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 مقاله تحقیقی
 

 استافیلوکوکوس اورئوسو قلیایی بر تشکیل بیوفیلم سویه های بالینی  دیاسی pHبررسی تاثیر 
 

 ،  فاطمه نوربخش*جهرمی ده، سحر هنرمندلفضل سجاابو

 
  ,گروه زیست شناسی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد پیشوا، ورامین، ایران

 
 09124364257تلفن همراه: ، yahoo.com2sahar_hj@  الکترونیکی:آدرس مکاتبات:  مسئول*
 

 بهشتی  دانشگاه شهیدآزمایشگاه جامع تحقیقاتی محل انجام تحقیق: 

 
 8/8/95 تاریخ پذیرش:        4/3/95تاریخ دریافت: 

 
 هدچکی

بیوفیلم ها از عوامل مهم مشکلات بیماری های عفونی هستند. پاتوژن ها به فرم بیوفیلم در برابر عوامل محیطی بسیار مقاوم 
از شایع ترین پاتوژن های عامل عفونت های بیمارستانی  استافیلوکوکوس اورئوسبوده در نتیجه پتانسیل بیماریزایشان افزایش می یابد. 

تیکی آنها دشوار است. بیوفیلم قوی این باکتری از دلایل اصلی برای پاتوژنز ، تداوم و پتانسیل بقا آن است. است که درمان آنتی بیو
شرایط محیطی که باکتری تحت آن رشد و گسترش می یابد می تواند رفتار فیزیولوژی سلول های پلانکتونی مانند رشد ، تشکیل 

، درجه حرارت ، ترکیب  pHر دهد. تشکیل بیوفیلم تحت تاثیر عوامل محیطی مانند بیوفیلم ، مقاومت و تولید سم را تحت تاثیر قرا
استافیلوکوکوس بر تشکیل بیوفیلم سویه های  pH. هدف از این تحقیق بررسی تاثیر می باشدشیمیایی سوبسترا و غلظت اکسیژن 

ران با استفاده از آزمون های بیوشیمیایی شناسایی از نمونه های بالینی بیما استافیلوکوکوس اورئوسسویه  100تعداد  است. اورئوس
پلیت تعیین گردید.  میکروتیتر روشهای اسیدی و قلیایی و با  pHبیوفیلم سویه ها تحت تاثیر  رت تشکیلدقو جدا سازی شدند. 

بالاترین  9pHو  7pHشدت تولید بیوفیلم در  انجام گرفت. Tukeyو تست مقیاس تعقیبی   ANOVAآنالیز آماری داده ها با روش
با توجه به معنی دار شدن تجزیه  % گزارش شد. 35کمترین میزان  pH12و  pH3. در حالیکه در می باشد%  78% و  71میزان ، 

تشکیل بیوفیلم تحت که  دادنتایج مطالعه نشان  های مختلف از نظر تشکیل بیوفیلم اختلاف معنی داری وجود دارد. pHواریانس بین 
 محیطی است و در شرایط اسیدی یا قلیایی شدید کاهش می یابد. تاثیر فاکتور 

 
 استافیلوکوکوس اورئوس ، ، میکروتیتر پلیت ، بیوفیلم فاکتور محیطی واژگان کلیدی:

 
 مقدمه

مفاهیم در  تشکیل بیوفیلم توسط باکتری ها از مهمترین
بیوفیلم ها (. 1) استها حوزه بیماریهای باکتریایی و کنترل آن

جمعیت های میکروبی هستند که به یکدیگر بر روی سطوح 
می چسبند و توسط یک ماتریکس پلیمری خارج سلولی که 

میکروارگانسیم های . (2) خود می سازند احاطه می شوند

تشکیل دهنده بیوفیلم می توانند کمبود مواد غذایی ، تغییرات 
pH گانیسم های پلانکتونی و رایکال های اکسیژن را بهتر از ار

ه که عفونت های مرتبط دادمطالعات نشان  (.3) تحمل کنند
با بیوفیلم باعث ایجاد بیماری های مزمنی می شوند که به 

های  مهمترین بیماری(. 4) پاسخ ایمنی میزبان مقاوم هستند
مرتبط با بیوفیلم باکتریایی استئومیلیت، پریودنتیت و عفونت 
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ایمپلنت ها ، عفونت مزمن زخم ، رینوسینوزیت مزمن اطراف 
، اندوکاردیت ، عفونت چشمی وعفونت های بیوفیلمی چند 

و  استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس ( و5) دمی باشنمیکروبی 
شایع ترین علل عفونت بیمارستانی  استافیلوکوکوس اورئوس

که دارای قابلیت  هدبودستگاه های پزشکی  از طریقو عفونت 
ابزارهای جراحی ، لوله های  (.6) دهستنتشکیل بیوفیلم 

تزریق سرم ، چاقوی جراحی و کاتتر منابع عمومی رشد 
 چه اگر(. 7) بیوفیلم باکتری و عفونت های پس از آن هستند

 عنوان به اما نیست ، پاتوژن همیشه اورئوس استافیلوکوکوس

 جوش ، کورک ، مثلپوستی  های عفونت شایع علل از یکی

 تنفسی مانند بیماری های آبسه ، و مژه گل ، کفگیرک

 کننده تهدید های بیماری مسمومیت غذایی و سینوزیت ،

 ، اندوکاردیت ، استئومیلیت ، مننژیت ، پنومونی مانند زندگی
 (.8) است شده شناخته سمی و سپتی سمی شوک سندرم

 پروتئینی سموم تولید با اغلب بیماری با مرتبط های سویه

 به شونده متصل سلولی سطحی های پروتئین بیان و قوی

 شوند می عفونت ترویج ماتریکس سلولی و تولید بیوفیلم باعث
یا توسط میزبان با ایجاد پاسخ  استافیلوکوکوس اورئوس(. 9)

ایمنی ذاتی حذف می شود و یا به پروتئین ماتریکس خارج 
. بدیهی است سلولی متصل شده و تشکیل بیوفیلم می دهد

که شرایط محیطی که باکتری تحت تاثیر آن شرایط رشد و 
رفتار سلول های  توسعه می یابد می تواند تا حد زیادی

ولید توکسین و تشکیل بیوفیلم ، تپلانکتونی ، رشد، مقاومت
(. در میان این عوامل درجه حرارت 10را تحت تاثیر قرار دهد)

 pH، مواد مغذی ، عناصر فلزی ، فشار اسمزی ، فعالیت آب ، 
(. اگرچه تاثیر 11) و مواد ضد میکروبی اهمیت زیادی دارد

شرایط محیطی بر رفتار باکتریایی به طور وسیعی بر روی 
پلانکتونی مورد مطالعه قرار گرفته اما به دلیل جمعیت های 

نقش اساسی بیوفیلم در صنایع ، محیط و پزشکی اطلاعات 
بیشتری درباره تاثیر این فاکتورها و کنترل آنها جهت  تشکیل 

باکتریها دارای پمپ های پروتون  (.12) بیوفیلم مورد نیازاست
برای  متصل به غشاء هستند که پروتون ها را از سیتوپلاسم

تولید شیب الکتروشیمیایی ، یعنی نیروی موتور پروتون انتقال 
محیط خارجی می  pH (. تغییرات بزرگ در13) می دهند

 منجر به از بینو  ه داز بین برتواند چنین مکانیسم هایی را 
(. هدف از انجام این تحقیق 14) دشومیکروارگانیسم ها  رفتن

بر قدرت تشکیل بیوفیلم سویه محیطی  pHبررسی تاثر فاکتور 
جدا شده از نمونه های بالینی   استافیلوکوکوس اورئوسهای 
 است.

 
 هاروش مواد و 

 استافیلوکوکوسجداسازی و شناسایی ایزوله های 
  اورئوس

ایه دج 100 دادتعتحلیلی مقایسه ای مطالعه در این 
رار، خلط ، داز نمونه های بالینی ا استافیلوکوکوس اورئوس

 ده به بیمارستان میلاد، کاتتر و زخم بیماران مراجعه کنن خون
. به منظور تهیه کشت خالص ، نمونه ها دتهران جمع آوری ش

خون گوسفند کشت داده  %5روی محیط آگار خوندار حاوی 
ساعت  24درجه سانتی گراد به مدت  37شده و در دمای

تست های گرمخانه گذاری شدند. جهت تایید هویت جدایه ها 
مانند رنگ آمیزی گرم ، تست کاتالاز ، کواگولاز ،  تشخیصی
DNAse  .پس از و مقاومت به دیسک نووبیوسین انجام شدند

در ،  استافیلوکوکوس اورئوسسویه های  جداسازیشناسائی و 
 80در فریزر منفی  تلقیح و %15حاوی گلیسرول  BHIمحیط 

 . نددرجه نگهداری شد
 

 پلیت میکروتیتر کمی روش به بیوفیلم تولید بررسی
 ستافیلوکوکوس اورئوساایه های دروزی از جکشت شبانه

 ,Merckر محیط تریپتیکاز سوی آگار )دیوروپاتوژن 

Germany های باکتریایی . کشتدگلوکز انجام ش %2( همراه با
ر محیط د دل نیم مک فارلندو سوسپانسیونی معا دندرقیق ش

میکرولیتر از  200. دتریپتیکاز سوی برات تهیه ش
چاهک  3رون دشده از هر سویه باکتری به سوسپانسیون تهیه

مای در د. پلیت ها دخانه پلی استیرنی منتقل ش 96از پلیت 
ساعت گرمخانه گذاری  24ت درجه سلسیوس به مد 37
شده و با محلول بافر ت پلیت ها خالیدازاین م. پسدندش

از  د. بعدنده شدادشستشو  دومرتبه ((PBS ,pH 7فسفات 
ت دبه م درصد %95ها با الکل متانول ن، چاهکدخشک ش

( %1رنگ کریستال ویوله ) و سپس با دندقیقه تثبیت شد 15
شده و با یخال. پلیت ها دندآمیزی شقیقه رنگد 5ت دبه م

بررسی نتایج  جهت هاچاهک. دندآب مقطر استریل شسته ش
ستگاه خوانش دبا 
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(ELISA reader Citation 3, Biotek.USA)  ر دو
 دمیکرولیتر محلول اسی 100نانومتر، با  570 موجطول

قدرت بیوفیلم سویه ها . (15) شدندپر  %33استیک گلاسیال 
و منفی  ≥ 0.1)ضعیف (،  (OD570 ≥ 1)به صورت قوی 

(OD570 < 1) .سه تکرار انجام شد.  برای هر سویه تعیین شد
به عنوان   Staphylococcus aureus ATCC25923سویه

 کنترل مثبت انتخاب شد.
 

بر تشکیل بیوفیلم سویه های  pHییرات بررسی تاثیر تغ
 استافیلوکوکوس اورئوس

رجه تشکیل بیوفیلم سویه دبر  pHتاثیر جهت بررسی 
و  9،  5،  3به صورت  TSBمحیط  pHمطالعه ،  دهای مور

 1برای عمل اسیدی کردن از استیک اسید . دتنظیم ش 12
ال نرم 1نرمال و برای عمل قلیایی کردن از هیدروکسید سدیم 

( نیز با خود pH7استفاده شده است. عمل خنثی سازی )
روش  pHبرای بررسی هر صورت گرفت.  TSBمحیط 

  pH.دش میکروتیتر پلیت برای همه ایزوله ها با سه تکرار  انجام
 .در نظر گرفته شد 7pHکنترل 

 
 آنالیز آماری 

 انجام SPSS v20تجزیه و تحلیل آماری بوسیله نرم افزار 
  ANOVA One way شد. برای تجزیه واریانس از روش

ون استفاده شد. مقایسه میانگین داده ها با استفاده از آزم
صورت گرفت. سطح احتمال کمتر از  Tukeyمقایسه میانگین 

  درصد به عنوان سطح معناداری در نظر گرفته شد. 5
 
 ایجنت

بر تشکیل بیوفیلم سویه های  pHییرات نتایج تاثیر تغ
پس پلیت  میکروتیتر کمی روش به استافیلوکوکوس اورئوس

، پلیت ها توسط  pHاز انجام روش میکروتیتر پلیت برای هر 
نانومتر مورد خوانش قرار گرفتند  570الایزا ریدر با طول موج 

و سویه ها بر اساس قدرت بیوفیلم به سه گروه : قوی، متوسط 
در نظر گرفته شد،  7کنترل که  pHو منفی تقسیم شدند. در 

بیوفیلم قوی  رئوساستافیلوکوکوس اودرصد سویه های  71
درصد بیوفیلم متوسط و هیچ سویه ای فاقد  1/28داشتند ، 

پس   3pHمحیط به pH قدرت بیوفیلم مشخص نشد. با تغییر 
درصد  5/35از انجام روش میکروتیتر پلیت و خوانش نتایج، 

 5/63بیوفیلم قوی و  استافیلوکوکوس اورئوسسویه های 
درصد فاقد قدرت  1درصد بیوفیلم متوسط تشکیل دادند و 

نشان داد که pH 5محیط به  pHبیوفیلم بودند. نتایج تغییر 
بیوفیلم قوی و  استافیلوکوکوس اورئوسدرصد سویه های  48
درصد فاقد  2درصد بیوفیلم متوسط تشکیل دادند، تنها  50

 9pH  ،1/78به  7محیط از pH قدرت بیوفیلم بودند. با تغییر
بیوفیلم قوی و  استافیلوکوکوس اورئوسدرصد سویه های 

درصد بیوفیلم متوسط تشکیل دادند، هیچ سویه ای   9/21
محیط   pHفاقد قدرت تشکیل بیوفیلم شناسایی نشد. افزایش 

استافیلوکوکوس درصد سویه های  4/35نشان داد که  12به 
درصد بیوفیلم متوسط تشکیل  6/64بیوفیلم قوی و  اورئوس

 دادند.
و  7pHنتایج نشان داد که شدت تشکیل بیوفیلم در 

9pH  درصد است. در  1/78درصد و  9/71بالاترین میزان
درصد و  4/35و  35کمترین میزان   12pHو  3pHحالیکه در

درصد  48میزان شدت تشکیل بیوفیلم  5pHسپس برای 
 ANOVAط روش توس (. آنالیز آماری1 )شکل گزارش شد

و تشکیل بیوفیلم سویه های  pHکه بین  دادنشان 
 داری وجودمطالعه ارتباط معنا  دمور استافیلوکوکوس اورئوس

های  pHر ده ها داد. نتایج مقایسه میانگین (=0000/0P) دارد
 1519/0و میانگین را دبرای هر  داردمختلف، خطای استان

کنترل اختلاف معناداری ازنظر  pHو  9pHبین  .داد نشان
 3pH   ،5pHولی در  ،(<05/0p) تشکیل بیوفیلم وجود ندارد

کنترل از نظر تشکیل  pHاختلاف معناداری با  12pHو 
 (.>05/0p) بیوفیلم سویه ها وجود دارد
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اختلاف از گروه  P<0.05, ***p<0.001*. اورئوساستافیلوکوکوس سویه های بالینی ی تشکیل بیوفیلم قوبر  pHتاثیر  -1 شکل

 ( را نشان می دهد.pH 7کنترل )
 

 بحث
تشکیل بیوفیلم فرآیند پیچیده ای است که در نتیجه 
اتصال اولیه میکروارگانیسم ها به یک سطح و سپس افزایش 
جمعیت چسبنده موجود در مواد پلیمری خارج سلولی ایجاد 
می شود. چسبندگی میکروبی به سطوح ، تحت تاثیر عوامل 
بسیاری از جمله خواص فیزیکوشیمیایی هر دو سطح 

سوبسترایی و همچنین عوامل محیطی قرار می باکتریایی و 
بر روی  pH(. در این تحقیق تاثیرفاکتور محیطی 16) گیرد

مورد مطالعه قرار  استافیلوکوکوس اورئوسسویه  100بیوفیلم 
 و 7pH. نتایج نشان داد که شدت تشکیل بیوفیلم در گرفت

9 pH  درصد است. در حالیکه  78درصد و  71بالاترین میزان
درصد گزارش شد.  36و  35کمترین میزان  12pHو  3pHدر

و تشکیل بیوفیلم  pHآنالیز آماری نشان داد که بین تغییرات 
(. مقایسه 00001/0سویه ها ارتباط معناداری وجود دارد)

های  pHر دمطالعه  درت تشکیل بیوفیلم سویه های موردق
  5pH و 3pHر دکه  دادکنترل نشان  pHمختلف نسبت به 

د. این نتایج با ارد دتوانایی کمتری برای تشکیل بیوفیلم وجو
تشکیل  دندادنشان  که  Chaiebو  Mempleنتیجه مطالعه

ممانعت  3pHر د استافیلوکوکوس اورئوسبیوفیلم سویه های 
و همکاران در   Hamadi (.18و17) د ، شباهت داردمی شو

که اتصال سلولی به سطوح شیشه  دندادگزارش  2005سال 
و   3pH یا  2pH ردت بالا است ولی دبه ش 6تا  pH 4ر دای 
 .(19) دضعیف می شو قلیایی pHیر دمقا

Shukla  به مقایسه تاثیر دما و1995ر سال د همکاران و pH 

 دبر تولید بیوفیلم در دو گروه مختلف عوامل بیماری زا مانن
گونه های  و کلبسیلا پنومونیه و سودوموناس آئروجینوزا

سویه های  pH5/8 در دندادآنها گزارش  .پرداختند ویبریو
در  .افزایش تولید بیوفیلم داشتند س آئروجینوزااسودومون

تولید بیوفیلم به طور مشابه تحت تاثیر هم  کلبسیلا پنومونیه
درصد  319تا  151تولید به pH  5/8قرار گرفت به طوریکه در

ویبریو بالاتر نیز در pHتولید قابل توجه بیوفیلم در  . رسید
در مقابل pH  5/8مشاهده شد. افزایش تولید بیوفیلم درکلرا 

طی  و همکاران Karol (.001/0p=( )20معنی دار بود) 5/5
انجام  استرپتوکوکوس موتانسبر روی باکتری  تحقیقی که

ثابت  pHر دار گلوکز دیت مقدودبا مح دندادنشان ،  دادند
تشکیل بیوفیلم این باکتری نسبت به سویه های ،  5/7

تشکیل پلاک  دتوان میپلانکتونی آن متفاوت است که این امر 
 2005ر سال د Harjai (. 21) دهدقرارانی را تحت تاثیر دند

 بالاتر از  pHر درا  وموناس ائروجینوزادسوتولید بیوفیلم در 

امر را  به  تولید آلژینات توصیف کرد و این  pH 5-6بیشتر از 8
نشان دادند که  همکاران و  Tress(. 22بیشتر نسبت داد )

 5در سیتوژنزمونو لیستریاقابلیت چسبندگی سویه های 
pH (. 23) کاهش یافته است 7بیشتر از Lebber   وهمکاران

اثر فاکتورهای محیطی را روی تشکیل بیوفیلم  2007ر سال د
بررسی  دمور رامنوزوس لاکتوباسیلوسسویه های پروبیوتیک 

ر دکه تشکیل بیوفیلم باکتری د و گزارش کردند ندادقرار 
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تحت تاثیر فاکتورهای محیط کشت و شرایط  In Vitroشرایط 
، اسمولاریته بالا و حضور املاح قرار  دیاسی pH دمحیطی مانن

و  درش و همکاران Nostra  2014(. سال 24) دمی گیر
ر محیط های کشت زمانی درا  استافیلوکوکیتشکیل بیوفیلم 

استات و لاکتات د های آلی ضعیف مانن در معرض اسیدکه 
های غیر  در معرض اسیدنسبت به زمانی که  دقرار می گیرن
د مور دریک مطالعه می شوندروکلریدهی داسی دآلی قوی مانن
ی بر تغییرات دکه اثرات اسیدند ادو گزارش د ندادبررسی قرار 

pH  ر تشکیل دباعث کاهش قابل توجهی  5-6سمت به
گزارش داد که  2012در سال  angT .(25) دبیوفیلم می شو

به طور مستقیم منجر به کاهش  pHافزایش یا کاهش شدید 
می شود و عنوان  استافیلوکوکوس اورئوستشکیل بیوفیلم 

تحت تاثیر  استافیلوکوکوس اورئوسکرد تشکیل بیوفیلم 
و  Ramli(. 26) و دما است pHفاکتورهای محیطی مانند 

ما را بر تشکل بیوفیلم سویه دو  pHاثر  2012ر سال دهمکاران 
و  دندادمطالعه قرار  دمور ومالیدریا سودبورخولهای بالینی 

 30مای در د LBر محیط دکه تشکیل بیوفیلم  دندادنشان 
 2/7pHگلوکز و  2mMر دار حضور مقدو  سلسیوسرجه د

 2013  ر سال دو همکاران  Chagnot (.27) دافزایش می یاب
 کولای اشریشیانشان دادند که چسبندگی حداکثر باکتری 

O157:H7 7 به پروتئین های عضلانی درpH  رخ داده است
در حالیکه هیچ چسبندگی باکتریایی خاص قابل توجهی در 

5/5pH (. 28) مشاهده نمی شودDi Bonaventura    و
تولید  و pHافزایش رابطه مشابهی بین  2007همکاران سال 

 (.29) گزارش دادند سالمونلا مالتوفیلیابیوفیلم در 
بر تشکیل بیوفیلم  pHلایل مختلفی برای تاثیر تغییرات د

اسیدی ممکن  pHکه  هدادگزارشات نشان  ه است.دمطرح ش
منجر به که ی شود پروتئین سطح حذف منجر بهاست 

تغییرات   .(30) دشو می باکتری و تشکیل بیوفیلم چسبندگی
منجر به تفکیک یا پروتونه شدن الکترولیت ها می شود  pH در

، تعاملات الکترواستاتیک بین سوبسترا و باکتری را از طریق 

تغییر در بار سطحی شان تعدیل می کند. بدیهی است که 
باکتری های گرم مثبت ( TAبارهای اسیدهای تیکوئیک )

 نقش کلیدی در مرحله اولیه تشکیل بیوفیلم را ایفا می کنند
(. اسیدهای تیکوئیک ، فراوان ترین پلی آنیون ها ی پیوند 31)

شده به لیپیدهای غشاء سیتوپلاسمی و پپتیدوگلیکان به نام 
 های اسید لیپوتیکوئیک و اسید تیکوئیک دیواره هستند

یمرها دارای محتوای بسیار متغیر از (. هر دو این پل33و32)
آلانیل هستند که با معرفی گروه  -جایگزین های استر دی 

های آمینه پایه )بار مثبت( بار آنیونی خالص اسیدهای 
تیکوئیک را خنثی می کنند و منجر به ظرفیت بالاتر کلونی 

آلانیلاسیون اسیدهای این درجه دی  (.34) سازی می شوند
 تغییر بواسطه عوامل محیطی هستند.تیکوئیک در معرض 

به طور کلی این تحقیق نشان داد که تشکیل بیوفیلم 
 12pHو 3pHاسیدی و قلیایی شدید مانند  pH باکتریایی در 

میزان  9pH مانندخنثی و قلیایی  pHکاهش می یابد. در 
غلب اتشکیل بیوفیلم در بالاترین  حد است. با توجه به اینکه 

ز ادر بیمارستان ها برای تمیز کردن ابزار پزشکی و سطوح ، 
ه اسیدی و قلیایی استفاد pHضد عفونی کننده های مبتنی بر 

می کنند ، بررسی اثر این فاکتور محیطی مهم جهت انتخاب 
تشکیل بیوفیلم یک ضدعفونی کننده مناسب که مانع 

 باکتریایی شود اهمیت ویژه ای دارد.
 

 تقدیر و تشکر
از همکاری صمیمانه جناب آقای امید حسینی کارشناس 

ین اآزمایشگاه جامع تحقیقاتی دانشگاه شهید بهشتی در انجام 
 دانشجوی کارشناسی ارشدپایان نامه که تحقیق 

پیشوا -ورامین  داسلامی واح دانشگاه آزادمیکروبیولوژی از 
 شود. تشکر و قدر دانی میاست، 
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