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های بالینی استافیلوکوکوس  در نمونه clfAژن  3ʹناحیه پلی مرفیسم طولی 

 شده از سه بیمارستان شهر قم اورئوس جداسازی

  3فاطمه محمدصالحی ،2محمدرضا مهرابی،  1رضا یاری

 واحد بروجرد، بروجرد، ایران گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه آزاد اسلامی،، بیولوژی سلولی ملکولی استادیار. 1

 استادیار هماتولوژی و بانک خون، گروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد بروجرد، بروجرد، ایران .2

 ایرانواحد بروجرد، بروجرد،  ارشد زیست شناسی سلولی ملکولی، گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، آموخته کارشناسی دانش. 3
 (25/05/9017 :؛ تاریخ پذیرش08/00/9017: تاریخ دریافت)

 

 چکیده

استافیلوکوکوس اورئوس آنزیم، پروتئین و توکسینهای متعددی جهت حفظ بقاء، تجزیه پروتئینها، قندها، چربیها و اسیدهای : مقدمه

از مهمترین عوامل بیماریزای . دنوکلئیک میزبان، مقاومت در برابر داروها، اتصال به سلولهای میزبان و افزایش بیماریزایی تولید می کن
هدف مطالعه حاضر بررسی . این پروتئین باعث اتصال باکتری به فیبرینوژن می شود. است Clf Aسطحی این باکتری، فاکتور تجمع یا 

 . می باشد clf Aژن  0ʹوجود تنوع در انتهای

عرب نیا و شهید بهشتی پس از تایید در -، کامکار(یتیهدا)بیمارستان نکویی 0نمونه بالینی جداسازی شده از  900: مواد و روش کار

 .از پرایمرهای اختصاصی جهت ارزیابی ناحیه متغیر ژن استفاده شد. انتخاب شدند 16s rRNAآزمونهای میکربی، بیوشیمیایی و ملکولی 

 ها ژن مذکور، کلیه نمونه اختصاصی PCRپس از . انتخاب شدند clf Aنمونه پس از آزمونهای مختلف برای بررسی ژن  900: نتایج

با توالی استاندارد به شرکت مربوطه جهت توالی یابی ارسال  ها امپلیکونها جهت مقایسه توالی. تولید کردند bp 9900امپلیکونهایی با اندازه 
 .شد

این نخستین . گزارش کردند bp 9000تا  100ی ها سایر محققان در نتیجه مطالعه با همین پرایمر امپلیکونهایی با اندازه: گیری نتیجه

نوکلئوتیدی مینی ساتلایت گزارش شده که  98در این ناحیه تکرار . می باشد clf Aژن  0ʹگزارش از پلی مرفیسم طولی دیگری در ناحیه 
پلیمراز می شود و منجر به ایجاد نسخه جدیدی از این ژن و  DNAتوسط  Replication Slippageباعث خطا در همانندسازی بصورت 

 .این مطالعه نیاز به بررسی بیشتر توالی مذکور و نیز پروتئین کدشده دارد. ی شهرستان قم شده استها فراگیری آن در نمونه

 ناگکلیدواژ

  .clf Aژن ، استافیلوکوکوس اورئوس، پلی مرفیسم
 

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه: rezayari1352@gmail.com 
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 مقدمه 

گولاز دانشمندان را قادر آآزمون کو 0391 سال در

سمای خون ترشح به شناسایی آنزیم منعقد کننده پلا

 این باکتری. شده از استافیلوکوکوس اورئوس کرد

و هنوز هم  بوده ها خطرناک ترین نوع استافیلوکوکوس

 ها ی زخم در بیمارستانها شایع ترین علت عفونت

باکتری دارای گستردگی وسیعی (. 0)شود محسوب می

ی بیماریزای فرصت ها در طبیعت بوده و جزء باکتری

در مواردی نظیر استفاده از  و دشوطلب قلمداد می 

تجهیزات پزشکی خصوصاً در افراد بسیار جوان، افراد 

مسن و بیمارانی که نقص ایمنی دارند عفونت ایجاد 

استافیلوکوکوس  یها گونه تقریباً تمام(. 2)می کند
 ها و توکسینها ، پروتئینها آنزیم گروهی از اورئوس

، هیالورونیداز، زلیپا، پروتئاز، نوکلئاز، گولازآکو شامل

برای بقاء، تجزیه را  کاتالاز و کلامپینگ فاکتور

پروتئینها، قندها، چربیها و اسیدهای نوکلئیک میزبان، 

های میزبان و  مقاومت در برابر داروها، اتصال به سلول

 کنند و استافیلوکوکوس ترشح میزایی  افزایش بیماری

جاد به ای قادر عواملودن این بدارا علت به اورئوس

 (.4و  9) باشد می تمام نقاط بدن عفونت در

 یاتصالپروتئین استافیلوکوکوس اورئوس چندین 

برای را در سطح خود  9(MSCRAMMs)خاص 

 تولید چسبنده ماتریکس سطحی شناسایی اجزاء

 به استافیلوکوکوس اورئوساتصال خاص . کند می

 ی باشدم Aمع فاکتور تج کمکفیبرینوژن عمدتاً با 

clf A ژن کروموزومی توسطکه 
. کدگذاری می شود 2

پروتئین . جفت باز می باشد 0100به طول  clf Aژن 

Clf A  مسئول چسبندگی استافیلوکوکوس اورئوس

دیواره سلولی استافیلوکوکوس  است و یکی از اجزاء

اورئوس است که به فیبرینوزن سطح سلول متصل 

                                                        
1. Microbial Surface Components Recognizing Adhesive 

Matrix Molecules  

2. Clumping Factor A 

 مدل عفونت ازچند  در مهم بیماریزاییشده و عامل 

فاکتور تجمع از . به شمار می رود جمله آرتریت عفونی

گولاز متمایز بوده و جزء ترکیب سطحی آکو

 (. 5) استافیلوکوکوس اورئوس می باشد

Clf A  مسئول تجمع غیرآنزیمی استافیلوکوکوس

چسبندگی  بهبوداورئوس در پلاسما است و برای 

 بکار می رودی باکتری به سطوح فیبرینوژن ها سلول

از استافیلوکوکوس  میزان زیادیبه  این پروتئین (.6)

اورئوس در برابر فاگوسیتوز ماکروفاژها محافظت می 

باعث  استافیلوکوکوس اورئوس توسطclf A بیان .کند

هم  .می شودی طحال ها افزایش تکثیر سلول

محافظت در برابر فاگوسیتوز و هم فعالیت ایمنی 

اریزایی به بیم ،clf Aافزایش یافته توسط بیان 

استافیلوکوکوس اورئوس در داخل بدن کمک می کند 

اتصال به  درتوانایی استافیلوکوکوس اورئوس (. 0)

پیشبرد چسبندگی  نقش مهمی درفیبرینوژن، 

باکتریایی به کاتترهای داخل عروقی و بافت میزبان در 

 (.8) داردطول عفونت 

منجر به  clf Aتکثیر ژن انجام شده طبق مطالعات 

جفت باز  0111یک قطعه واحد با اندازه حدود  تولید

که نشان می دهد این ژن در اندازه خود  گرددمی 

از توالی اسید %  04بیش از  (.3)پلی مرفیسم ندارد 

متفاوت است که  ها بین توالی ایزوله clf Aآمینه اولیه 

و  clf Aمی تواند ترکیب اپی توپ و آنتی ژنیسیته 

استافیلوکوکوس اورئوس را ی ها ایمنی زایی بین سویه

 ها تفاوت در اندازه ژن بین سروتیپ(. 01)تغییر دهد 

می باشد که  9تلایتیای مینی سها وجود توالیبعلت 

پلیمراز در  DNAباعث ایجاد پدیده لغزش در عملکرد 

همانند سازی می گردد و احتمال ایجاد  زمان

(. 00)یی با جهش و تکرار را ایجاد خواهد کرد ها سویه

با تکرار زیاد در  DNAتلایتی از ای مینی سها توالی

کیلوباز هستند که به صورت پشت  05تا  یکحدود 

                                                        
3. Minisatellite 
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ی تکرار شونده ها سر هم قرار گرفته اند و طول واحد

 (.02)جفت باز است  61تا  01در آنها 

هدف از مطالعه حاضر بررسی وجود پلی مرفیسم 

ی ها هدر نمون clf Aژن  9ʹطولی احتمالی در ناحیه 

بومی ایران در شهر قم با استفاده از پرایمرهای 

اختصاصی استفاده شده در مطالعات سایر محققان 

در مطالعات گذشته نشان داده شده بود که  .است

ناحیه مذکور فاقد پلی مرفیسم طولی است و قطعات 

حاصله با پرایمرهای یکسان حدود هزار جفت باز 

 .بودند

 ها مواد و روش

 ها وری و کشت نمونهجمع آ( الف

 حداقل در بالینی تهیه گردید و نمونه 011تعداد 

 آزمایشگاه دانشگاه به سرمایشی شرایط حفظ با زمان

 ها نمونهاین  .گردید آزاد اسلامی واحد بروجرد منتقل

( نمونه 69)، نکویی (نمونه 46)بیمارستان کامکار  9از 

شهرستان قم جمع آوری ( نمونه 50)و شهید بهشتی 

در کلیه مراحل پژوهش حقوق بیماران و . شده بود

. ی بین المللی اخلاقی رعایت گردیدها کلیه پروتکل

با استفاده از فرمول کوکران برای  ها تعداد نمونه

همچنین در این  .جمعیت فوق محاسبه گردید

باکتری  ATCC 6998 بومی سویه استاندارد تحقیق،

مثبت و  کنترل به عنوان اورئوس استافیلوکوکوس

سایر اطلاعات نظیر . شاهد مورد استفاده قرار گرفت

  .لحاظ نشده است.. جنسیت، سن و

 BHIی کشتها از محیط
جهت رشد  TSAآگار و  0

آن  DNAباکتری استافیلوکوکوس اورئوس و استخراج 

از رنگ آمیزی گرم، آزمونهای  .استفاده شد

، MSAبیوشیمیایی و میکربی افتراقی نظیر کوآگولاز، 

DNase و نیز آزمون ملکولی s rRNA06  در ایجاد

                                                        
1. Brain Heart Infusion Agar 

 ها جهت شناسایی قطعی نمونه bp 403های  امپلیکون

های  تصویر ژل و تست(. 04و  09، 4)استفاده شد 

 .بیوشیمیایی ارایه نشده است

 DNAاســتاراو و یییــیف کیفیــت و کمیــت    ( ب

 استاراجی

 یها جدایه استخراج ژنوم باکتری منظور به

 در ساعته 24 کشت از دو اورئوس، ساستافیلوکوکو

طی دو . براث استفاده گردید BHIآگار و  BHIمحیط 

 90ساعته در دمای  08-24روز متوالی و دو دوره 

آگار و سپس  BHIدرجه سانتی گراد بر روی محیط 

BHI سپس . (4)براث، رشد باکتری به حداکثر رسید

کیت )طبق دستورالعمل شرکت سازنده کیت 

 .Cat Noتری گرم مثبت سیناکلون استخراج باک

PR881614 )  انجام شد استخراجمراحل. 

 براستخراج شده  DNAکیفیت و کمیت  سپس

 DNAغلظت  شاخص دو بررسی همزمان اساس

 در DNAماکروگرم  میزان حسب بر) شده استخراج

 فاکتور وبا کمک ژل الکتروفورز  (لیتر میلی یک

با ( 281A/261Aطبق شاخص جذب ) DNA خلوص

 .شد کمک نانودراپ بررسی

 و ژل الکتروفورز PCRانجام ( و

 clf Aژن  جهت شناسایی PCRبرنامه پرایمرها و 

با استفاده از دستگاه  مورد بررسیی ها نمونهدر 

ی ها براساس داده 011Tمدل  BIO-RADترموسایکلر

از سوش  .بهینه سازی شد 2و  0جداول 

وان به عن ATCC 6998استافیلوکوکوس اورئوس 

 .استفاده شد PCRکنترل مثبت در تمام مراحل 
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 PCRمطالعه به همراه اندازه امپلیکونهاي حاصل از  در رفته كار به پرايمرهاي و هدف يها ژن -1 جدول

 منبع (bp) اندازه امپلیکون ('3-'5) توالی پرایمر ژن

06s rRNA  
F: GGAATTCAAATGAATTGACGGGGG 

403  04 
R: CGGGATCCCAGGCCCGGGACCGTATTCAC 

clf A 
F: GGCTTCAGTGCTTGTAGG 

 05و  09، 3  0111 تا 311
R: TTTTCAGGGTCAATATAAGC 

 

 95ماکرولیتر و در  25در حجم PCRواکنش 

 .زمانی مشخص شده انجام شد/چرخه دمایی
 

 clf Aژن  PCRواكنش  شده زمانی بهینه/برنامه دمايی -2جدول 

 PCRزمانی -برنامه دمایی

 دناتوراسیون اولیه دقیقه 9 درجه سانتی گراد 34

 دناتوراسیون در چرخه دقیقه 0 درجه سانتی گراد 34

 اتصال پرایمر دقیقه 0 درجه سانتی گراد 56

 پلیمریزاسیون دقیقه 0 درجه سانتی گراد 02

 پلیمریزاسیون نهایی دقیقه 5 درجه سانتی گراد 02

 DNAیر جهت تکث Pfuپلیمراز  DNAاز آنزیم 

استخراج شده و  DNAجهت مشاهده . استفاده شد

ی مورد ها مشاهده محصول تولید شده از تکثیر ژن

 8/0و  8/1نظر به ترتیب از الکتروفورز با ژل آگارز 

 و در حضور  DNA safe stainرنگکمک با  درصد

DNA  مارکرbp 51 شرکت سینا کلون(Cat. No. PR 

 . استفاده شد( 901633

 نتایج 

نمونه بالینی در مطالعه حاضر مورد بررسی  011

از بیمارستان % 93قرار گرفتند که به ترتیب فراوانی 

از % 23بیمارستان شهید بهشتی و % 92نکویی، 

 .بیمارستان کامکار جداسازی شدند

 0011محصول واکنش با اندازه  PCRطی واکنش 

مشاهده  (0)مطابق شکل  ها نمونهجفت باز در تمامی 

جفت بازی حاصله در مقایسه با  0011طعه ق. گردید

باکتری استافیلوکوکوس   6998ATCCنمونه شاهد 

اورئوس که به عنوان کنترل مثبت استفاده شده است، 

جهت تعیین اندازه قطعات تکثیری  .مثبت انگاشته شد

. استفاده شد L هایدر ستون bp51از نشانگر ملکولی 

بت و منفی بیانگر کنترلهای مث( -)و )+( ستونهای 

 clf Aی دارای ژن ها نمونه 04تا  0های  بوده و ستون

 (. 0شکل ) جفت باز می باشند 0011به اندازه 

 
 هاي  آگارز امپلیکون %8/1 الکتروفورز ژل -1شکل 

 clf Aژن  حاصل از تکثیر

 بحث

در دهه گذشته چندین مطالعه در خارج از کشور 

گزارشی از بر روی این ژن انجام شده است اما تاکنون 

مطالعه پلی مرفیسم این ژن در ایران ارائه نشده 

با توجه به ضرورت بررسی این ژن در . (00-8)است

ی جداسازی شده ها نمونهایران اقدام به بررسی آن در 

. گردیدسه بیمارستان قم  بیماران بستری دراز پوست 

در این مطالعه بر خلاف سایر مطالعات انجام شده بر 

 تا 311که همگی قطعه ای در حدود  clf Aروی ژن 
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 ،تکثیر کردندبا پرایمرهایی یکسان جفت باز را  0111

 011جفت بازی در تمامی  0011قطعه امپلیکون 

 . داده شد نشان نمونه
که  2118در سال و همکاران   Reinosoمطالعهدر 

سویه جمع آوری شده از انسان، گاو و  45 روی بر

نمونه  41 ، درام شده بودمواد غذایی در آرژانتین انج

جفت  311قطعه  نمونه 5جفت بازی و  0111قطعه 

و مشخص شد که این ژن از نظر  تکثیر شدبازی 

ی مختلف جداسازی شده ها اندازه تفاوتی بین گونه

در سال و همکاران   Akinedenهمچنین. (3)ندارد

و   Reinosoنتیجه ای مشابه با نتایج مطالعه 2112

 نمونه 019آنها از مجموع . ردندهمکاران بدست آو
مزرعه  8جداسازی شده از گاو مبتلا به ورم پستان در 

را در یک قطعه با  clf Aمختلف در آلمان، تکثیر ژن 

مشاهده  ها جفت باز در اکثر نمونه 0111اندازه حدود 

جداسازی شده  نمونه 8در این میان فقط . کردند

، رش دامپرو مورد مطالعه مربوط به یکی از مزارع

نیز بر آنها . جفت باز را نمایش داد 351تکثیر قطعه 

ی ها نمونهاین باورند که پلی مرفیسمی بین 

ورم پستان گاو در اورئوس موجود در استافیلوکوکوس 

ی مختلف در نقاط مختلف دنیا وجود ندارد ها بین گله

ی تکثیر شده از این ژن حدوداً یکسان ها و تمام قطعه

از دیگر موارد متفاوت با . (05)تو نزدیک بوده اس

در سال و همکاران   Aherمطالعه ،مطالعه حاضر

بود که تحقیقی بر روی استافیلوکوکوس  2102

موجود در دستگاه تنفسی بزهای به ظاهر اورئوس 

این محققین پس از جداسازی . سالم انجام داده بودند

با  اورئوسی شناخته شده استافیلوکوکوس ها نمونه

از سه ژن آنها را مورد بررسی قرار دادند و از  استفاده

شناسایی شده استافیلوکوکوس  نمونه 49مجموع 

را در  clf Aژن %(  6/25)نمونه  00، تنها اورئوس

در نتیجه . (09)جفت باز تکثیر کردند 381اندازه 

تفاوت سه مطالعه مشابه با مطالعه حاضر، از لحاظ 

این ژن در اندازه قطعه تکثیر شده و همه گیری 

از . با مطالعه حاضر کاملاً مشهود بود ها تمامی نمونه

 clfاز توالی اسیدآمینه اولیه %  04آنجایی که بیش از 

A و طبق مقاله ( 01)متفاوت است  ها بین توالی ایزوله

Sabat  مبنی بر اینکه ژن  2119و همکاران در سال

clf A  9ˊنوکلئوتیدی در منطقه 08دارای یک تکرار 

را  Ser-Aspاست که تکرارهای دی پپتید  خود

در نتیجه احتمال ایجاد تفاوت  (00)کدگذاری می کند

بالا  ها ی مختلف باکتریها در اندازه ژن بین سروتیپ

ی مینی ساتلایتی ها می رود چرا که وجود این توالی

پلیمراز در  DNAباعث ایجاد پدیده لغزش در عملکرد 

تمال ایجاد همانند سازی می گردد و اح زمان

. (09)یی با جهش و تکرار را ایجاد خواهد کردها سویه

تکثیر شده در این مطالعه  clf A ژن علت تفاوت طول

ی ها با برخی از مطالعات دیگر نیز به ماهیت این توالی

باز می گردد که توانسته باعث ایجاد  ماهواره ای

جهش دو برابرسازی و تکرار در ناحیه متغیر این ژن 

ایجاد نسخه توالی جدید این ژن در تمامی . گردد

ی تکثیر شده در این مطالعه به نظر مربوط به ها نمونه

در ایران و به خصوص  clf Aفراگیری این نسخه از ژن 

 .در شهرستان قم می باشد

 0011نکته مهم در این مطالعه وجود امپلیکون 

bp  در تکثیر ژنclf A 6998 ایزوله استاندارد ATCC 

که در یک فرضیه می تواند حاکی از بومی  می باشد

بودن این نوع پلی مرفیسم در ایران باشد و یا به 

دلایلی ناشناخته این پلی مرفیسم در باکتری 

استاندارد فوق نیز بوجود آمده است که نیاز به 

 .مطالعات بیشتری دارد

 گیری نهایی نتیجه

با  clf Aقطعات تکثیر شده طول شباهتی بین 

تفاوت در . ذشته جهانی مشاهده نشدتحقیقات گ

ی مورد ها ی مختلف باکتریها اندازه ژن بین سروتیپ

نوکلئوتیدی در  08تکرار  مطالعه بعلت وجود
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به دلیل عدم وجود . می باشد clf Aژن  9ˊمنطقه

مطالعه ای مشابه در ایران می توان تنها علت ایجاد 

توالی متفاوت در این تحقیق را مربوط به منشاء 

اسازی باکتری و فراگیری این ژن در شهرستان قم جد

و به طور کلی در ایران دانست که نیاز به مطالعات 

بیشتر نظیر تعیین توالی و بررسی پروتئین کد شده 

امپلیکونها جهت تعیین توالی و مقایسه با  .می باشد

مورد مطالعه بیشتر قرار  clf Aتوالی استاندارد ژن 

 .گرفتند

 یشکر و قدردانی

این مقاله حاصل نتایج پایان نامه خانم فاطمه 

محمد صالحی دانشجوی کارشناسی ارشد بیولوژی 

سلولی ملکولی دانشگاه آزاد واحد بروجرد با کد 

از تلاشهای صمیمانه . می باشد 0029155432116

ی ها دکتر علی جوادی و مهندس لدنی در دانشکده

 پزشکی واحدهای قم و بروجرد تشکر و قدردانی می

 .شود

 یارض منافعی

نویسندگان بدینوسیله بدون هیچ گونه تعارض، 

رضایت خویش را با چاپ مقاله حاضر در مجله اعلام 

 .می دارند
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