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مقایسه شیوع ژن های کد کننده پروتئین های متصل شونده به کلاژن 
)cna( و فیبرونکتین )fnb( در جدایه های استافیلوکوکوس آرئوس                                      
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 چکیده  
زمینه مطالعه: اســتافیلوکوکوس آرئوس )S. aureus( ژن های حدت متنوعی دارد که در بروز عفونت های ناشــی از این عامل نقش دارند. 
هدف: هدف از این تحقیق، بررسی فراوانی ژن های مربوط به عوامل چسبان پروتئین متصل شونده به کلاژن )cna( و پروتئین متصل شونده به 
فیبرونکتین )fnb( در جدایه های استافیلوکوکوس ارئوس  حاصل از مواد غذایی و عفونت های درمانگاهی بود. روش کار: در محدوده زمانی سال های 
1392-1389، تعداد 38 جدایه استافیلوکوکوس آرئوس از نمونه های درمانگاهی و 32 جدایه نیز از نمونه های مواد غذایی جداسازی و جمع آوری 
 aroA با تکثیر ژن DNA قرار گرفتند. صحت استخراج DNA گردید. تمام جدایه ها با روش های بیوشــیمیایی شناسایی شــده و مورد استخراج
به وسیله PCR در هر یک از جدایه ها مورد تأیید قرار گرفت و سپس حضور ژن های cna و fnb در DNA هر یک از جدایه ها با PCR به کمک 
پرایمرهای اختصاصی این ژن ها ردیابی شد. نتایج: نتایج نشان داد از میان 38 جدایه به دست آمده از نمونه های درمانگاهی تعداد 15 )39/5%( و 
32 )84/2%( جدایه و از میان 32 جدایه با منشأ مواد غذایی تعداد 10 )31/2%( و 16 )50%( جدایه به ترتیب واجد ژن های cna و fnb بودند. تعداد 
13 جدایه  درمانگاهی )34/21%( و 6 جدایه با منشأ مواد غذایی )18/7%(، واجد هر دو ژن چسبان cna و fnb بودند و تعداد 4 جدایه درمانگاهی 
)10/5%( و 12 جدایه با منشأ مواد غذایی )37/5%( فاقد هر دو ژن بودند. نتیجه گیری نهایی: با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه می توان گفت، 
اگرچه این عوامل چسبان در همه جدایه های درمانگاهی استافیلوکوکوس اورئوس بیان نمی شوند، اما شیوع آن ها بالا بوده و ممکن است، استفاده 

از فراورده این دو ژن در واکسن های ضد این عامل در جلوگیری از عفونت های حاصل از این باکتری مؤثر واقع شود. 

واژه های کلیدی: عوامل حدت، fnb ،cna، استافیلوکوکوس آرئوس

مقدمه
استافیلوکوکوس آرئوس در اغلب موارد به عنوان یک باکتری مهم در بروز 

مســمومیت های غذایی و عفونت های درمانگاهی مطرح بوده اســت. این 

باکتری به صورت گســترده ای بر روی پوســت و مخاط انســان و حیوانات 

حضورداشــته )14، 2( و ســبب آلودگی مواد غذایی می شــود. عفونت های 

درمانگاهی ناشــی از این باکتری نیز متعدد بوده و خســارت های اقتصادی 

فراوانی را باعث می شود )17(.

اســتافیلوکوکوس آرئوس عوامل حدت زیادی دارد که موجب استقرار 

در بدن میزبان، تهاجم به پوست آسیب دیده و مخاط، انتشار در بدن و فرار 

از مکانیســم های دفاعی میزبان می شــوند. عوامل حدت در ایجاد عفونت 

و بیماری، همچنین در پایداری و انتشــار باکتری نقش بســزایی دارند )6(. 

ازجمله عوامل حدت این باکتری مولکول های چســبانی اســت که باعث 

اســتقرار این عامل در بدن و سپس تهاجم به بافت های مختلف می گردند 

)15، 10(. از میان مولکول های چسبان این باکتری، پروتئین متصل شونده 

 )FnB( و پروتئین های متصل شــونده بــه فیبرونکتین )Cna( بــه کلاژن

می باشند که FnB انواع A و B دارد )8، 6(. مطالعات گوناگون نشان داده اند 

که عوامل چسبان متصل شونده به کلاژن و متصل شونده به فیبرونکتین 

در فاز تهاجمی باکتری فوق نقش دارند )20، 13، 8، 7، 1( و ممکن اســت 

استفاده از این پروتئین ها یا ژن های آن ها در پیشگیری از عفونت ناشی از 

استافیلوکوکوس آرئوس مؤثر واقع شود )19(.

 به دلیل اهمیت بیماری های ایجادشده توسط استافیلوکوکوس آرئوس 

و ضرورت معرفی راه های جدید جهت کنترل این عفونت ها، بررسی فراوانی 

ژن های cna و fnb در تعداد 70 جدایه استافیلوکوکوس آرئوس مدنظر قرار 

گرفت تا در صورت وفــور قابل توجه این عوامل حدت در جدایه های فوق، 

قدم های بعدی در خصوص اســتفاده از این پروتئین ها یا ژن های آن ها در 

پیشگیری از عفونت های متعدد استافیلوکوکوس آرئوس در دام ها برداشته 

شود.

مواد و روش کار
در فاصله ســال های 1389 تا 1392 تعداد 38 جدایه استافیلوکوکوس 
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آرئوس از نمونه های درمانگاهی )التهاب پستان، آبسه و غیره( و 32 جدایه 

نیز از نمونه های مواد غذایی )شــیر، سمبوســه، همبرگر و غیره( جداسازی 

و جمع آوری گردید. باکتری های جداشــده با اســتفاده از روش های متداول 

فنوتیپی شــامل مورفولــوژی کلنی روی آگار خون و مانیتول ســالت آگار، 

نــوع همولیز، واکنش گرم، آزمایش های کواگــولاز داخل لوله ای، کاتالاز، 

DNase، تخمیر مالتوز و تولید اوره آز شناسایی شدند )12(. در این تحقیق 

DNA اســتافیلوکوک ها، بــا اســتفاده از کیت اســتخراج DNA باکتری 

)تکاپوزیســت، ایران( اســتخراج گردید. محصول اســتخراج در µl  40 آب 

مقطــر دو بار تقطیر اســتریل حل و در oC 20- تا زمان اســتفاده نگهداری 

شد. استخراج صحیح DNA با تکثیر ژن aroA با پرایمرهای اختصاصی 

)11(  در هــر یــک از  DNA های استخراج شــده مورد تأییــد قرار گرفت و 

 PCR هر یک از جدایه ها با DNA در fnb و cna ســپس حضور ژن های

به کمک پرایمرهای اختصاصی  طراحی شــده برای این ژن ها ردیابی شد. 

 aroA، توالی پرایمرهای اختصاصی مورداســتفاده جهــت ردیابی ژن های

fnb و cna با روش PCR در جدول 1 نشــان داده شــده است.  پرایمرهای 

اختصاصی ژن های cna و fnb با اســتفاده از نرم افزار Primer3 و ردیف 

 AB266874.1 به شماره دسترسیcna  ژن چسبان A  نوکلئوتیدی ناحیه

که از بانک ژن اســتخراج شد؛ و ژن کد کننده ناحیهDu-----D4 )ناحیه  

باند شونده به لیگاند( پروتئین  متصل شونده به فیبرونکتین که از بانک ژن  

به شماره دسترســی J04151.1 استخراج شــد، طراحی گردید و از طریق 

شرکت سیناکلون سفارش ساخت داده شدند.

واکنش PCR با اســتفاده از µl 25 مخلوط واکنش انجام شد. ترکیب 

مــواد مورداســتفاده برای PCR به طــور جداگانه برای هرکــدام از ژن های 

aroA، fnb و cna حاوی µl 12/5 از مسترمیکس 2X )سیناژن، ایران(، 

 aroA، fnb 10 پیشــین و معکوس µmol 1 از هرکدام از پرایمرهای µl

   3 µl 7/5 آب مقطر دو بار تقطیر استریل و µl ،)سیناکلون، ایران( cna یا

از DNA الگو بود.

برنامه حرارتی PCR برای ژن aroA شــامل دناتــوره کردن اولیه در 

دمــای oC 94 به مدت 2 دقیقه و 40 چرخه شــامل دناتــوره کردن، اتصال 

  72 oC پرایمرها و امتداد به ترتیب در دماهای 94 )1 دقیقه(، 58 )1 دقیقه( و

)1/5 دقیقه( و امتداد نهایی در دمای oC 72 به مدت 10 دقیقه بود.

برنامه حرارتی PCR برای ژن های   fnb و cna شــامل دناتوره کردن 

اولیه در دمای oC 94 به ترتیب به مدت 5 دقیقه و 30 چرخه شامل دناتوره 

کردن و اتصال پرایمرها به ترتیب در دماهای oC  94 و 57، هر یک به مدت 

30 ثانیه، امتداد در دمای oC  72 به مدت 45 ثانیه و امتداد نهایی در دمای 

oC 72 به مدت 5 دقیقه بود.

مقــدار µl 10 از محصول PCR با µl 2 بافر بارگذاری مخلوط و در ژل 

آگاروز 1% حاوی Safe stain در کنار مارکر bp 100 با جریان برق 90 ولت 

به مدت 45 دقیقه الکتروفورز گردید. پس از پایان الکتروفورز جهت مشاهده 

باندهای تفکیک شده، ژل در دستگاه ترانس ایلومیناتور قرار داده شد و باند 

DNA تکثیــر یافته و طول آن مورد بررســی قرار گرفــت. برای هریک از 

ژن های فوق یک نمونه از محصول تکثیر یافته شده جهت تعیین سکانس 

به شرکت تکاپوزیست ارسال شد و توالی باز های ژن های تکثیر یافته مورد 

بلاست قرار گرفت.

نتایج به دست آمده از آزمون PCR با استفاده از نرم افزار آماری spss و 

آزمون مربع کای مورد تجزیه  وتحلیل قرار گرفتند. مقدار p>0/05 مبنای 

اختلاف آماری داده ها در نظر گرفته شد.

نتایج
حضــور ژن aroA در تمامــی جدایه های موردمطالعــه تأیید گردید و 

محصول PCR  این ژن در نمونه های شاهد مثبت و نمونه های موردمطالعه 

بانــدی واضح با اندازه موردنظــر )bp 1283( را تولید کردند )تصویر 1(.  در 

ردیابی ژن هــای fnb و cna از نمونه هــای درمانگاهی به ترتیب در تعداد 

32)84/2%( و 15)39/5%( و در جدایه هــای حاصل از مواد غذایی به ترتیب 

در 16)50%( و 10)31/2%( جدایه باند موردنظر ژن های فوق مشــاهده شد 

)تصویر 2،3(. تعداد 4 جدایه درمانگاهی )10/5%( و 12 جدایه با منشــأ مواد 

غذایــی )37/5%( فاقــد هر دو ژن چســبان cna و fnb بودنــد. در بین 32 

جدایه با منشأ مواد غذایی و 38 جدایه درمانگاهی به ترتیب 6 )18/7%( و 13 

)34/21%( جدایه هر دو ژن های موردمطالعه را داشتند. آنالیز بلاست توالی 

 cna باز های ژن های تکثیر یافته، نشان داد ژن های تکثیر یافته مربوط به

و fnb  بوده اند. بین توالی به دســت آمده از واکنش PCR یکی از جدایه ها 

با دیگر توالی های cna موجود در بانک ژن 98 تا 100%  و در خصوص ژن 

fnb، 96 تا 100 % شباهت  وجود داشت.

آزمون مربع کای نشــان داد با بیش از 98% اطمینان، فراوانی ژن های 

.S. aureus  در cna و aroA، fnb جهت جستجوی ژن های PCR جدول 1. توالی پرایمرهای به کاررفته در

منبعاندازه برحسب bpتوالی اختصاصیژن

aroAForward: 5´ - AAGGGCGAAATAGAAGTGCCGGGC- 3´
´3 -CACAAGCAACTGCAAGCAT - ´5 :Reverse

Marcos و همکاران، 12831999

fnbForward: 5´- TACCATACTGCTGTGGATAGYGAA 3-´
´3-TTAGCTTACTTTTGGAAGTGTATCTTCTTC -´5 :Reverse

این مطالعه820

cnaForward: 5´- TGGCACGAGATATTTCATCA 3-´
´3-TAGATTGGTTTTTCAGTATTAG -´5 :Reverse

این مطالعه1500
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fnb  در جدایه های با منشــأ درمانگاهی بیشــتر از جدایه های با منشأ مواد 

غذایی است )p>0/02(، اما بین این دودسته از جدایه ها ازنظر فراوانی ژن 

cna تفاوتــی وجود نداشــت )p=0/32(. آزمون مربع کای هم چنین دال بر 

فراوانی بیشــتر جدایه های فاقد هر دو ژن در جدایه های اســتافیلوکوکوس 

ارئوس با منشــأ مواد غذایی بــود )p=0/008(، اما بین جدایه های واجد هر 

دو ژن در جدایه های اســتافیلوکوکوس ارئوس  با منشأ مواد غذایی و موارد 

.)p=0/119( درمانگاهی اختلاف آماری وجود نداشت

بحث 
اســتافیلوکوکوس آرئــوس به عنــوان یــک باکتــری مهــم در بروز 

مســمومیت های غذایی و عفونت های درمانگاهی مطرح بوده اســت. این 

باکتری به صورت گســترده ای بر روی پوست و مخاطات انسان و حیوانات 

حضور داشــته و ســبب آلودگی مواد غذایی می شــود  )14، 2(. درمجموع، 

مطالعــات مختلــف داخــل و خــارج از کشــور )17، 5( نشــان می دهد که 

ورم پستان های ناشی از این عامل قابل توجه بوده و این باکتری خسارت های 

اقتصادی فراوانی را باعث می شود و لازم است، روش های مؤثرتری جهت 

پیشگیری از این عفونت معرفی گردند. مطالعه حاضر با هدف ارزیابی نقش 

دو پروتئین چسبان FnB و Cna در بیماریزایی جدایه های استافیلوکوکوس 

ارئوس  حاصــل از عفونت های درمانگاهی دام صــورت گرفت. در تحقیق 

حاضر، انجام PCR بر روی 32 جدایه استافیلوکوکوس آرئوس با منشأ مواد 

 cna و 10 جدایه واجد ژن fnb غذایی نشــان داد که 16 جدایه واجــد ژن

می باشند، همچنین انجام PCR بر روی 38 جدایه استافیلوکوکوس آرئوس 

حاصــل از موارد درمانگاهی، دال بر حضور به ترتیب 32 و 15 جدایه  واجد 

fnb و cna بــود، یعنی فراونی ژن fnb  بیشــتر از cna بود. در مطالعات 

مشابه انجام شده در ایران )9، 3( و سایر کشورها )16، 4، 2، 1( میزان حضور 

ایــن دو عامل حــدت در جدایه های درمانگاهی اســتافیلوکوکوس آرئوس 

متفاوت گزارش شــده اســت، که شــاید تفاوت، مربوط به منشأ جدایه ها، 

تفاوت جغرافیایی مناطق موردبررســی، تفاوت در نوع پرایمر و غیره باشد. 

در مطالعه ای Kiavari و همکاران در ســال 2012، حضور ژن های مربوط 

به عوامل حدت cna و fnb در جدایه های استافیلوکوکوس آرئوس مهاجم 

بیشتر از جدایه های با منشأ بینی گزارش شده است. در مطالعه فوق در بیش 

از 80% جدایه های درمانگاهی ژن cna شناسایی شده است درحالی که تنها 

در 17/9% جدایه های حاصل از کشت بینی این ژن وجود داشته است، ولی 

ژن fnb در بیش از 65% جدایه های درمانگاهی و بیش از 54% جدایه های 

حاصل از کشت بینی مشاهده شده است )9(. برخلاف نتایج ایشان در مطالعه  

حاضر فراوانی ژن fnb بیشــتر مشــاهده شــد؛ البته در مطالعه فوق نیز در 

مجموع جدایه ها )درمانگاهی و جداشده از بینی( فراوانی ژن fnb حدود 1/5 

برابر ژن  cna بوده است. Dastmalchi Saei و همکاران در سال 2013 

نیز گزارش کرده اند که از 45 جدایه به دســت آمده از ورم پستان گوسفند به 

تصویر 1. الکتروفورز محصول PCR ژن aroA جدایه ها ی اســتافیلوکوکوس آرئوس 
ســتون های 9 و 10 بــه ترتیــب کنتــرل مثبــت و منفــی، ســتون های 1، 2، 3، 4، 6، 7 و 8 

.)Fermentas(100اbp وستون  5 نردبان ژنی aroA جدایه های مثبت ازنظر ژن

تصویر2. الکتروفورز محصول PCR جستجوی ژن fnb چند جدایه  استافیلوکوکوس 
آرئــوس. ســتون های  1 و 2 بــه ترتیــب کنتــرل مثبــت و منفــی، ســتون های 3، 6 و 8 
جدایه های مثبت ازنظر ژن fnb، ســتون های 4، 7، 9 و 10 جدایه های منفی و ســتون 5 

.)Fermentas(100اbp نردبان ژنی

تصویر 3. الکتروفورز محصول PCR ژن cna چند جدایه  اســتافیلوکوکوس آرئوس. 
ســتون های ســتون های 1 و 2 بــه ترتیــب کنتــرل مثبــت و منفی، ســتون های 3، 6 و 8 
جدایه های مثبت ازنظر ژن cna، ستون های 4، 7، 9 و 10 جدایه های منفی و ستون 5 

.)Fermentas(100اbp نردبان ژنی

شیوع ژن های cna و fnb در جدایه های استافیلوکوکوس آرئوس
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ترتیب 43، 39 و 35 جدایه ژن های cna، fnb A و fnb B را واجد بوده اند 

 fnbA و همکاران در سال 2002 نیز گزارش کرده اند که ژن Peacock  .)3(

با فروانی 98% در بین جدایه های مهاجم فراوان تر از ژن cna با فروانی %52 

است )Aricola .)16 و همکاران در سال 2005، حضور ژن fnb را در %98 

جدایه ها و ژن cna را در 46% جدایه های درمانگاهی مرتبط با عفونت های 

ارتوپدی گزارش کرده اند )Duran .)1 و همکاران در سال 2010 در مطالعه 

خود بر روی جدایه های حاصــل از زخم های جراحی اعلام کرده اند که 69 

جدایــه از 88 جدایــه ژنcna  و 86 جدایه از آن ها ژن fnbA را داشــته اند 

)Mongodin  .)4 و همکاران نشــان داده اند، 97% از 32 جدایه کلینیکی 

S. aureus که از ترشحات مجاری هوایی بیماران دارای فیبروز سیستیک 

و پنومونی بیمارســتانی جدا شــده بودند، ژن fnb را بیان می کنند )13(. در 

مطالعه انجام شده  بر روی 94 نمونه استافیلوکوکوس اورئوس )مشتمل بر 

35 مورد حاصل از عفونت های مهاجم و 34 نمونه از عفونت های ســطحی 

بیماران، و 25 نمونه از سوآب بینی افراد سالم(، میزان 62/9% از سویه های 

مهاجــم درمانگاهی از نظر Cna  مثبت بوده اند )2(. برخی از مطالعات ذکر 

شــده )16، 9، 4، 1( از نظــر  فراوانی ژن fnb تا حــدودی بامطالعه حاضر 

هم خوانی دارند، چون در مطالعه حاضر نیز در 84/2% جدایه های درمانگاهی 

و 50% جدایه های مواد غذایی ژن فوق یافت شد. 

نتیجه گیــری: با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه می توان گفت که 

شیوع عوامل چسبان در جدایه های با منشأ مواد غذایی بالا بوده و با توجه به 

اثبات نقش این ژن ها در بیماریزایی استافیلوکوکوس آرئوس می توان نتیجه 

گرفت که ممکن اســت، این جدایه ها علاوه بر مسمومیت های غذایی در 

عفونت های درمانگاهی نیز نقش داشته باشند؛ همچنین با عنایت به نتایج 

تحقیق حاضر، و نیز مطالعات مشــابه یاد شده فرآورده های ژن های مذکور 

می توانند کاندید مناســبی برای ساخت واکسن برای مقابله با بیماری ها و 

خســارت های ناشی از اســتافیلوکوکوس آرئوس باشــند، البته با توجه به 

فراوانی بیشتر ژن fnb شاید پروتئین حاصل از این ژن کاندید مناسب تری 

برای تهیه ی واکسن باشد که لازم است، موردبررسی قرار گیرد.

تشکر و قدردانی
این مطالعه با حمایت مالی معاونت پژوهشــی دانشگاه شهید چمران 

اهواز انجام شد؛ نویسندگان وظیفه ی خود می دانند از حوزه ی معاونت فوق 

تشکر نمایند.
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Abstract:
BACKGROUND: Staphylococcus aureus (S. aureus) possess a variety of virulence genes 

that are involved in the pathogenesis of infections caused by this agent. OBJECTIVES: The 
aim of this study was to evaluate the prevalence of the genes encoding collagen binding 
(cna) and fibronectin binding (fnb) adhesion factors in Staphylococcus aureus isolates 
from food and clinical specimens. METHODS: During the time period 2010-2013, a total 
of 38 isolates of Staphylococcus aureus from clinical specimens and 32 isolates from food 
samples were collected. All isolates were identified biochemically and subjected to DNA 
extraction. The accuracy of DNA extraction from each isolate was confirmed by PCR 
amplification of aroA gene and then the presence of cna and fnb genes in the extracted 
DNAs was assessed by PCR, using the specific primers. RESULTS: The results showed 
that among 38 isolates from clinical specimens, 15 (39.5%) & 32 (84.2%) and among 32 
isolates of food origin 10 (31/2%) and 16 (50%) isolates had cna and fnb genes respective-
ly. Thirteen clinical (34.21%) and 6 food isolates (18.7%) were positive for both fnb and 
cna genes and 4 clinical (10.5%) and 12 food isolates (37.5%) were lacking both genes. 
CONCLUSIONS: According to the results, it is concluded that, although these adhesion 
genes are not present in all Staphylococcus aureus clinical isolates, but their prevalence 
is high and using the products of these genes in vaccines may be effective in protecting 
against infections caused by this bacterium.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1.  The sequence of primers used in PCR for detection of aroA, fnb and cna genes of S. aureu

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of the PCR products obtained from aroA gene of S. aureus isolates, Lanes 9 and 10 respec-
tively positive and negative controls, lanes 1, 2, 3, 4, 6, 7 and 8 aroA positive isolates, lane 5 100bp ladder (Fermentas).
Figure 2. Agarose gel electrophoresis of the PCR products for detection of fnb gene of a few S. aureus isolates, Lanes 1 and 2 
respectively positive and negative controls, lanes 3, 6 and 8 fnb positive isolates, lanes 4, 7, 9 and 10 fnb negative isolates, lane 5 
100bp ladder (Fermentas).
Figure 3. Agarose gel electrophoresis of the PCR products for detection of cna gene of a few S. aureus isolates, Lanes 1 and 2 
respectively positive and negative controls, lanes 3, 6 and 8 cna  positive isolates, lanes 4, 7, 9 and 10  fnb negative isolates, lane 5 
100bp ladder (Fermentas).


