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Abstract 

 

Background and purpose: Etiology of rheumatoid arthritis is not fully recognized. The purpose 

of this study was to use universal and specific primers to trace bacteria in the blood and synovial fluid in 

patients with rheumatoid arthritis. 

Materials and methods: In this experimental study, a PCR method was developed to identify a 

wide range of bacteria in general and Staphylococcus aureus in specific. Ninety five synovial fluid and 

100 blood samples being stored at -80°C were assayed. Genome extraction was performed. Universal 

primer pairs were used for amplification of 16SrRNA and a specific primer was used for nuc gene of 

Staphylococcus aureus. Then, the PCR product of the specific primer was sequenced and data were analyzed.  

Results: The samples of synovial fluid and blood samples of rheumatoid arthritis patients which 

were negative in bacteriological culture showed 33 (34%) and 36 (36%) cases to be positive for 16Sr RNA, 

respectively. Also, 21 cases of synovial fluid and only 1 blood sample were positive for Staphylococcus 

aureus. 

Conclusion:  The results showed the presence of 16SrRNA gene of different bacteria, including 

Staphylococcus aureus in blood and synovial fluid of patients. Based on current findings, it is likely to 

explain a part of the etiology of rheumatoid arthritis, thereby modifying some treatment protocols. 
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 ـدرانـــازنـــي مـكـــــشـزــوم پــــلــــگاه عـشــــه دانـــلـــمج

 (11-13)    3131سال    خرداد    371بيست و نهم   شماره دوره 

 3131، خرداد  371دوره بيست و نهم، شماره                               مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                        13

 پژوهشی

 ایی بیماری آرتریت روماتوئیدتشخیص مولکولی اتیولوژی باکتری
 

    1هاشمي سيدرضا
    2عطايي رمضانعلي   

 3عليشيری غلامحسين   
     4مهدی قربانعلي زادگان

    4مصطفي مهابادی  
 5علي نجفي   

 چكيده
از این  ماالهنه رناربرر یرایارهنا  بخوبی شناخته نشده است. هدف  روماتوئیدعلل اتیولوژیک آرتریت  و هدف: سابقه

 ها رر خون و مایع مفصل بیااران مبتلا به آرتریت روماتوئید بور.اومی و اختصاصی جهت رریابی وجور بارتر ع
هنا بنه فنور عانومی و بنرا  شناسنایی فینس وسنیهی از بارتر  PCRرر ای  ماالهنه ترربنیر رو   ها:مواد و روش

ررجنه  -01ناونه خون ره رر رما   011ی و ناونه مایع مفصل 59صورت اختصاصی فراحی شد. به استافیلوروک آرئوس 
و از  16SrRNAبررسی شدند. استخراج ژنوم انرام شد. از یرایار عاومی برا  تکثینر ژن  رار  شده بورندرگرار نگهسانتی

استفاره شد. سپس محصول یرایار اختصاصی تهیی  تنوالی استافیلوروروس اورئوس  nucیرایار اختصاصی برا  تکثیر ژن 
 ا  به صورت توصیفی ترزیه و تحلیل شدند.ها  مقایسهتایج به رست آمده ضا  بررسیشد و ن

ناونه خنون رنه رر رشنت بارتریولوژینک منفنی گنزار  شنده  011ناونه مایع مفصل و  59نتایج نشان رارر از  ها:يافته
ررینابی شندند. هایننی ر بنه  16Sr RNAررصد( وجور ژن عاومی  ررصد 33مورر ) 33ررصد( و  33مورر ) 33به ترتیب  بورندر

 مشاهده شد. استافیلوروروس اورئوسها  ها  خون بیااران سویهمورر از ناونه 0ها  مایع مفصل و مورر از ناونه 10ترتیب رر 
رر اسنتافیلوروروس آرئنوس ها  مختلس از جالنه بارتر  16SrRNAنتایج ای  ماالهه حاری از وجور ژن  استنتاج:

قابنل تنوجهی از اتیولنوژ  بیانار  آرترینت  بور. با استنار بنه این  نتنایج احتاناتو بتنوان بخن بیااران  مایع مفصل و خون
 روماتوئید را توضیح رار و بر مبنا  آن یروتکل ررمانی را اصلاح ناور.

 

 PCRآرتریت روماتوئیدر مایع مفصلر خون و  واژه های کليدی:
 

 مقدمه
روماتوئیند  ها  میکروبی رر ایرار آرترینتعفونت

(RA  نقن )رنه ارتبناع عفوننت ر چنان(0)رارنندB. coli  و
 .(1)گزار  شده اسنتآرتریت روماتوئید رربرخی ماالهات

تشخیص رقیق بیاار  آرتریت روماتوئید منرنر بنه عدم 

آن شد ره رر فی رو رهه نتنوان بنه این  سنوال رنه آینا 
 اسنتر ینونناء عفنار  با منشند یک بیانآرتریت روماتوئی

 . برخی برعفونی بورن آرتریت(3ر3)ارائه رارصحیحییاسنخ 
 ونتنز نق  عفنبرخی نی .(9)دنرار ورزیدنند اصنروماتوئی

 
 ataee216@gmail.com mail:-E  رانشگاه علوم یزشکی بقیه الله رخیابان ملاصدرا رمیدان ونک: تهران -رمضانعلی عطایی مولف مسئول:

 بقیه الله)عج(ر تهرانر ایران رانشگاه علوم یزشکیروب شناسیر رانشکده یزشکیر . رانشرو  رارشناس ارشد میک0

رانشگاه مررز تحقیقات میکروب شناسی راربرر ر سیستم بیولوژ ر انستیتو  سم شناسیر استارر گروه میکروب شناسیر رانشکده یزشکیر رایته توسهه تحقیقات بالینی بیاارستانر . 1
 ر تهرانر ایرانعلوم یزشکی بقیه الله)عج(

 ایران رگروه روماتولوژ ر رانشکده یزشکیر رایته توسهه تحقیقات بالینی بیاارستانر رانشگاه علوم یزشکی بقیه الله)عج(ر تهران ر. استار3

 ایران رر رانشگاه علوم یزشکی بقیه الله)عج(ر تهرانگروه میکروب شناسیر رانشکده یزشکیر مررز تحقیقات میکروب شناسی راربرر ر سیستم بیولوژ ر انستیتو  سم شناسی ر. استاریار3

 ایران ربقیه الله)عج(ر تهران رانشگاه علوم یزشکی انستیتو  سم شناسیر سیستم بیولوژ ر رمررز تحقیقات میکروب شناسی راربرر  راستاریار. 9

 : 09/00/0357تاریخ تصویب :              13/7/0357تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            00/7/0357 تاریخ رریافت 
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 و همکاران سیدرضا هاشمی     

 13      3131، خرداد  371دوره بيست و نهم، شماره                                   مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                          

 پژوهشی

 استافیلوروروس اورئوس را رر یاتوژنز آرترینت روماتوئیند

هننا  یریکارریننتر هاینننی ر عفونت .(3)ماننرح رررننند

سای منرر بنه منر   میا و یریورنتال به غیر از سپتیامپی

. نقنن  (7-5)رر ایرننار آرتریننت روماتوئینند نقنن  رارننند

رینت روماتوئیند مانرح رر آرت ها  ویروسی نیزعفونت

 .(01)شده است

رر مایع مفصنل بیاناران  EBVا  ویروس رر ماالهه

هاینننی ر راباننه بننی   .(00)روماتوئینند  رریننابی شنند

و آرتریننت روماتوئینند گننزار  شننده  مایکویلاسننااها

هنا  اختصاصنی برخی ماالهات نیز وجور ژن .(01)است

و  مایکویلاسننناا ینومونینننهر مایکویلاسننناا آرتنننریتیس

رر مایع مفصنل بیاناران مبنتلا بنه  یکویلاساا هومینیسما

. بنا این  (03ر03)انندآرتریت روماتوئید را گنزار  رنرره

ها  غیرفبیهنی ایاننی تاتنی و حالر شنواهد  از یاسنخ

ارتسننابی منندرر رر ینناتوژنز بیاننار  آرتریننت روماتوئینند 

ناشی از عوامل ژنتیکی و فارتورها  محیای نشنان راره 

جاره بیاار  آرتریت روماتوئید . از آن(03ر09)شده است

ها  بارترینایی ژنیک یدیده التهابی اسنت و سنویرآنتی

اند  ماالهنات نیز مهم تری  عوامل التهاب زا مهرفی شده

ها  ژنمتهدر  به منظنور نشنان رارن وجنور سنویرآنتی

رر منایع مفصنل و خنون  استافیلوروروس اورئوسشایع 

ر هاینی  .(07)انرام شده است بیااران آرتریت روماتوئید 

ر A(00)ها  ژنهنننا  رمزرنننننده سنننویرآنتیوجنننور ژن

C(0511ر) رD (10) ر وE (11)  رر خنون و منایع استافیلوروری

شده است. ولی منشاء تولیند این   نشان راره مفصل بیااران

رر مایع مفصنل و خنون نامشنخص اسنت و  هاژنسویرآنتی

ابانه وجنور رارر. بنه فنراوان رر این  ر یاسنخسواتت بی

عنننوان مثننال مشننخص نیسننت رننه چننرا رشننت روتننی  

ها  رشت غنی شده مایع مفصل رر محیط بارترولوژیک

 منفی گزار  شده است؟ 

 Viable But Non-Culturable(VBNC) stateبه تازگیر 

 مارح شده اسنت رنه ینک حالنت فیزیولنوژیکی وین ه

ط شنور رننه بنارتر  رر شننرایاسنت و زمنانی ایرننار منی

 محیای توام با استرس قرار بگینرر  رر این  شنرایط بنارتر 

هننا  رشننت مرسننوم نبننوره امننا قننارر بننه رشنند رر محیط

با توجه به نق  عانده  .(13)رندفهالیت خور را حفظ می

اسننتافیلوروروس وی ه ها  بارتریننایی بننهژنسننویرآنتی
رر ایرار آرتریت روماتوئید و نیز زنده بنورن و  اورئوس

شد بنورن آن بنا ابنزار راینج بنارتر  شناسنیر غیرقابل ر

ها  جدید اجتنناب ناینریر اسنت. ماکن  اسنت فراحی

ها  وجنور ارگانیسنم 16SrRNAبتوان با استفاره از ژن 

ها را رر ژنسویرآنتیغیر قابل رشت ولی تولید رننده ای  

روماتوئید  نشان رار.  خون و مایع مفصل بیااران آرتریت

 اربرر یرایار عانومی بنرا  تکثینر ژنهدف از ای  ماالهه ر

16SrRNA  هاست و یرایار اختصاصنی تکثیررننندهبارتر 

 بوره است. VBNC استافیلوروروس اورئوس
 

  هامواد و روش 
  ماالهنننه رنننه از ننننوع آزمایشنننگاهی بنننورر ایننن 

زنننده ولننی غیننر قابننل رشنند  هننا رریننابی بارتر بننرا  

(Viable but Not Culturable= VBNC) شند.  فراحی

بیااران مبتلا بنه  ناونه خون 011مفصل و  مایع ناونه 59

آرترینننت روماتوئیننند رنننه هاگنننی از نظنننر رشنننت 

 ررجننه -01 رمننا  و رر (11ر05)بارتریولوژیننک منفننی

  .شنننده بورنننندر بررسنننی شننندند نگنننه رار  گنننرارسنننانتی

 گیر  از منننایع مفصنننل و خنننونر هاگنننی رر بننندو ناوننننه

یشننگاه بیاارسننتان از نظننر رشننت بارتریولوژیننک رر آزما

 بررسننی شنندند و نتننایج رشننت بارتریولوژیننک  )عننج(اللهبقیننه

ررحالی بور ره قبل از ناونه گیر  هیچ یک . ای  منفی بور

از بیانناران مصننرف آنتننی بیوتیننک  نداشننته و بسننتر  هننم 

 ها رر نبورننند. بنننابرای ر بهنند از سننه سننال نگننه رار  ناونننه

ژنومی بنا رینت  راجررجه سانتیگرارر استخ 01فریزر منها  

(Cinna Pure DNA; Cat No: PR881614) .انرام شد  
 

 PCR راه انداز  رو 
 رر ایننن  ماالهنننه  ینننک زوج یرایانننر عانننومی 

بنننا تنننرارف:  16S rRNA(13)ژن جهنننت تشنننخیص 

S: AGAG TTTGATCMTGGCTCAG-U1.16S و 
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 تشخيص مولكولي آرتریت روماتوئيد
 

 3131، خرداد  371دوره بيست و نهم، شماره                                انشگاه علوم پزشكي مازندران                                              مجله د         13

AS: AAGGAGGTGWTCCARCC-U2.16S اسننتفاره 

  چنننننی  یننننک جفننننت یرایاننننر بننننرا شنننند. هننننم

 ها  مختلننننننس تشننننننخیص اختصاصننننننی سننننننویه

 NR_118997.2براسنناس ژن بانننک  اسننتافیلوروروس

فراحی شد. تنرارف یرایانر فراحنی شنده عبنارت بنور 

 و FNUC.S: ATGGACGTGGCTTAGCGTATاز:

RNUC.S: GCGTTGTCTTCGCTCCAAAT  رننه

ها  بیوانفورمناتیکیر بنا واسناه شنررت یس از بررسنی

 .ییشگام سفار  ساخت راره شدند
 

 DNAاستخراج 
ها  خننون و نیننز مننایع از ناونننه DNAاسننتخراج 

اسنتفاره از مفصلر فبق رستورالهال ریت انرام شد و با 

رر فول  شده استخراج DNAوخلوص  غلظتنانورراپ 

 .ارزیابی شدنانومتر  101 و 131موج 
 

  PCRوارن  
ر یک میکرولیتنر PCRبه منظور راه انداز  وارن  

میکرولیتنر  01ها  هر یک از ناونه از ژنوم استخراج شده

Master Mix   سنناخت(Ampliqon  ر یننک)راناننارک

هنا را وارر از هرینک از یرایار( ییکومول 01میکرولیتر )

میکرولیتننر  ناننوره و بننا آب مقاننر  1/1میکروتیننوپ 

میکرولیتر رسانده شد. رستگاه  11استریل حرم نهایی به 

 .  انرنام شندترموسایکلر با شیب رمنایی بهیننه و وارنن

ررصند رر رننار  9/0با ژل آگنارز  PCRسپس محصول 

100bp DNA ladder  31ولننت بنه منندت  51بننا ولتناژ 

رقیقه الکتروفورز شد وبا رستگاه ژل راک مشاهده شد و 

 شنررتتوسنط  PCRشد. محصول تصویربررار  انرام 

نتاج و آنالیز تهیی  توالی شد. با مقایسه سینا رلون ایرانی 

 16s rRNAتکثیننر ژن PCRول محصنناتیکی بیوانفورمنن

 ها مشخص شد.ا  از بارتر مربوع به فیس گسترره
 

 يافته ها و بحث
اسنتخراج شنده حناری از آن  DNAنتایج ارزینابی 

ها  مایع مفصل و خون به فور متوسنط بور ره رر ناونه

رر هننر میکرولیتننر  DNAنننانوگرم  71نننانوگرم و  091

 حاصل شده است.

ا  بیوانفورمنناتیکی نشننان رار زوج هنتننایج بررسننی

 ها  گرم مثبت ویرایار عاومی فیس وسیهی از بارتر 

 (. یرایار عاومی0نااید )جدول شااره میمنفی را شناسایی 

تنا  0309از  ریهننی غینر یکسنان با فول  16SrRNAژن 

و  رر بننارتر  هننا  مختلننس تکثیننر ناننور جفننت بنناز 0939

بناز  را تکثینر جفنت  000قاهنه  یرایار اختصاصنی ینک

 (.0ررره بور )تصویر شااره 

ررجه  93تا  91با شیب رمایی PCRانداز  نتیره راه

ررجه سانتیگرار بنه  93سانتیگرار انرام شد و رما  بهینه 

رست آمد. هاینی ر رمنا  بهیننه بنرا  فهالینت یرایانر 

ررجننه  90آرئننوس اسننتافیلوروروس تکثیررننننده ژن 

حاصل از یرایانر عانومی و نتایج  گرار تهیی  شد.سانتی

 .ارایه شده است 0 ناورار شاارهاختصاصی رر 

 16S rRNAرر ای  ماالههر با بهره گیر  از تکثینر ژن 

ها  مایع مفصنل و تهیی  سکانسر ناونه PCRو فراحی 

 و خون بیااران مبتلا به آرتریت روماتوئید بررسنی شند.

ات یافته حائز اهایت رر ای  ماالهنه این  بنور رنهر قاهن

ژن اختصاصی و مقایسه آن با افلاعنات  PCRحاصل از 

ررصند  نشنان  011موجور رر بانک راره ها هاخنوانی 

 NCBIرار. هاینی  هاسنان سناز  یرایانر عانومی رر 

ها  غیر قابل ها  مختلس از جاله بارتر وجور بارتر 

 ا  از آن رر جندولرشت را مشخص ناور ره خلاصنه

 ارایه شده است. 0 شااره

 

 
 

هنا  یرایار PCRناونه ا  از الکتروفورز محصنول  :1تصویر شماره 

 عاومی و اختصاصی استفاره شده رر ای  ماالهه
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 011ناونه منایع مفصنل و  59نتایج بررسی مولکولی  :2تصویر شماره 

 رایارها  فوق نشان راره شده استناونه خون با ی

 
ست یرایار عاومی مورر استفاره فینس وسنیهی بلا :1جدول شماره 

 ها  مختلس را تکثیرناوره استبارتر  16SrRNAاز قاهات ژن 
 

Length Sequence (5'->3') 
 

 

11 Forward primer: AGAGTTTGATCATGGCTCAG  

07 Reverse primer: AAGGAGGTGTTCCAACC  

product length Organisms Gene Bank 

0933 Uncultured Staphylococcus sp. clone WCFC10 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
JX852649.1 

0939 Uncultured Staphylococcus sp. clone AGCH3 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
KT175984.1 

0933 Macrococcus canis strain KM 45013 16S ribosomal 

RNA, partial sequence 
NR_156154.1 

0933 Staphylococcus aureus strain AR465 chromosome, 

complete genome 
CP029082.1 

 

 16S rRNAنتایج حاصل از یرایار عاومی علیه ژن 

 بننا تکثیننر قاهننات مختلفننی هاننراه بننور و تهیننی  گونننه 

بارتر  را امکان یریر ناور. ماالهات منتشر شده زینار  

ر راربرر ژن . هاینی (13)رارندنیز با ای  نتایج هاخوانی 

16S rRNA هننا  بارتریننایی عفونت جهننت تشننخیص

رر بیاناران رارا  یروتزهنا   (fastidious)سخت رشند 

. بنابرای ر استفاره از ژن (19)مفاصل نشان راره شده است

16S rRNA  نقنن  مهاننی رر تهیننی  اتیولننوژ  برخننی

 ها نشان راره است.بیاار 

 ماالهه ریگر ر با استفاره از یرایارها  تکثیررنندهرر 

ناونننه خننون بیانناران  0911و بررسننی  16S rRNAژن 

 9/17منورر ) 331مورر رشنت منفنی  0315مختلسر از 

 .(13)ها  مختلس را نشان رارررصد( وجور بارتر 

ناوننه خنون بیانار  011رر ماالهه حاضر از بررسی 

ررصند(  33) منورر 33رشنت منفنی آرتریت روماتوئید 

 ررصند( 0و تنها رر ینک منورر ) 16S rRNAحضور ژنوم 

را نشان رار. استافیلوروروس اورئوس رایار اختصاصی ی

 33ناونه مایع مفصل رشت منفی  59هاینی ر با بررسی 

 ها  مختلسبارتر  16S rRNAررصد( حضور  33مورر )

 اسنتافیلوروروس اورئنوسها  با بیشتری  فراوانی سویه

 ررصد( نشان راره شد. علت ای  اخنتلاف فناح   09/13)

ررصند بنرا  یرایانر اختصاصنی  0بر رر برا 09/13یهنی 

رر ماالهه  استافیلوروروس اورئوس nucتکثیررننده ژن 

 حاضنر مشننخص نیسننتر رر حنالی رننه رر ماالهننه قبلننی 

ررصنند مننوارر وجننور ژن  33ها رر رو  هاننی  ناونننه

شایدر علت این   (.11)نشان راره شده بور Cانتروتورسی  

ون و ینا ها  موجور رر خناختلاف ناشی از وجور آنزیم

ها باشد. مهلوم نیست ره آیا این  ژن وجور سایر بارتر 

بنوره و ینا تشنابه  VBNCاز بارتر  تبدیل شده بنه فنرم 

جنا ها باشدر ولنی از آنساختاانی بی  ای  ژن و سایر ژن

حندور  16S rRNAره فول قاهه تکثیر شنده بنرا  ژن 

 شور. جفت باز بورهر احتاال تشابه تقویت می 0911

ررصند منوارر  31لهنه توانسنت رر بنی  از ای  ماا

 را ره مهرف وجنور بنارتر  اسنتر 16S rRNAوجور ژن 

نشان رهد و نیز نق  احتاالی عفونت نهفته بارتریایی را 

رر این  بیانناران مشننخص ناایند. افننزون بننرای ر بررسننی 

ها  فنوق رر ها  مختلنس رر ناوننهژنوجور سویرآنتی

نتیرنه این  ماالهنه  (.05)ماالهات قبلی گزار  شده بنور

ماک  است بتواند راهنانا  مناسنبی بنرا  منشناء تولیند 

ها  گزار  شنده باشند و حنداقل بتوانند ژنسویر آنتی

بخشی از اتیولوژ  بیاار  آرتریت روماتوئید را مانرح 

ها  نااید ولی هنوز ای  سوال باقی است ره چرا بارتر 

 لوژیکها  رشت بارتریورخیل رر ایرار بیاار  ررمحیط

اند و نتیره مقایسه و یکسان ساز  ژن تکثینر رشد نکرره

ها  غیر قابل رشت را نشنان راره ر بارتر PCRشده رر 

 .رهدتر را نشان میاستر ای  امر نیاز به بررسی بی 

 جهت تشخیص 16S rRNAگیر  از رر هرحالر بهره

ها  روتننی  بننا هننایی رننه رر تشننخیصاتیولننوژ  بیاار 

هسننتندر مسننتلزم اسننتفاره از ترهیننزات چننال  مواجننه 

حقیقنتر توسنهه  باشند. رراتوماتیک تهیی  سکانس منی
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ترهیزات تشنخیص مولکنولی بنه هانراه رسنتگاه تهینی  

و  (17)ا  برخنوررار اسنتالهنارهسکانس از اهایت فوق

ماکنن  اسننت بتواننند ضننا  بنناتبررن رقننت و صننحت 

ل ها را بنه رنبناها  آزمایشگاهیر راه  هزینهتشخیص

 .(10)راشته باشد

 

 سپاسگزاری
هننا و مشنناوره ارزشنناند واحنند توسننهه از راهناایی

رر انرام ای  یروژه  )عنج(اللهتحقیقات بالینی بیاارستان بقیه

هننیچ تضننار منننافهی بننی   شننور.تشننکر و قنندررانی مننی

 نویسندگان وجور ندارر.
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