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Abstract 
 

Background and purpose: Rapid detection of Staphylococcus aureus in clinical specimens is 

essential to minimize the transfer and spread of this pathogen. An appropriate method for rapid and 

suitable detection of S. aureus is detection of one of its genes. The aim of this study was to identify the S. 

aureus using scaF gene. 

Material and Methods: The study was conducted on 45 isolates of S. aureus separated from 

clinical specimens of patients who referred to hospitals affiliated with Tehran University of Medical 

Sciences in 2013. At first, scaF gene was analyzed by bioinformatic tools. S.aureus isolates were 

confirmed using biochemical and diagnostic tests. Following DNA extraction, scaF gene was amplified 

by polymerase chain reaction using gene-specific primers. The results of PCR were examined by gel 

electrophoresis. 

Results: The scaF gene was present in all studied isolates. Bioinformatics evaluation revealed 

that this gene encodes a protein with a molecular weight of 33kDa and contains 297amino acids with a PI 

value of 6.3. 

Conclusion: The scaF gene belongs to Staphylococcal conserved antigen family which is 

conserved in S. aureus strains recorded in JCVI database. Furthermore, due to lack of the same gene in 

Staphylococcus epidermidis and other species, it could be used for detection of S. aureus infections. 
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 پژوهشي

 جهت scaFبررسي بيوانفورماتيكي و آزمايشگاهي ژن جديد 
  شناسايي ايزوله هاي استافيلوكوكوس اورئوس

  
         1محمدرضا پورمند

         2الهه سليمي
        3جليل فلاح مهرآبادي

        4آذر حدادي
  5 راحيل مشهدي

  

  چكيده
وكوكوس، تشخيص سريع باكتري اسـتافيلوكوكوس  هاي استافيل سويه ها و با توجه به تنوع ژنومي گونه  : و هدف  سابقه

 تشخيص سريع،  هاي يكي از راه   .است هاي باليني براي كاهش انتقال و گسترش اين پاتوژن امري ضروري           اورئوس در نمونه  
هـاي اسـتافيلوكوكوس اورئـوس بـا         هدف از اين مطالعه، شناسـايي ايزولـه       . هاي آن جهت شناسايي است     انتخاب يكي از ژن   

  .باشد مي scaF  از ژناستفاده
هـاي بـاليني      ايزوله استافيلوكوكوس اورئوس جـدا شـده از نمونـه          45 روي   1392در سال    اين مطالعه  :مواد و روش ها   

افزارهـاي وب مـورد بررسـي قـرار          بـا كمـك نـرم      scaFابتـدا ژن     .هاي دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام گرفـت        بيمارستان
هاي استافيلوكوكوس اورئـوس مـورد تائيـد         هاي تشخيصي، ايزوله   بيوشيميايي و آزمون  هاي   در ادامه با كمك روش    . گرفت

ها  اي پليمراز و پرايمرهاي اختصاصي در اين ايزوله        با واكنش زنجيره   scaF  ژنومي، ژن  DNAمتعاقب استخراج    .قرار گرفتند 
  .تروفورز مورد بررسي قرار گرفتندتوسط روش ژل الك PCR(polymerase chainreaction(نتايج حاصل از  .تكثير يافت

بررسي بيوانفورماتيك نشان داد كـه ايـن ژن،         . ، مثبت گرديد  scaF ژن هاي مورد مطالعه وجود    در همه ايزوله   :يافته ها 
. باشـد  مـي 3/6 اسيدآمينه است و نقطه ايزوالكتريك آن    297 كيلودالتون را كد كرده كه داراي        33پروتئيني به وزن مولكولي     

  .ن پروتئين مورد بررسي آزمايشگاهي قرار نگرفته استتاكنون اي
ــتنتاج ــي   scaFژن  :اس ــانواده ژن ــه خ ــق ب ــويه Staphylococcal conserved antigens متعل ــه در س ــوده ك ــاي   ب ه

به علت عدم وجود ژن      علاوه بر اين،  . باشد ، حفاظت شده مي   JCVIاستافيلوكوكوس اورئوس ثبت شده در پايگاه اطلاعاتي        
هـا   توان از آن براي تشخيص استافيلوكوكوس اورئوس در عفونت ها مي استافيلوكوكوس اپيدرميديس و ساير گونه  مشابه در   

  .استفاده كرد
  

  PCR( ،scaF(واكنش زنجيره اي پليمراز، استافيلوكوكوس اورئوس،: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
ترين عوامـل    استافيلوكوكوس اورئوس يكي از مهم    

ي و اكتـسابي از جامعـه بـوده كـه           هـاي بيمارسـتان    عفونت
هـاي مهمـي همچـون بـاكتريمي،         تواند عامل عفونـت    مي

  اندوكارديت، استئوميليت، سندرم شوك توكسيك و 
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چنـين بـه دليـل قـدرت         هم). 2،1(هاي پوستي باشد   عفونت
زايي بالقوه و مقاومت روزافزون استافيلوكوكوس       بيماري

اورئوس در برابر داروهاي ضدميكروبي، ايـن موضـوعبه         
تـرين مـشكلات بهداشـتي در جهـان تبـديل            يكي از مهم  
هـاي بـاليني،     نمونـه  عفونـت در تـشخيص    . )3(شده اسـت  

ــاه، از    ــان كوت ــوني در زم ــل عف شناســايي مولكــولي عام
ــادي برخــوردار اســت   ــسيار زي ــت ب ــاي  روش. )4(اهمي ه

ــوتيپي و   ــر ويژگــي هــاي فن تشخيــصي متــداول  مبتنــي ب
واكنش هاي بيوشيميايي داراي معايبي همچون زمـان بـر          

هـاي سـريع تـشخيص       امروزه روش . )5-7(بودن مي باشند  
مولكولي پاتوژن ها گـسترش يافتـه و بـه كـارگيري ايـن              

 روز  3تـا   2روش ها، زمان تـشخيص عامـل عفـوني را از            
هش به چندين سـاعت كـا     ) هاي فنوتيپي  مورد نياز روش  (

هـــاي كنتـــرل ســـلامت را بهبـــود  مـــي دهـــد و برنامـــه
متعلق بـه خـانواده      )sacol0270( scaF ژن ).8(بخشند مي

Sca يا Staphylococcal conserved antigensباشد  مي 
بررسي آزمايشگاهي و مولكولي در مورد آن       كه تاكنون   

 در Scaخــــانواده. تــــاكنون صــــورت نگرفتــــه اســــت
فيلوكوكوس اســـــتافيلوكوكوس اورئـــــوس و اســـــتا  

 پـروتئين را    10و  9اي از    اپيدرميديس به ترتيب مجموعـه    
هـاي   شامل مي شود كه براساس شماره لوكوس پـروتئين        

 C اسـيدآمينه بخـش   110فوق و ميزان هومولوژي كه در     
ترمينال خود دارند، در استافيلوكوكوس اورئوس بـه نـام          

و در اسـتافيلوكوكوس اپيدرميـديس بـه       ScaA-I هـاي 
هـاي   پـروتئين . )9( نام گـذاري گرديدنـد   ScaA-Jهاي نام

ــتافيلوكوكوس اورئــــــوس و  ايــــــن خــــــانواده اســــ
هـاي مـشابهي در      استافيلوكوكوس اپيدرميديس ويژگـي   

نقطه ايزوالكتريك، درصد هومولوژي و همچنين وجـود        
تـرين هومولـوژي در پـروتئين        بـيش . سيگنال پپتيد دارنـد   

مولـوژي  ترين هو   درصد و كم   70 با   ScaG و   ScaBهاي  
 درصــد در بــين دو گونــه 38 بــا ScaI هــاي بــين پــروتئين

با توجه بـه عـدم وجـود مطالعـات           .)9(مشاهده شده است  
هاي ياد شده و به منظور اسـتفاده از          دار در زمينه ژن    دامنه
هاي شناسايي مولكولي، مطالعه حاضر به استفاده از         روش

س اسـتافيلوكوكو هـاي باليني   در شناسايي ايزوله   scaFژن  
به عنـوان يـك رويكـرد        تواند پردازد كه مي   اورئوس مي 

هـاي   جهـت شناسـايي ايـن پـاتوژن در عفونـت        جديد در 
  .مورد توجه قرار گيرد مربوط به آن

  

  مواد و روش ها
ــه روي   ــن مطالعـ ــه45ايـ ــتافيلوكوكوس   ايزولـ اسـ

ــوم   اورئــوس جــدا شــده از بيمارســتان  ــشگاه عل هــاي دان
هـاي بيوشـيميايي     ويژگـي . پزشكي تهـران انجـام گرفـت      

متداول شامل رشد و تغيير رنگ درمحيط مانيتول سـالت          
ــه منظــور تDNaseكواگــولاز و آگــار، كاتــالاز، يــد أي  ب

ها مـورد    باكتري استافيلوكوكوس اورئوس در اين ايزوله     
 ايزوله تائيد شده و همچنين      45ژنوم  . بررسي قرار گرفت  

از ) 4/8325( سويه استاندارد اسـتافيلوكوكوس اورئـوس     
 ساعته باكتري و طبق دستورالعمل شركت       24هاي   كشت

سپس به  . استخراج گرديد ) آلمان -كياژن(سازنده كيت   
از پرايمرهاي اختـصاصي اسـتفاده       scaF ژنمنظور تكثير   

 :توالي اين پرايمرها به شرح زير است .شد
scaF1:GCGCGCGCTAGCATGTATACGAATGATAGCA
AAACATTAG 
scaF2:GCGCGCCTCGAGATGGATGTAATTATATGAT
GAAACTTCTG 

 PCRPolymrase Chain) ((PCR) واكــــنش

Reaction   ميكـرو ليتـراز      1شاملDNA    ،اسـتخراج شـده
 5/12و   )pM10( هـر يـك ازپرايمرهـا       ميكروليتر از  5/0

ــر  :Mastermix 2x)Cinagene, Cat.No از ميكروليت

PR8250C ( نهايت با اضـافه كـردن آب مقطـر          در بود و
سـپس مخلـوط   . روليتر به دست آمـد   ميك 25حجم نهايي   

 ,Sensoquest)در دسـتگاه ترموسـايكلر    PCRواكـنش  

Labcycler, Germany) قطعه مـورد نظـر    و قرار گرفت 
ــد    ــر ش ــر تكثي ــه زي ــق برنام ــه  : طب ــاي اولي ــه 94دم  درج

 سـيكل دمـايي     35 دقيقـه، سـپس      5گراد بـه مـدت       سانتي
  ثانيـه،  10 درجـه سـانتي گـراد بـه مـدت            98شامل دماي   

 72 ثانيه و دمـاي      30گراد به مدت      درجه سانتي  60دماي  
 72 دقيقه و در نهايت دمـاي        1گراد به مدت     درجه سانتي 
به  PCRپس از انجام     . دقيقه 5گراد به مدت     درجه سانتي 
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 پژوهشي

 PCRمنظــور بررســي قطعــات تكثيــر شــده، محــصولات 
 درصــد 1روي ژل آگــارز  KBC power loadتوســط 

 مـورد مـشاهده قـرار        فرابنفش الكتروفورز شده و زير نور    
با توجه به اختلاف سايز در يكـي از ايزولـه هـا،             . گرفتند

 بـراي آن صـورت گرفـت و دو          scaFسه بـار تكثيـر ژن       
ايزوله بـا سـايز متفـاوت بـراي تعيـين تـوالي بـه شـركت                 

ــوالي هــر رشــته  . تكاپوزيــست فرســتاده شــد  ــا DNAت  ب
 geneاراستفاده از كروماتوگرام مربوطه و توسط نرم افـز 

runnerآناليز شد .  
  

  يافته ها
 ايزوله استافيلوكوكوس اورئوس بررسي شـده       45همه  

  .مورد تائيد قرار گرفتند هاي بيوشيميايي توسط روش
  

  
 ايزولـه   PCR 5 درصد محـصول     1الكتروفورز آگارزژل     :1تصويرشماره  

ــتافيلوكوكوس اورئــــــــوس ــتون : اســــــ ــاركر : 1ســــــ  kb1مــــــ
)(Vivantis,Cat.No:NL1411kb . محــــصول  : 2-6ســــتونPCR ژن   

 scaF ) 894bp(  كنترل : 7ستون .  ايزوله استافيلوكوكوس اورئوس 5در
:  8سـتون   ). 4/8325سـويه اسـتاندارد اسـتافيلوكوكوس اورئـوس         (مثبت

  .كنترل منفي
  

ــل از   ــايج حاصـ ــارز PCRنتـ ــد 1 و ژل آگـ  درصـ
 45نـشان داد كـه در همـه         ) 1تصوير شماره   (الكتروفورز  

 جفت باز حضور دارد ولـي در        894 باندي حدود    ايزوله،
 جفت  100 دو اندازه متفاوت با حدود       PCRدو محصول   

 و نتايج   scaF آزمايشات تعيين توالي  . باز مشاهده گرديد  
 .اي را تائيــد نكردنــد تعيــين تــوالي هــيچ اخــتلاف انــدازه

بررسي بيوانفورماتيك نشان داد كه اين ژن پروتئينـي بـه           
 297يلودالتون را كد كـرده و داراي         ك 33وزن مولكولي   

ــا نقطــه ايزوالكتريــك   ــيدآمينه ب ــي3/6اس ــن . باشــد  م اي

 ترمينـال خـود داراي يـك سـيگنال          Nپروتئين در بخـش   
   ترمينــــال داراي يــــكCانتهــــاي  پپتيــــد بــــوده و در

CHAP domainــي ــويه    م ــه س ــه در هم ــد ك ــاي  باش ه
  .استافيلوكوكوس اورئوس به طور كامل حفظ شده است

  

  بحث
استافيلوكوكوس اورئوس يك پاتوژن اصلي مسئول      
عفونـــت هـــاي بيمارســـتاني و كـــسب شـــده از جامعـــه 

 تشخيص سـريع اسـتافيلوكوكوس اورئـوس        .)10(باشد مي
در رونـد بهبـود بيمـاري و كـاهش هزينـه هـا تـاثير قابــل        

اي  استافيلوكوكوس اورئوس مجموعـه   . )11(دارد توجهي
هاي بسيار حفاظت شده اي را حمـل مـي كنـد كـه      از ژن 
ها در جهت تشخيص سريع اين پاتوژن       توان از اين ژن    مي

در مطالعـات مولكـولي، ژن حفاظـت شـده          . استفاده كرد 
femA      كـار ه   براي شناسايي استافيلوكوكوس اورئـوس ب ـ 

اســتافيلوكوكوس  بــراي ضــمناً. )13، 12(شــود گرفتــه مــي
ــابي    ــيلين از ردي ــي س ــه مت ــاوم ب ــوس مق  mecAژن  اورئ

شود كه اين روش شناسايي سريع،اختـصاصي        استفاده مي 
هـاي ديگــر مولكــولي    روش).15،14(باشــد و حـساس مــي 

ــراي ژن ــر  ب ــايي نظي  در )19،18( seb و sea،)pvl )17،16 ه
كـار گرفتـه    ه   ب استافيلوكوكوس اورئوس  جهت شناسايي 

علاوه بر اين، در مطالعات مولكولي به منظور        . شده است 
ــديس از ژن    ــتافيلوكوكوس اپيدرمي ــريع اس ــايي س شناس

femA-SE  با توجه به تنوع ژنـي  ).21،20( استفاده مي شود 
هــاي  اســتافيلوكوكوس اورئــوس ظرفيــت اســتفاده از ژن

هاي حساس به آنتـي      علاوه بر سويه  . ديگر ميسر مي باشد   
يوتيك تعيين توالي شده در اين گونه، حـداقل ده سـويه      ب

صـورت كامـل تعيـين تـوالي        ه  استافيلوكوس اورئـوس ب ـ   
تـوان    مـي  vanAامـروزه بـه راحتـي حتـي از ژن           . اند شده

هاي مقاوم بـه ونكومايـسين بهـره         جهت غربالگري ايزوله  
هـاي   هاي شناسـايي مولكـولي براسـاس ژن        روش .گرفت

ــده،   ــر ش ــد ذك ــان نيازمن ــمزم ــا   ك ــسه ب ــري را در مقاي ت
ــوتيپي   روش ــداول فن ــاي مت ــته ــه از ژن  . اس  pvlاگرچ
هاي اسـتافيلوكوكوس    جهت شناسايي ايزوله   ر د تواند مي

 هاي پوسـتي و بافـت نـرم و ژن هـاي            اورئوس در عفونت  
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sea   و seb  هاي غذايي اسـتفاده كـرد ولـي          در مسموميت
توان همه سويه هاي استافيلوكوكوس اورئـوس را بـا           نمي
نـه   scaFكه با استفاده از ژن       در حالي  .ها رديابي نمود   آن

ــي  ــا م ــويه  تنه ــوان س ــه      ت ــر ايزول ــه ه ــاص بلك ــاي خ ه
هـاي بـاليني مـورد       استافيلوكوكوس اورئوس را در نمونه    

توان عفونـت    نمي scaFبا استفاده از ژن     . بررسي قرار داد  
. يه هاي مقاوم به متي سيلين به شـمار آورد         را ناشي از سو   

همزمـان بـه بررسـي ژن        تـوان  جهت رفـع ايـن ابهـام مـي        
mecA مطالعات انجام شده حاكي از آن اسـت        .  پرداخت

ــتافيلوكوكوس اورئوســپروتئين  ــاكتري اس ــاي  كــه در ب ه
 در حد بالايي حفاظت شده بوده و اعـضاي          Scaخانواده  

 LPTXGئوس فاقد   اين خانواده در استافيلوكوكوس اور    
در رديف اسيدآمينه اي خود مي باشند، بـا ايـن حـال بـه               

ترمينـــال N دليـــل وجـــود ســـيگنال پپتيـــد در انتهـــاي 
همه اعضائاين خانواده ممكن است ترشحي      ها، اينپروتئين

ايـن خـانواده    . )9(و يا در سطح سلولباكتري عرضه شـوند       

نقش حياتي در كلونيزه كردن استافيلوكوكوس اورئوس       
را  scaF ژندر اين مطالعه ما      .)9(ي سلول ميزبان دارد   رو
بررســي كــرديم كــه نتــايج  PCR ايزولــه بــا روش 45در 

 نشان داد كه اين ژن در همه ايزوله هـاي           PCRحاصل از   
قابـل   استافيلوكوكوس اورئوس بـه صـورت دسـتنخورده       

از خـانواده    scaF ژنجـايي كـه      از آن  .باشـد  مشاهده مي 
هـاي اسـتافيلوكوكوس اورئـوس       ، در همه سويه   Scaژني  

ــده مــــي  ــن ژن در   حفاظــــت شــ ــشابه ايــ ــد و مــ باشــ
ــتافيلوكوك ــه اسـ ــاير گونـ ــديس و سـ ــاي  وس اپيدرميـ هـ

توان از رديابي ايـن ژن بـا         باكتريايي يافت نشده است مي    
هاي مولكولي به منظور شناسايي اسـتافيلوكوكوس        روش

  .ها استفاده كرد اورئوس در عفونت
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