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 Multiplex PCRشهرستان زابل به روش  یآموزش یها یمارستاندر ب شدهیبستر یمارانجداشده از ب
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 دهیچک

همچــون می هاي شدیدِ مههاي بیمارستانی و مسئول عفونتطلب جداشده از عفونتهاي فرصتپاتوژنیکـی از  وس اورئوساستافیلوکوکهدف:  و زمینه

 در مهم عوامل زبه فیبرینوژن و فیبرونکتین ا شونده متصل هايهاي سطحی مثل پروتئیناست. پروتئین پوستی هايعفونت بــاکتریمی، انــدوکاردیت و

هاي در ایزوله fnbB و,clfA, clfB  fnbAهاي رو هدف از این مطالعه بررسی حضور ژنباشند. از اینمی اورئوس استافیلوکوکوس تهاجم و اتصال

 هاي آموزشی زابل بود.شده در بیمارستانهاي کلینیکی بیماران بستريجداشده از نمونه استافیلوکوکوس اورئوس

 91تا شهریور  وردینفرشده در فاصله زمانی از بیماران بستري وس اورئوساستافیلوکوک ایزوله 100مقطعی، تعداد -توصیفی مطالعه این در ها:روش و مواد

اندن استخراج شد و ها به روش جوشژنومی ایزوله DNAشناسی رایج مورد تائید قرار گرفتند. هاي میکروبها با استفاده از روشآوري گردید. ایزولهجمع

 وتحلیل قرار گرفت.استفاده گردید. نتایج با استفاده از آزمون دقیق فیشر مورد تجزیه Multiplex-PCRزا از هاي بیماريبراي شناسایی ژن

کننده  هاي کداوانی ژنهاي موردمطالعه را نشان دادند. فرهاي مورد بررسی حداقل یکی از ژنایزوله %50 نتایج حاصل از این بررسی نشان داد که :نتایج

 تعیین گردید. %19و  %25( fnbA, fnbB)و فیبرونکتین  %16و  %19 ( به ترتیبclfA,clfB) فیبرینوژن

ها را با ها و رابطه آنها یافت شدند. تحقیقات بیشتر نقش این ژنهاي موردمطالعه در درصد کمی از ایزولهداد که ژن نشان حاضر مطالعه گیری:نتیجه

 کند.روشن می استافیلوکوکوس اورئوسزایی بیماري

 

 Multiple-PCR فیبرینوژن، فیبرونکتین،  ،استافیلوکوکوس اورئوس :کلیدی کلمات

 

 

 

 

 مقدمه 
ي هاعفونتاصلی پاتوژن یک  استافیلوکوکوس اورئوس

از  وسیعیتوانایی ایجاد طیف  انسانبیمارستانی است که در 

استئومیلیت، پنومونی، سندرم  ها مانند اندوکاردیت،یماريب

 (.2 ،1)و مسمومیت غذایی را دارد  (TSSشوک توکسیک )

 ي شدید مرتبط باهاعفونتي مناسب، هادرمانامروزه علیرغم 

هاي مقاوم به متی یهسو خصوصبه) استافیلوکوکوس اورئوس

 ین باکتري طیفا شود.یمیر بالایی وممرگموجب  سیلین(

کند که به یمخارج سلولی را تولید  یچسبندگ از عوامل وسیعی

. (3)باشد  مؤثرزایی آن یماريبرسد در قدرت یمنظر 

 به تواندیماز این عوامل  با استفاده استافیلوکوکوس اورئوس

سلولی  خارج در ماتریکس یژهوبه میزبان از متنوعی هايینپروتئ

دیده، یبآسو موجب کلونیزاسیون، تهاجم به بافت  شده متصل

. (4)هاي دفاع میزبان شوند انتشار در بدن و فرار از مکانسیم

 اجزا عنوان تحت هاینپروتئ از ياخانواده اتصال توسط این

 چسبنده يهامولکول کننده شناسایی سطحی میکروبی

 . این(5 ،4)شود یم میانجیگري (MSCRAMMs)ماتریکس 

به  کووالانسی طوربه که باشندیم هاییینپروتئشامل  موارد

شامل  و داشته اتصال باکتري سلولی دیواره پپتیدوگلیکان

و  FnbpAهاي متصل شونده به فیبرینونکتین به نام ینپروتئ

FnbpB ،هاي متصل شونده به فیبرینوژن )ینپروتئClfB  و
ClfA )(6) يهاژنباشد که به ترتیب توسط یمfnbA  ،

clfA،fnbB  و clfB  هاي ینپروتئ. (8 ،7)شوند یمکدClfA  و

ClfB  ي از ساختارهاي مربوط به تربزرگي خانوادهاعضاء

 Rیله حضور دومین وسبهباشند که یمهاي سطحی ینپروتئ

مقاله پژوهشی
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. (9)شوند یم( در آن مشخص Ser-Asp)تکرارهاي دي پپتید 

فیبرونکتین و فیبرینوژن  به اتصال کهاند داده نشان تحقیقات

 تهاجم درشود یمانجام  ClfAو  FnbpB واسطهبه که به ترتیب

. (10)است  ضروري و لازم ي انسان و ایجاد عفونتهاسلول به

 وسیعی طیف در چسبندگی عوامل نقش و ارتباط اهمیتیندرا

 قرار موردمطالعه اورئوس استافیلوکوکوس از ناشی هايیماريباز 

 طوربه fnbBو  fnbAاست  شدهاثبات. (11 ،4)است  گرفته

چشم  هایی مثل کراتیتیماريبداري در استقرار بافتی در یمعن

با  ،علاوهبه.  مؤثرند (10)سپتیک  آرتریت و استئومیلیت ،(12)

که  اندداده نشان تجربی يهامدل از حاصل نتایج استفاده از

 يابالقوهاهداف  است ممکن چسبندگی هايینپروتئ از برخی

 رو،ینازااستافیلوکوکی باشند.  يهاعفونت از جلوگیري جهت

 ژنتیکی یتباقابل ارتباط در و کامل جامع مطالعات انجام

هاي یانجیم داشتن لحاظ به اورئوس استافیلوکوکوس هايیزولها

 که تاکنونییازآنجا .رسدیم نظر به ضروري امري چسبندگی

 هايچسبندگی در جدایه يهاژنروي میزان حضور  يامطالعه

ي کلینیکی در هانمونهشده از يآورجمعاستافیلوکوکوس 

است، هدف از انجام مطالعه  نشدهانجاممناطق مختلف ایران 

در  fnbBو    clfA ,clfB،fnbAي  هاژنحاضر، ارزیابی حضور 

 هاي کلینیکی منطقه سیستان بود.یزولها

 

 هامواد و روش
نمونه  250مقطعی، تعداد  -در این مطالعه توصیفی

( از بیماران بینی و ریهترشحات  و ادرار، خون) ینیکیکل

هاي منطقه سیستان در فاصله زمانی یمارستانبشده در يبستر

ي هانمونهي گردید. ابتدا آورجمع 91فروردین تا شهریور 

 شناسی دانشگاه زابلیکروبمشده به آزمایشگاه يآورجمع

هاي آگار خونی، مانیتول سالت آگار به یطمحمنتقل و روي 

سپس با  .گرما گذاري شد C°37ساعت در دماي  18-24مدت 

ي رایج بیوشیمیایی نظیر کاتالاز، کوآگولاز، هاتستاستفاده از 

، حساسیت به نووبیوسین و باسیتراسین، تعداد DNaseاوره، 

 .تعیین هویت گردید استافیلوکوکوس اورئوسایزوله  100

 یژنوم DNA استخراج  

ژنومی با استفاده از روش جوشاندن انجام  DNAاستخراج  

در  استافیلوکوکوس اورئوسهاي یزولهاخلاصه  طوربه. (13)شد 

)مرک آلمان( به  BHIلیتر محیط کشت یلیم 5لوله حاوي 

گرما  C°95 يدماساعت در انکوباتور شیکردار در  16-18مدت 

دقیقه با دور  1به مدت  هانمونهي شدند. سپس گذار

rpm14000  سانتریفیوژ گردیدند. بعد از خارج نمودن مایع

 PBS (1X) (Phosphate Buffer محلول 1ml دو بار با ،رویی

Salin میکرولیتر آب  100( شستشو داده شدند. در این مرحله

در  دقیقه 10به مدت  هانمونهها اضافه و یوبتمقطر استریل به 

 5به مدت  مجددا  داخل ترمومیکسر قرار گرفتند.  C°95 يدما

سانتریفیوژ گردیدند و سپس مایع  rpm14000دقیقه با دور 

در  شده استخراج DNAهاي جدید منتقل شدند. یوبترویی به 

در مایع رویی با  DNAوجود  .نگهداري شد -C°20 يدما

بررسی  nm260استفاده از اسپکتروفتومتر و با بررسی جذب در 

 گردید.

 زایماریبی هاژنبررسی فراوانی   

 برویف هايینپروتئي کد کننده هاژنبراي مطالعه وجود 

هاي یزولها( در clfBو  clfA) یبرینوژنو ف( fnbB و fnbA) نینکت

استفاده شد. توالی  PCRاز تکنیک  استافیلوکوکوس اورئوس

همکاران  وStutz ، Booth از مطالعات شدهاقتباسپرایمرهاي 

آمده است.  1در جدول  CP013231.1با کد دسترسی  (14 ،4)

 مطالعه نیمورداستفاده در ا یمرهایپرا یتوال -1جدول 
 

 

 منبع طول قطعه توالی نام پرایمر

clfA-F 5'-CGC CGG TAA CTG GTG AAG CT-3' 

314 (4) 
clfA-R 5'-TGC TCT CAT TCT AGG CGC ACT T-3' 

clfB-F 5' -ATG ATC TTG CTT GCG TT-3' 

215 (4) 
clfB-R 5'-CCG ATT CAA GAG TTA CAC C-3' 

fnbA-F 5'-GCG GAG ATC AAA GAC AAG TA-3' 

1284 (14) 
fnbA-R 5'-CAC CAT CTA TAG CTG TGT GG-3' 

fnbB-F 5'-GGA GAA GGA ATT AAG GCG-3' 

201 (14) 
fnbB-R 5'-GCC GTC GCC TTG AGC GT-3' 
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با استفاده از دستگاه ترموسایکلر  Multiple-PCRواکنش 

 MasterMix آنزیم  PCRاپندورف انجام گردید. جهت انجام 

Red×2  از شرکت پیشگام خریداري شد. در این واکنش، دو

 MasterMix  آنزیمتر از میکرولی 5/12الگو،  DNAمیکرولیتر از 

Red×2  باهمپیکو مول( از هر پرایمر را  10میکرولیتر ) 1و 

مخلوط و حجم نهایی آن با آب مقطر دو بار تقطیر استریل به 

 PCRهاي یکلسمیکرولیتر رسانده شد. برنامه اجرایی  25

 3به مدت  C95°شامل مراحل زیر بود. واسرشت اولیه در دماي 

سیکل حرارتی شامل: واسرشت در دماي  35دقیقه و سپس 

°C94  ثانیه، دماي اتصال پرایمر به  30به مدتDNA  الگو

ثانیه(، براي  30به مدت C56°) fnbBو fnbAي هاژنبراي 

ثانیه( و طویل شدن  30به مدت   C60°) clfBو clfA ي هاژن

یان دماي در پاو  ثانیه 30به مدت  C72°رشته الگو تکثیر در 

. (4)دقیقه انجام شد  4به مدت  C72°طویل شدن نهایی در 

میکرولیتر از محصول واکنش بر روي ژل  PCR ،5پس از انجام 

ولت  80یر ولتاژ تأثدقیقه تحت  80به مدت  %2آگارز 

یزي با آمرنگیرشده پس از تکثالکتروفورز گردید. قطعات 

 ,GelDocumentation (UVITECاتیدیوم بروماید با دستگاه 

Cambridge) جفت باز  100همچنین از مارکر  .مشاهده شد

استفاده گردید )شکل  PCRید وزن مولکولی محصولات تائبراي 

1). 

 نتایج
 ي بیوشیمیاییهاآزمون از پس باکتریایی ایزوله 100تعداد 

گردید.  شناسایی اورئوس استافیلوکوکوس عنوانبه استاندارد

 جهت آمدهدستبه اورئوس استافیلوکوکوس یزولها 100تمام 

گرفتند.  قرار مورداستفاده (clfBو  clfAي تجمع )هاژن شناسایی

به ترتیب  PCRایزوله به دنبال انجام  16و  19 از این میان،

نمودند جفت باز تولید  215و  314هاي اندازهبههایی فراورده

هاي مورد یزولهااز  %16و  %19 درمجموعرو ینازا(. 1شکل )

مثبت  clfBو  clfAي هاژنحضور  ازنظرآزمایش در این مطالعه 

هاي ینپروتئي کد کننده هاژنتکثیر  .(1بودند )نمودار 

 PCRي هافراوردهنیز به ترتیب  FnbB و FnbA چسبندگی

( که از 1شکل نمودند )جفت باز تولید  201و  1284 اندازهبه

 ازنظرایزوله به ترتیب  %19و  %25 موردمطالعهایزوله  100بین 

 .(1نمودار دادند )ي مذکور واکنش مثبت نشان هاژنداشتن 

نشان  موردمطالعههاي یزولهانتایج حاصل از این بررسی آماري 

را  موردنظري هاژنها حداقل حضور یکی از یزولها %50داد که 

فقط حاوي یک ژن،  هاآن %31ین مقدار نشان دادند که از ا

سه ژن از چهار ژن را  هاآندرصد  %6داراي دو ژن و  هاآن %13

 دارا بودند.

 

 

 

کنترل مثبت  3ردیف  ،fnbA یرشدهتکثژن  2و  1. ردیف موردمطالعه حدت یفاکتورها کننده کد یهاژن PCR محصولات نمونه -1شکل 

 9ردیف  ،cifA یرشدهتکثژن  8 ،7ردیف  ،fnbB یرشدهتکثژن  6 ،5 ،4ردیف  ،(fnbAژن مثبت برای  واکنش با س اورئو استافیلوکوکوس ایزوله)

 cifB یرشدهتکثژن  11 ،10ردیف  ( وcifBو  cifA یهاژنمثبت برای  واکنش با س اورئو استافیلوکوکوس کنترل مثبت )ایزوله
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 گیریبحث و نتیجه
 ین عواملترمهم از یکی عنوانبه اورئوس استافیلوکوکوس

 ،ي پروتز مفصلیهاعفونتهاي ضایعات چرکی در یجادکنندها

 . (15-17)است  شدهشناختهسطحی پوست تا عمقی 

Hensen( نشان 2000و همکاران )هاي یهسوکه در بین  اندداده

یی وجود هاتفاوتاتصال و تهاجم  ازنظر استافیلوکوکوس اورئوس

 هاي چسبان متعلقینپروتئ دهد کهیم. شواهد نشان (18)دارد 

هاي متصل شونده به ینپروتئمثل  MSCRAMMs خانواده به

(، Cna، کلاژن )(fnBA(، فیبرونکتین )clfA, Bفیبرینوژن )

 مؤثرند( در این اتصال Ebps( و الاستین )Bbpسیالوپروتئین )

و همکاران  Wannتوسط  شدهانجام. در پژوهش (20 ،19)

 استافیلوکوکوس اورئوس( مشخص شد که اتصال اولیه 2000)

ي اپیتلیال مجراي شیردهی میزبان به تعامل بین هاسلولبه 

ي میواپی تلیال هاسلولهاي سطحی چسبان باکتري و ینپروتئ

 اتاطلاع به . دسترسی(21)و فیبروبلاست میزبان بستگی دارد 

هاي چسبان ینپروتئي کد کننده هاژنمربوط به میزان حضور 

 در نیز و زایییماريب نحوه بهتر از با درک ارتباط سطحی، در

 از ناشی يهاعفونت از و جلوگیري کنترل تسهیل

 جهت کمی مطالعات است. مؤثر استافیلوکوکوس اورئوس

مناطق مختلف کشور وجود دارد.  در عوامل این شناسایی

ي کد هاژنبررسی میزان فراوانی  منظوربهرو این مطالعه ینازا

(، clfA, Bهاي متصل شونده به فیبرینوژن )ینپروتئکننده 

شده در منطقه سیستان يبستردر بیماران  (fnBAفیبرونکتین )

ایزوله  100از مجموع  ،حاضراست. در مطالعه  شدهانجام

و  %16و  %19یب به ترت clfBو  clfAي هاژن، فراوانی جداشده

 بودند. نتایج  %19و  %25به ترتیب   fnbBو  fnbAي هاژن

مشاهدات قاسمیان و همکاران در  با مخالف مطالعه این از حاصل

هاي یزولها تمام کهینا بر مبنی در تهران 2015سال 

را نشان دادند، است clfB و  clfAي هاژنحضور ِ موردمطالعه

( 2008و همکاران ) Zmantarي که توسط امطالعه. در (22)

ي هاعفونتاز  جداشده استافیلوکوک اورئوسهاي یزولهاروي 

ها به ایزوله %34و  %76گوش انجام گرفت، نشان دادند که 

. شماخی و (23) اندبوده clfAو  fnbAي هاژنترتیب واجد 

و fnbA ي هاژني نشان دادند که امطالعه( در 1391همکاران )

fnbB   است  شدهمشاهدهها یزولهااز  %65و  %80به ترتیب در

 121( مشخص کردند که از 1391. کیاوري و همکاران )(24)

 %65در  fnbB، ژن موردمطالعهاستافیلوکوکوس اورئوس ایزوله 

 شده است.ییشناساهاي بینی یزولها %54هاي بالینی و یزولها

بر روي  يامطالعهدر  2015قاسمیان و همکاران در سال 

شده در تهران يبستراز کودکان  جداشدههاي استافیلوکوک

 %6و  %63به ترتیب در  fnbBو  fnbAي هاژندریافتند که 

( نشان 2005و همکاران ) Arciola. (25)ها وجود داشت یزولها

 ارتباط در اورئوس استافیلوکوکوس هايیزولهادادند که اکثریت 

( و 98%) fnbAکننده  کد يهاژن واجد هاي ارتوپديعفونت با

fnbB (99% بود )(26)توسط  که يامطالعه . درDuran و 

 اورئوس استافیلوکوکوسهاي یزولها روي (2010) همکاران

 86جراحی انجام شد، نشان دادند که  يهازخم از حاصل

. همچنین مطالعه (27)بودند  fnbA ژن ایزوله حاوي( 97%)

Paniagua-Contreras  در مکزیک  2014و همکاران در سال

ي هاژناز کاتتر واجد  جداشدههاي یزولها %66نشان داد که 

clfA و clfB يهاژننقش  که یآنجائ. از (28) بودندclfAB   و

fnbAB مثل مختلفی هايیماريب در یک شاخص حدت عنوانبه 

 يهاو عفونتآرتریت سپتیک، تضعیف سیستم ایمنی میزبان 

 حاصل هايیافته (30 ،29)است  گردیده مشخص نیز استخوانی

فوق است. با توجه  شدهانجاممشاهدات  با مطالعه مخالف این از

که منبع عفونت نقش مهمی در تنوع الگوي فراوانی ژن به این

، تفاوت (25)هاي چسبیده سطحی را دارد ینپروتئکد کننده 

از  متأثرتواند یم شدهانجامنتایج مطالعه حاضر با سایر مطالعات 

و خصوصیات ژنتیکی  يبردارنمونهمنطقه جغرافیایی، محل 

ها حاوي یزولهااز  %6ها باشد. مطالعه حاضر نشان داد که یزولها

رسد چنین یمبودند. به نظر  موردمطالعهژن  4ژن از  3

و  یتو قابلبیشتر  غالب بودن اتصال هایی ممکن است ازیزولها

 طوربهي بیماران برخودار باشند. هاتباف به بیشتري انتشار

 

درصد برحسب موردمطالعه هايژنمیزان فراوانی  -1نمودار   
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در  موردمطالعه چهار ژنژن از  کم سه انتشار مطالعه این خلاصه

 100ها را نشان داد. اما با توجه به این نکته که از یزولهابین 

مورد از آن حداقل حضور یکی از  50، موردمطالعهایزوله 

نقش احتمالی  ی را نشان دادند بیانگرموردبررسي هاژن

 در فیبرونکتین و فیبرینوژن به متصل شونده هايینپروتئ

بیماران این  در اورئوس استافیلوکوکوس از ناشی زایییماريب

ي هاپژوهشباشد؛ لذا اهمیت مطالعات بیشتر و یم منطقه

هاي چسبیده ینپروتئي کد کننده هاژندر خصوص  ترگسترده

به تفکیک محل  استافیلوکوکوس اورئوسسطحی در باکتري 

در  هاآنطلبد تا نقش یمعفونت توسط سایر پژوهشگران را 

 زایی بهتر آشکار گردد.یماريب
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Abstract 
 

Background & Objective: Staphylococcus aureus is one of the most frequently opportunistic pathogens 

isolated from nosocomial infections, responsible for severe infections such as bacteremia, endocarditis, 

and skin infections. Surface proteins such as fibrinogen and fibronectin-binding proteins are important 

factors in adhesion and invasion of S. aureus. Therefore, the objective of this study is to evaluate the 

presence of genes clfA, clfB, fnbA, and fnbB in isolates of S. aureus collected from clinical specimens of 

hospitalized patients in Hospitals of Zabol -Iran. 

Materials & Methods: In this cross-sectional study, 100 S. aureus isolates were collected from January to 

August 2013 from hospitalized patients at zabol-Iran. The isolates were confirmed by conventional 

biochemical tests. DNA of all isolates was extracted by boiling method. Multiplex PCR was used to 

identify the presence of virulence genes. The data were analyzed using Fisher's exact test. 

Results: The results of this study showed that 50% of isolates possess at least one of the studied genes. 

The frequency of genes encoding fibrinogen (clfA, clfB) and fibronectin (fnbA, fnbB) were 19%, 16% and 

25%, 19% respectively. 

Conclusion: This study showed that the studied genes are found in small percentage of isolates. Further 

investigations on these genes are needed to clarify their role in the pathogenesis of S. aureus infections. 
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