرانس استافیلوکوکوس اورئوس
ATCC 33591 ،ATCC 29213 به عنوان نمونه کنترل مثبت و استافیلوکوکوس 

اپیدرمیدیس به عنوان کنترل منفي در این مطالعه استفاده شد. 
اولیه در دمای 95 درجه سانتی گراد 10 دقیقه، 35  برنامه زمانی: دناتوراسیون 
چرخه دمایی که شامل دناتوراسیون در 95 درجه سانتی گراد 30 ثانیه و مرحله 
اتصال در 55 درجه سانتی گراد 40 ثانیه و امتداد در دمای 72 درجه سانتی گراد 
یک دقیقه و گسترش نهایی در دمای 72 درجه سانتی گراد به مدت 10 دقیقه 
 PCR انجام شد. در این مرحله برای جست وجوی ژن  های مورد مطالعه واکنش
 292  ،clfB چندگانه ای، وجود قطعه های 205 جفت بازي نشان دهنده وجود ژن
 524 ، fib 404 جفت بازي نشان دهنده ژن ،clfA جفت بازي نشان دهنده ژن
جفت بازي نشان دهنده ژن fnbB، 643 جفت بازي  نشان دهنده ژن fnbA  بود. 
داده های آماری با نرم افزار SPSS نسخه 19 و با استفاده از آزمون های آماری 

توصیفی تجزیه و تحلیل شد.
یافته ها:

بیوشیمیایی  نتایج  باکتریولوژی:  کشت  و  بیوشیمیایی  آزمایش های 
از  جدایه   60 جداسازی  به  نهایت  در  تحقیق  این  در  شده  بررسی  تست های 

باکتری استافیلوکوک اورئوس منجرشد.
نتایج آزمون M-PCR سویه های استافیلوکوک اورئوس جدا شده از نمونه های 
غذایی: در این پژوهش از 60 نمونه استافیلوکوک اورئوس جدا شده 30 نمونه 
)50درصد( از مواد غذایی حاوي یک یا چند ژن بودند. در میان 30 نمونه، تعداد 
 clfA 80درصد( حاوی ژن( 24 سویه ،clfB داراي ژن )23 سویه )76/66درصد
   fnbB ژن  واجد  )20درصد%(  سویه   6  ،fib ژن  داراي  )50درصد(  سویه   15  ،
این  در  نشد.  شناسایی  نمونه ها  از  هیچ یک  در    fnbA ژن  )نمودار1(.  بوده اند 
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تحقیق از نرم افزار spss ورژن 19 استفاده شده است.   )تصویر 1و نمودار 1(.
 

نمودار 1: فراواني ژن هاي مطالعه شده در نمونه های استافیلوکوک اورئوس جدا شده از 
M-PCR مواد غذایی با روش

نتایج آزمون M-PCR سویه های استافیلوکوک اورئوس جدا شده از نمونه های 
بالینی: در این پژوهش از 60 نمونه استافیلوکوک   اورئوس جدا   شده 30 نمونه 
)50درصد( از ایزوله های بالینی   حاوي   یک   یا   چند   ژن بودند .   در   میان 30 نمونه، 
تعداد 21    سویه )70درصد( داراي    ژن clfB ، 28 سویه   )93/33درصد( حاوی    ژن 
واجد  )6/66درصد(  سویه   2   ،fib داراي    ژن  )33/33درصد(  10  سویه   ، clfA  
ژن   fnbB   بوده اند   )نمودار2(. ژن   fnbA  در هیچ یک از نمونه ها شناسایی نشد 

)تصویر 2و نمودار 2(.

نمودار 2 : فراواني ژن هاي مورد مطالعه در نمونه های استافیلوکوک اورئوس جدا شده از 
M-PCR نمونه های بالینی با روش

استافیلوکوک  برای شناسایی ژن های مورد مطالعه   M-PCR تصویر1: واکنش 
اورئوس در نمونه های مواد غذایی. ستون M: سایز مارکر bp 100، کنترل مثبت 
 ،(524bp) fnbBژن ،(404bp) fibژن ،(292bp) clfA ژن ،(205 bp) clfBواجد ژن

ژن fnbA (643bp)، کنترل منفی )استافیلوکوک اپیدرمیدیس(.

تصویر 2: واکنش M-PCR برای شناسایی ژن های مورد مطالعه استافیلوکوک 
اورئوس در نمونه های بالینی. ستون M: سایز مارکر 100bp، کنترل مثبت واجد 
 ،(524bp) fnbB  ژن ،(404bp) fib ژن ،(292bp) clfA  ژن  ،(205 bp) clfB ژن

ژن  fnbA (643bp)، کنترل منفی )استافیلوکوک اپیدرمیدیس(. 
نتایج  بررسی تشکیل بیوفیلم به روش میکروتیتر پلیت: از میان 60 نمونه مواد 
نمونه های  در  و  )20درصد(  غذایی  ماده  نمونه   6 مطالعه شده  انسانی  و  غذایی 
انسانی 2 ایزوله ) 6/67 درصد( توان تشکیل بیوفیلم را به طور متوسط داشته اند و 
هیچ یک از ایزوله های غذایی و انسانی توانایی تشکیل بیوفیلم را به صورت قوی 
بالینی،  با نمونه های  نداشته اند)جدول 1(. در بین نمونه های غذایی در مقایسه 
میزان عدم تشکیل بیوفیلم کمتر بوده در حالی که میزان تشکیل ضعیف بیوفیلم 

ردیف ژن پرایمر ʹNucleotide sequence  5ʹ            3 توالی نوکلئوتیدی پرایمر اندازه محصول ) جفت باز(

1 fnbA
FNBA-1
FNBA-2

GTGAAGTTTTAGAAGGTGGAAAGATTAG
GCTCTTGTAAGACCATTTTTCTTCAC 643

2 fnbB
FNBB-1
FNBB-2

GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT
CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC 524

3 fib
FIB-1
FIB-2

CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG
GCTCTTGTAAGACCATTTTCTTCAC 404

4 clfA
CLFA-1
CLFA-2

ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT
CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 292

5 clfB
CLFB-1
CLFB-2

ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC
TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC 205

توالی پرایمرهای اختصاصی مربوط به هر ژن و اندازه محصول PCR چندگانه ای از تکثیر آن ها)15(

55 /   کیومرث امینی و همکاران
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در نمونه های بالینی بیشتر از مواد غذایی بوده است )جدول 1و2(.

تصویر4 : میکروپلیت بعد از اضافه کردن اسید استیک آماده قرائت با دستگاه الایزا ریدر
بحث: 

در این مطالعه مشخص شد که از 60 نمونه مواد غذایی و انسانی مطالعه شده، 
تعداد 6نمونه ماده غذایی 20درصد و از بین نمونه های انسانی 2  ایزوله 6/67درصد 
ژن های  فراوانی  همچنین  داشته اند.  متوسط  طور  به  را  بیوفیلم  تشکیل  توان 
76/66درصد  50درصد،  ترتیب  به  غذایی  مواد  نمونه های  در   fnbB, clfB, clfA
بالینی فراوانی ژن های  و 20درصد شناسایی شد. در حالی که در بین 30 نمونه 
شد.  گزارش  6/66درصد  و  70درصد  ترتیب93/33درصد،  به   fnbB, clfB, clfA
در  عفونت  ایجادکننده  مهم  باکتری های  از  اورئوس  استافیلوکوکوس  باکتری 
انسان و دام است که از راه مواد غذایی نیز منتقل می شود. این باکتری شیوع به 
نسبت بالایی دارد و میزان بروز مقاومت به آنتی بیوتیک های مصرفی نیز در این 
باکتری روبه افزایش است. رشیدی نژاد و همکاران در سال 2017 با مطالعه روی 
مجموع  در  بیمارستانی،  ویژه  مراقبت  بخش های  از  جداشده  بالینی  نمونه   299
به  مقاوم  نمونه ها  از  اورئوس شناسایی کردندکه 90/5درصد  استاف  105 سویه 
نمونه ها دارای مقاومت چندگانه نسبت  از  بود. همچنین 91/5درصد  متی سیلین 

عوامل  از  بیوفیلم  ایجاد  داده اند)16(.  بروز  خود  از  مصرفی  آنتی بیوتیک های  به 
بیماری زایی در باکتری استافیلوکوکوس اورئوس است که آن را در برابر شرایط 

محیطی نامساعد و سیستم ایمنی میزبان محافظت می کند. 
یکی  بیوفیلم  تشکیل  که  کردند  گزارش   1394 سال  در  همکاران  و  نوربخش 
که  محسوب  می شود  اورئوس  استافیلوکوکوس  باکتري  بیماري زایی  عوامل  از 
به باکتري امکان اتصال به سطوح مختلف و همچنین افزایش الگوي مقاومت 
به  بیوفیلم  توان تشکیل  بررسی  آن ها  با هدف  را می دهد. مطالعه  آنتی بیوتیکی 
روش مولکولی و فنوتیپی در نمونه هاي عفونی در شهرکرد انجام شد.  نتایج نشان 
اتصال  توان  قوي، 5/33 درصد  اتصال  توانایی  ایزوله ها  از  داد که 73/5 درصد 
دادند.  نشان  بیوفیلم  تولید  در  را  اتصال  ضعیف  توانایی  درصد   15/4 و  متوسط 
فراوانی حضور ژن   icaC  3/67 درصد و ژن   icaB 2/63 درصد برآورد شد.   92/2 
درصد از ایزوله هاي مولد بیوفیلم واجد ژن   mecA  بودند.  نتیجه آن که گسترش 
در  جدي  مشکلات  بیوفیلم  مولد  ایزوله هاي  در  ویژه  به  آنتی بیوتیکی  مقاومت 

بخش هاي درمانی  بیمارستان ایجاد خواهد کرد)15(.
استافیلوکوکوس اورئوس می تواند با تولید بیوفیلم، منبع مهمی برای گسترش عوامل 
عفونت زا روی سطوح مورد تماس با بیماران باشد. در این میان  استافیلوکوکوس 
اورئوس به عنوان یکی از مهم ترین عوامل بیماری-زا می تواند به بیماری زایی در 
باکتری های دیگر   اورئوس در میان  استافیلوکوکوس  باکتری  انسان منجر شود. 
ربه خاطر تولید لایه لعابی شناخته شده است. باکتری هایی که قادر به تولید لایه 
مقاومت  ایجاد  با  بیوفیلم  می دهند.  تشکیل  ضعیف-تری  بیوفیلم  نیستند  لعابی 
حتی  مقاومت  پدیده  بروز  در  مهمی  نقش  مصرفی  آنتی بیوتیک های  به  نسبت 
چنگانه در بین بیماران مبتلا دارد و روند درمانی را با اختلال همراه می  کند)14(.  
Tristan و همکاران در سال 2003 با بررسی روی ژن های تولیدکننده بیوفیلم 
در ایزوله های استاف اورئوس به این نتیجه رسیدند که 99درصد نمونه ها واجد 

میزان تشکیل بیوفیلم برحسب تعداد و درصدتعدادمنبع نمونهردیف

تشکیل بیوفیلم قویتشکیل بیوفیلم متوسطتشکیل بیوفیلم ضعیفعدم تشکیل بیوفیلم

- 2 )6/67درصد(22 )73/33درصد(6 )20درصد(30بالینی1

-6 )20درصد(20 )66/66درصد(4 )13/34درصد(30غذایی2

جدول 1 : توزیع ایزوله های انسانی و غذایی استاف اورئوس بر حسب تشکیل بیوفیلم

جدول 2 : توزیع فراوانی بیوفیلم تشکیل شده و ژن های مطالعه شده در ایزوله های غذایی استاف اورئوس بر حسب تعداد و درصد

جدول 3 : توزیع فراوانی بیوفیلم تشکیل شده و ژن های مطالعه شده در ایزوله های انسانی استاف اورئوس بر حسب تعداد و درصد

clfBclfAfibfnbBfnbAبیوفیلم نمونه های مواد غذایی

-1 )50درصد(-1 )50درصد(-عدم تشکیل

- 2 )13/34درصد(4 )26/66درصد(6 )40درصد(3 )20درصد(بیوفیلم ضعیف

-3 )5/9درصد(11 )21/56درصد(17 )33/33درصد(20 )39/21درصد(بیوفیلم متوسط

clfBclfAfibfnbBfnbAبیوفیلم نمونه های بالینی

--1 )50درصد(1 )50درصد(-عدم تشکیل

--3 )25درصد(6 )50درصد(3 )25درصد(بیوفیلم ضعیف

-2 )4/26درصد(6 )12/77درصد(21 )44/68درصد(18 )38/29درصد(بیوفیلم متوسط
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ژن clfA، 80درصد حاوی ژن fib، 43درصد دارای ژن fnbB، 28درصد واجد ژن 
fnbA، بودند که به بروز بیماری های استئومیلیت، آرتریت اندوکاردیت جداسازی 
با موضوع  Que و همکاران در سال 2001 در تحقیقی  منجر شده اند)14, 17(. 
نقش فاکتورهای جمع-کننده و پروتئین های فیبرونکتین استاف اورئوس و بیان 
آن ها در لاکتوباسیلوس لاکتیس اظهار کرده اند که رسپتورهای لازم فیبرونکتین 
هستند)18(.  ارتباط  در  طورکامل  به  اندوکاردیت  عفونت های  با  شده  شناسایی 
ژن هاي  فراواني  بررسي  موضوع  با  خود  تحقیق  در   1392 سال  در  دستمالچی 
اورئوس جداشده  استافیلوکوکوس  fnbA ،cna در جدایه هاي  fnbB و  چسبندگي 
از موارد ورم پستان گزارش کردند که از بین 45 نمونه به ترتیب 39 و 35 جدایه 

واجد ژن های  fnbB و fnbA بوده اند)19(.
 اولین بار کریستنسن Christensen و همکاران در سال 1995 در آمریکا از روش 
رنگ آمیزی با کریستال ویوله برای بررسی میزان چسبندگی و تولید بیوفیلم در 
باکتری های استافیلوکوک کوآگولاز منفی استفاده کردند )20(. خرمیان طوسی و 
همکاران در سال 1388 طی پژوهشی که انجام دادند گزارش کردند که بررسي 
فنوتیپي تشکیل بیوفیلم با استفاده از میکروپلیت های تیتراسیون نشان داد که به 
ترتیب 4/4، 40 و 43/3 درصد از ایزوله ها قادر به تشکیل بیوفیلم به صورت قویف 
بیوفیلم  تشکیل  به  قادر  ایزوله ها  از  درصد   12/2 تنها  و  بوده  و ضعیف  متوسط 

نبوده اند)21(.
مولد  ژن هاي  توزیع  بررسي  عنوان  با  پژوهشی  در   1393 تابستان  در   شجاعی 
بیوفیلم در سویه هاي استافیلوکوکوس ارئوس جدا شده از شیرهاي خام عرضه شده 
 Multiplex PCR در شهرستان سنندج گزارش کرد که بر اساس نتایج حاصل از
ژن هاي مولد بیوفیلم fnbA، clfaB به ترتیب 69/38 درصد و 32/6 درصد بوده 
شهرستان  سطح  در  شده  عرضه  خام  شیر  بالاي  آلودگی  از  حاکی  نتایج  است. 
سنندج به  استافیلوکوکوس ارئوس و نیز قابلیت ایزوله هادر تشکیل بیوفیلم است 

.)22(
 در مطالعه سال 2000 که از سوی ووانگ  Wang و همکاران در آلمان انجام 
به  شده  مطالعه  اورئوس  استافیلوکوکوس  عفونی  ایزوله هاي  از  درصد   78 شد، 
عنوان نمونه هاي مولد بیوفیلم گزارش کردند که این آمار مشابه نتایج حاصل از 
تحقیق حاضر، نشان دهنده میزان بالاي نمونه هاي مولد بیوفیلم در جدایه-هاي 
استافیلوکوکوس اورئوس است. در مطالعه حاضر تمام ایزوله هاي بررسی شده توان 
تولید بیوفیلم را در مقادیر 73 درصد از ایزوله های مختلف دارا بودند که در این 
میان 6/67 درصد توان اتصال متوسط و 73/33 درصد توانایی اتصال ضعیف را در 

نمونه های مواد غذایی، 66/66 درصد از ایزوله ها توانایی اتصال ضعیف را در تولید 
بیوفیلم در بین نمونه های بالینی نشان دادند)23, 24(. 

بستری  بیماران   245 روی   2017 سال  که  تحقیقی  در  همکاران  و  افتخار 
مراقبت های ویژه داشتند گزارش کردند که 70 ایزوله استاف اورئوس جداسازی 
بوده اند.  دارویی  چندگانه  مقاومت  دارای  ایزوله ها  این  از  71/4درصد  که  شده 
همچنین با بررسی ملکولی ژن های ادهزین استاف اورئوس های جداسازی شده 
ترتیب  به    fnbB, fnbA, clfB, clfA ژن های  فراوانی  میزان  که  شد  مشخص 
با توجه به بالا بودن  78/6درصد، 74/3درصد، 75/7درصد، 100درصد بوده که 
ویژه  مراقبت های  بخش-های  در  میر  و  مرگ  میزان  ادهزین  ژن های  فراوانی 

بیمارستانی با این باکتری افزایش می یابد)25(.  
در مطالعه حاضر، از 30  ایزوله استافیلوکوکوس اورئوس جداسازی شده از مواد 
غذایی، تعداد 23 سویه )76/66درصد( داراي ژن clfB، 24 سویه )80درصد( حاوی 
  fnbB 20درصد( واجد ژن( 6 سویه ،fib داراي ژن )15 سویه )50درصد ، clfA ژن
بوده اند. ژن fnbA  در هیچ یک از نمونه ها شناسایی نشد. از   میان 30 نمونه بالینی، 
حاوی    ژن  سویه   )93/33درصد(   28  ، clfB داراي    ژن  )70درصد(  21    سویه  تعداد 
    fnbB   10  سویه )33/33درصد( داراي    ژن، 2 سویه )6/66درصد( واجد ژن ، clfA  
بوده اند. ژن   fnbA  در هیچ یک از نمونه ها شناسایی نشد. اغلب ایزوله ها قدرت تولید 
بیوفیلم حتی در حد ضعیف را دارا بوده که مشابه با نتایج حاصل از مطالعات ذکر 
شده است که علاوه بر تاکید بر تولید بیوفیلم بر افزایش میزان مقاومت آنتی بیوتیکی 
در ایزوله های استاف اورئوس جداسازی شده نیز اشاره دارد. بیشترین میزان فراوانی 
مربوط به ژن fnbB  بوده که مشابه با سایر مطالعات است.  فعالیت عصاره اتانولی 
مرکبات روی S. Epidermidis و S. aureus نشان داد که سویه های استافیلوکوک 
به  نسبت  کمتری  حساسیت   S. epidermidis که  بودند  متفاوت  حساسیت  دارای 

استافیلوکوک های کوآگولاز مثبت دارند )26(.

نتیجه گیری:
به نظر می رسد بیوفیلم و بیان فنوتیپي نسبت بالایی را داشته باشد و توانایی بالاي 
این باکتري در تشکیل بیوفیلم می تواند در پیدایش عفونت هاي و ایجاد سویه هاي 
آنتی بیوتیکی چندگانه اهمیت ویژه اي داشته باشد. همچنین ارتباط قابلیت ژنتیکی 
جدایه های استافیلوکوکوس اورئوس به لحاظ داشتن پروتئین های سطحی و فاکتور 
حدت )بیوفیلم( در اکثر سویه های مهاجم در غذا و نمونه های بالینی خطر جدی  باشد.
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