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Background and Aims: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus is the most common 

bacterial agent of diabetic foot Infection (DFI).The Virulence factors of this bacterium increases 

the severity of the degree of wound infection, and if not treated promptly, results in lower limb 

amputation and death of the affected patients. The aim of this study was to isolate methicillin 

resistant Staphylococcus aureus carries the mecA gene and to detect 4 Virulence genes hla, 

lukED, sei and hlg from patients with diabetic foot infection in order to evaluate their role in 

severity of infection. 

Materials and Methods: 30 cases of diabetic foot infections in Mazandaran province were 

collected from pus drainage and Staphylococcus aureus was purified according to culture 

characteristics and biochemical tests. The molecular evaluation of the isolates after DNA 

extraction was performed with five pairs of specific primers of intended genes, by PCR method. 

 Results: Of the 30 patients, 14 isolates (46.6%) of S. aureus were isolated and identified. 

Each 14 samples contained mecA gene and the frequency of hla, lukED, sei and hlg genes in 

isolates was 100%, 100%, 71.4% and 64.2%, respectively. 

        Conclusions: Identification of these 4 genes with the mecA gene in S. aureus isolated from 

diabetic foot Infection can be an effective and reliable genetic marker for diagnosis of foot 

infection in diabetic patients. To prevent amputation, diagnosis of infection by PCR method and 

appropriate timely antibiotic therapy are required for Diabetic patients. 

Keywords: Staphylococcus aureus, Methicillin Resistance, Virulence Genes,  Diabetic 

Foot Infection 
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ترین عامل باکتریائی عفونت زخم پای بیماران دیابتی سیلین شایعمقاوم به متیاستافیلوکوکوس اورئوس  :زمینه و هدف

(DFIاست. فاکتورهای بیماری )موقع منجر به دهد و درصورت درمان نشدن بهزایی این باکتری شدت درجۀ عفونت زخم را افزایش می

مقاوم به استافیلوکوکوس اورئوس ، جداسازی باکتری شود. هدف این پژوهشهای تحتانی و مرگ بیماران مبتلا میعضو اندامقطع 

-پای بیماران دیابتی بههای عفونت از جدایه hlgو  hla  ،lukED ،seiژن ویرولانس  4و شناسایی   mecAحامل ژن  سیلینمتی

 ن شدت عفونت است.ها در میزامنظور ارزیابی نقش آن

گیری شد و بیمار مبتلا به عفونت پای دیابتی در استان مازندران نمونه 13 از ترشحات چرک :کار روش و مواد 

ها پس از استخراج سازی شد. ارزیابی مولکولی جدایههای بیوشیمیائی خالصهای کشت و تستبراساس ویژگی استافیلوکوکوس اورئوس

DNA های مقصود به روش تصاصی ژنجفت پرایمر اخ 5، باPCR .صورت گرفت 

نمونه حامل ژن  24هر  جداسازی و شناسایی شد. استافیلوکوکوس اورئوس( %6/46ایزوله ) 24بیمار  13از مجموع  :هایافته

mecA  های بودند و فراوانی ژنhla   ،lukED  ،sei  وhlg ت آمد.دسبه %1/64و  %4/12، %233، %233ترتیب ها بهدر جدایه 

تواند می جداسازی شده از زخم پای دیابتیاستافیلوکوکوس اورئوس در  mecAژن به همراه ژن  4شناسایی این  :گیرینتیجه

و  PCRتشخیص عامل عفونت با روش بندی عفونت پای بیماران دیابتی باشد. و قابل اعتمادی در تشخیص درجهمؤثر مارکر ژنتیکی 

 موقع، در جلوگیری از قطع عضو بیماران دیابتی ضروری است.بهبیوتیکی مناسب و درمان آنتی

 دیابتی پای عفونت زایی،بیماری هایژن سیلین،متی به مقاومت ،استافیلوکوکوس اورئوس :کلمات کلیدی
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مهمقد

شایع است که با دیابت قندی نوعی اختلال متابولیک 

کند. برحسب اتیولوژی دیابت، فنوتیپ هیپرگلایسمی بروز می

قطع ترشح انسولین )دیابت  ،عوامل دخیل در بروز هیپرگلایسمی

نوع اول(، کاهش ترشح انسولین و یا غیر فعال شدن رسپتورهای 

سطح سلول در برابر انسولین موجود در خون )دیابت نوع دوم( 

-ها میبه کاهش جذب گلوکز ازسوی سلول منجر است که متعاقبا  

های متعدد بدن ناشی شود. تغییرات پاتوفیزولوژیک ثانویه در ارگان

از این اختلال متابولیک، مشکلات فراوانی را برای فرد دیابتی و 

ترین دیابت شایع .(6سیستم بهداشتی جامعه به همراه دارد )

سال است. میلیون مرگ در  4بیماری غدد در جهان و مسئول 

 113، 1339میلیون نفر، در سال  13، 2995شیوع آن در سال 

میلیون نفر بوده و در سال  195، 1323میلیون نفر، در سال 

میلیون نفر افزایش خواهد یافت.  419میلادی این آمار به  1313

با توجه به آمار و روند رو به تزاید بیماری دیابت در جهان، سازمان 

عنوان یک اپیدمی نهفته اعلام را بهآن (WHOبهداشت جهانی )

ومیر و اولین علت نارسایی این بیماری پنجمین علت مرگ .کرد

مزمن کلیه، قطع پای غیر تروماتیک و نابینایی در بسیاری از 

شایع در بیماران دیابتی است  ایهزخم پا عارض. (9)جوامع است 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 6931 اسفند-بهمن –  1 شماره – 66سال 
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ن نفر از میلیو 2بیش از  سالانه .است %15ن بیش از آکه شیوع 

. دهندعلت این بیماری از دست میهپای خود را ب افراد دیابتی،

(. 9) افتدناشی از دیابت اتفاق می یثانیه یک قطع پا 13 یعنی هر

پیشرفت عفونت به سمت بافت نرم  و شوندها عفونی میاغلب زخم

های تحتانی یک فاکتور مهم برای قطع اندام استخوان عمدتا  و

به شکل خود را تواند پای بیماران دیابتی میزخم (. 0) است

 تندنیت آرتریت عفونی، فاشئیت نکروزان، آبسه، میوزیت، سلولیت،

سرانجام منجر به آمپوتاسیون اندام  و نشان دهداستئومیلیت  و

  (.0) تحتانی شود

زخم پای دیابتی عفونت علت شایع استافیلوکوکوس اورئوس 

 های خون،ار شایع عفونتاین باکتری یکی از علل بسی. است

 استئومیلیت، اندوکاردیت، پنومونی و های پوستی و زخم،عفونت

های بیمارستانی عفونت ۀاز دلایل عمد و های عمل جراحیعفونت

سیلین، معرفی متی از پس بلافاصله 2963 دهۀ (. در1) است

مقاوم نسبت به این دارو ظاهر  اورئوس لوکوکوسیاستافهای سویه

( MRSAسیلین )مقاوم به متیستافیلوکوکوس اورئوس اشدند و 

 ژن بیوتیکی، حضورمقاومت آنتی نوع این بروز نام گرفتند. علت

ها است. این مقاومت ازسوی در این سویه mecAکروموزومی 

استافیلوکوکوس ای از کروموزوم های موجود در ناحیهترادفی از ژن
 SCCmecتایپ  9(. 7شود )کد می SCC mec، به نام اورئوس

و   gene complex mecهای مختلف ( شامل کلاسVIIIتا  I)تایپ 

ccr gene complex ی شده است. یشناساSCCmec های تایپI 

،IV ،V  ،VI وVII های بیوتیکباعث مقاومت نسبت به آنتی

مقاومت چندگانه را با اضافه (II,III) های شود و تایپبتالاکتام می

(.  0، 3کنند )ت برعلیه دارو ایجاد میهای مقاومشدن ژن

زای ذاتی انسانی است یک باکتری بیماریاستافیلوکوکوس اورئوس 

 ها براین ژن دارد.فاکتورهای ویرولانس  ۀکنندکدمتعدد های و ژن

این  اند.قرار گرفته ژنتیکی عناصر جهندۀوی کروموزوم یا ر

-مکانیسم فرار از فاکتورها موجب کلونیزاسیون باکتری در میزبان،

و  موکوس دیده وتهاجم به پوست آسیب، های دفاعی میزبان

ها نظیر آلفا همولیزین و همولیزین(. 64) شوندانتشار در بدن می

غشاء سلول اثرات  لکوسیدین بر ۀخانواد وگاما همولیزین 

آلفا همولیزین یک توکسین  کننده دارند.سایتولیتیک یا تخریب

این توکسین  .شودکد می hlaژن  ازسوی پتیدی است کهپپلی

طور ه)ب هاخاصیت القاکنندگی لیز یا تخریب طیف وسیعی از سلول

-بسیاری از گونه را دارد، که ازسوی ها(منوسیت ها وعمده پلاکت

آلفا همولایزین   و شودتولید می استافیلوکوکوس اورئوسهای 

بسیاری ی ااین سم برکند. میعضلات صاف عروق خونی را مختل 

 های کبدی،سلول ها،لکوسیت های قرمز،ازجمله گلبول هااز سلول

باعث ایجاد منافذی  سمی است و شده،های کشتو سلول هاپلاکت

آلفا توکسین یک سم . شودسلول میغشاء در  نانومتر 1 تا 2 با قطر

امل مهم ویرولانس وعاز  یعنوان یکهب ست وا هالکوسیت زا درمنفذ

گاماهمولیزین (. 66شود )محسوب می کوکوس اورئوساستافیلو

واقع در  این ژن از یک جایگاه واحد،. شودمی کد hlg ژنازسوی 

 ScaI-digested choromosomalزی )کیلوبا 5/4 کروموزومی ۀقطع

fragment )های قرمزقادر به تخریب گلبول ،شودمی رونویسی 

وبلاستیک های لنفهمچنین سلول خرگوش و گوسفند، انسان،

 S دو پروتئینخانواده لکوسیدین شامل  ءاجزا همانند انسان است و

 sei(. 69) اندگذاری شدهنام  HlgAو  HlgB ترتیبهکه باست  Fو 

. این استاستافیلوکوکوس اورئوس انتروتوکسین  ۀکنندکد ژن

این سموم توانایی  .نامندژن میسوپر آنتی ویرولانس فاکتورها را

و پرولیفراسیون وسیع  1کلاس  MHCبا مولکول برای واکنش 

و درنهایت آسیب ناشی از انتشار مقادیر بالایی از  Tهای لنفوسیت

های این خانواده همگی از طرفی توکسین دارند.را ها سایتوکاین

(. 69شوند )طور افقی و ازطریق عناصر جهندۀ ژنتیکی منتقل میبه

استافیلوکوکوس تری هدف از این مطالعه، جداسازی و تشخیص باک
های های واجد ژنسیلین و شناسایی سویهمقاوم به متی اورئوس

(، لکوسیدین hlg(، همولیزین گاما ) hlaکدکنندۀ همولیزین آلفا )

E/D (lukED)  و انترتوکسین سروتایپi (sei )عفونت زخم پای  از

بندی براساس سیستم طبقه 5 تا 1 عفونی ۀبا درجبیماران دیابتی )

 و کشت، تست های بیوشیمیاییهای به کمک تکنیک (،نرواگ

  بوده است. (PCR) ای پلیمرازواکنش زنجیره

 هاروشمواد و 

 تا 2194 ماه مهر از کهآزمایشی و تجربی  تحقیق این در

 بیمارستان جراحی بخش به مراجعه با شد، انجام 2195 ماه مرداد

 شهر رازی بیمارستان عفونی بخش و ساری شهر خمینی امام

 دیابتی زخم عفونت به مبتلا بیمار 13 از  ،(هدف ۀجامع) قائمشهر

(DFI )افراد . شد یریگنمونه( نمونه ۀجامع) واگنر 5 تا 1 ۀدرج با

به روش غیر تصادفی و سهمیه ای و با در نظر گرفتن مهمترین 

( انتخاب شدند. DFIویژگی آنها یعنی ابتلا به عفونت پای دیابتی)

العه عفونت پای بیماران مبتلا معیار ورود و خروج نمونه ها در مط

 و امانت و یاخلاق اصول تیرعا منظوربه بوده است. به دیابت

 درنظر مارانیب از لازم، یهایهماهنگ ضمن پژوهش، در صداقت

 .  شد اجازه کسب یریگنمونه یبرا شده گرفته
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گیری در شرایط آسپتیک با برداشت یک سوآب از نمونه

های م پا و تلقیح به لولهترشحات چرک و عفونت قسمت زخ

ها آزمایش حاوی محیط کشت پایه نوترینت براث انجام شد. نمونه

سازی از منظور غنیبرای بررسی به آزمایشگاه انتقال یافتند. به

سازی محیط کشت بلاد آگار )شرکت مرک، آلمان(و برای خالص

باکتری، از محیط کشت کروم آگار )شرکت مرک، آلمان(اختصاصی 

 استفاده شد.  اورئوس یلوکوکوساستاف

های استافیلوکوکوس درکروم با توجه به اینکه برخی از سویه

رنگ هستند، لذا های آبی یا سفید یا بیآگار قادر به ایجاد کلنی

های سازی نهایی ایزولۀ درنظر گرفته شده، کلنیمنظور خالصبه

تصاصی آگار اخصورتی یا ارغوانی رنگ را مجددا  بر روی کرومتک

ساب کالچر کردیم و پس از طی دورۀ  استافیلوکوکوس اورئوس

-های تک و خالص این باکتری ظاهر شدند. بهانکوباسیون، کلنی

منظور تأیید جداسازی و خالص کردن باکتری از یک نمونه پلی 

های جداشده با روش میکروبیال در محیط کشت اختصاصی ایزوله

های آمیزی گرم و تستگاستاندارد میکروبیولوژی، نظیر رن

بیوشیمیایی تشخیصی از قبیل تست همولیز، تست کاتالاز، تخمیر 

  پس از ارزیابی، تأیید شدند. DNaseمانیتول، تست کواگولاز، تست 

،  hlaهای ویرولانس ها براساس ژنارزیابی ژنوتیپی جدایه
lukED  ،sei ،hlg  سیلین و ژن مقاومت به  متی(mecA)  با روش

PCR های مذکور انجام و استفاده از زوج پرایمرهای اختصاصی ژن

 (.2شد )جدول
 

 (60) 0( و 67) 0(، 61) 9(، 60) 9(، 60) 6شده در پژوهش حاضر. منابع: . جفت پرایمرهای استفاده6جدول

Gene primer Nucleotid  sequence Size  (pb) Function 

Hlg 2 F 
R 

5ʹ-CCA ATC CGT TAT TAG AAA ATG C-3ʹ 
5ʹ-CCA TAG ACG TAG CAA CGG AT-3ʹ 

911 δ-Hemolysin 
leukocidin 

Sei1 F 
R 

5ʹ-CAA CTC GAA TTT TCA ACA GGT AC-3ʹ 
5ˊ-CAG GCA GTC CAT CTC CTG-3ˊ 

466 Entertoxin-i 

lukED 1 F 
R 

5ʹ-TGA AAA AGG TTC AAA GTT GAT ACG AG-3ˊ 
5ˊ-TGT ATT CGA CAA AAG CAG TGC A-3ˊ 

169 Leukocidin 

Hla  4 F 
R 

5ˊ-CTG ATT ACT ATC CAA GAA ATT CGA TTG-3ˊ 
5ˊ-CTT TCC AGC CTA CTT TTT TAT CAG T-3ˊ 

139 α-Hemolysin 
leukocidin 

mecA   5 F 
R 

5ˊ-GTG GAA TTG GCC AAT ACA GG-3ˊ 
5ˊ-TGG ATA GCA GTA CCT GAG CC-3ˊ 

515 
Methicillin 

Resistance 
(PBP2a) 

 

از بافر استخراج  ها با استفادهژنومی جدایه DNAاستخراج 

DNA- IraiZol  محصول کمپانی رنا(RNA) زیست فناوران  بیوتک

استخراج شده با دستگاه  DNAانجام شد. آنالیز کمی 

Biophotometer  صورت گرفت. آنالیز کیفیDNA  استخراج شده

و ظهور باندها در  %2به روش الکتروفورز بر روی ژل آگاروز 

سازی بعد از آماده ارزیابی شد. Transluminatorدستگاه 

در  PCR، واکنش pmol23پرایمرهای اختصاصی و تهیۀ غلظت 

ها انجام گرفت. میکس هریک از ایزوله DNAبرای  15حجم 

و ریورس  ، پرایمر فورواردµL5/21 شامل مسترمیکس PCRاکنش 

 ، آب مقطرµL5/4 استخراج شده DNA، نمونه µL2 هرکدام

 بوده است.  µL 6دیونیزه 

  Thermal cyclerاز دستگاه  PCRبرای انجام 

 )اپندرف، آلمان( استفاده شد.

 

 در این تحقیق شدههای مطالعهژن PCRسیکل دمایی واکنش  .9جدول

 

 

Cycle 

No. 

Temperature(°C) / Time  
Monoplex 

Gene 
Final 

extension 
Extension Annealing denaturation Initial 

denaturation 

90 min23/11 sec63/11 sec15/55 sec43/94 min5/95 Hlg 

90 min23/11 sec63/11 sec15/59 sec43/94 min5/95 Sei 

90 min23/11 sec63/11 sec13/59 sec13/94 min5/95 Hla 

90 min23/11 sec63/11 sec63/59 sec213/95 min5/95 lukED 

90 min23/11 sec63/11 sec13/59 sec43/94 min5/95 mecA 
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انجام  %5/2بر روی ژل آگارز  PCRآنالیز کیفی محصول 

 Transluminatorگرفت و درنهایت باندهای اختصاصی با دستگاه 

یابی و تأیید قطعی به منظور توالیبه PCRارزیابی شد. محصولات 

کمپانی ماکروژن کره جنوبی ارسال شد. پس از تعیین توالی و 

ها با شانی ژنی جدایهپوتطابق و هم NCBIبلاست آن در سایت 

دست به %233، به میزان استافیلوکوکوس اورئوسهای سایر سویه

 آمد.

 هاافتهی

از ترشحات چرک بیماران مبتلا  آوری شدهنمونۀ جمع 13از 

های افتراقی براساس نتایج تست به عفونت شدید زخم پای دیابتی،

 استافیلوکوکوس اورئوس( %6/46نمونه ) 24شناسی میکروب

نمونه در محیط بلادآگار  24هر  داسازی و شناسایی شدند.ج

ها در سازی ایزولههای زرد طلایی رنگ داشتند. با خالصکلنی

های صورتی تا ارغوانی رنگ محیط اختصاصی کروم آگار، کلنی

کاتالاز ای گرم مثبت، های خوشهها کوکسیجدایهظاهر شدند. 

در محیط  βیز مثبت، همول DNaseمثبت، کواگولاز مثبت، 

نتایج حاصل از بلادآگار داشته و قادر به تخمیر مانیتول بودند. 

 نشان Biophotometerبا دستگاه  استخراج شده DNAآنالیز کمیّ 

نتایج نشان  است. 9/2تا  1ها بین تمام نمونه ODمقدار  داد که

ها از کیفیت و خلوص های استخراجی نمونه DNAدهد که می

استخراج  DNAنتایج حاصل از آنالیز کیفی . بودند بالایی برخوردار

شده با مشاهدۀ باندهای ایجادشده طی آنالیز الکتروفورتیک این 

و مشاهدۀ آن با دستگاه  %2محصول در ژل آگاروز 

Transluminator کیفیت ،DNA  .در استخراج شده را تأیید کرد

(،  hlaهمولیزین آلفا )[های لکوتوکسین ادامه برای جستجوی ژن

انترتوکسین ، ]E/D (lukED)(، لکوسیدین hlgهمولیزین گاما )

واکنش  ((mecAسیلینژن مقاومت به متی و i (Sei)سروتایپ 

PCR های نمونه انجام شد.بر روی جدایه 

  hlaژن  PCRنتایج حاصل از 

-آزمایش اورئوس استافیلوکوکوسهای از سویه %233ژنوم 

بودند. قطعه ژنی تکثیرشده با   hlaشده در این تحقیق حاوی ژن 

 داد. نشان را bp 139 پرایمر اختصاصی باند

 

 

 

 
  hla ژن یبرا PCR محصول کیالکتروفورت زینال. آ6شکل

 کنترل منفی 67( و چاهک 9کنترل مثبت )جدول  61لدر، چاهک  60های بیماران، چاهک نمونه 60تا  6های چاهک 

 
  hlgبرای ژن  PCR. آنالیز الکتروفورتیک محصول 9 شکل

 کنترل منفی 67( و چاهک 9کنترل مثبت )جدول  61لدر، چاهک  60های بیماران، چاهک نمونه 60تا  6چاهک های 
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 hlgژن  PCRنتایج حاصل از 

 اورئوس استافیلوکوکوسهای ( از سویه%1/64نمونه ) 9ژنوم 

 بودند. hlgشده در این تحقیق حاوی ژن یشآزما

را  bp 911ژنی تکثیرشده با پرایمر اختصاصی باند  هقطع 

 نشان داد.
 

 lukEDژن  PCRنتایج حاصل از 

-آزمایش اورئوس استافیلوکوکوسهای از سویه %233ژنوم 

 بودند. lukEDشده در این تحقیق حاوی ژن 

را  bp 169ند تکثیرشده با پرایمر اختصاصی با قطعه ژنی 

 نشان داد.

 

 
 lukED ژن یبرا PCR محصول کیالکتروفورت زینالآ .9 شکل

 کنترل منفی 67( و چاهک 9کنترل مثبت )جدول  61لدر، چاهک  60های بیماران، چاهک نمونه 60تا  6چاهک های 

 
 

 

 
 Sei ژن یبرا PCR محصول کیفورتالکترو زینالآ. 0شکل 

 یکنترل منف 67 چاهک( و 9کنترل مثبت )جدول  61 چاهکلدر،  60 چاهک ماران،یب یهانمونه 60تا  6 چاهک

 

 

 Seiن ژ PCRنتایج حاصل از 

 استافیلوکوکوسهای ( از سویه%4/12نمونه ) 23ژنوم 

 بودند. Seiشده در این تحقیق حاوی ژن آزمایش اورئوس

داشتند. قطعه ژنی تکثیرشده با  Sei( ژن %4/12یعنی )

 را نشان داد. bp 466 پرایمر اختصاصی باند
 

 mecAژن  PCRنتایج حاصل از 

-آزمایش اورئوس استافیلوکوکوسهای از سویه %233ژنوم 

 بودند.   mecAشده در این تحقیق حاوی ژن 

را  bp 515قطعه ژنی تکثیرشده با پرایمر اختصاصی باند 

  دهد.ینشان م

 ۀمرحل یهاهیجدا مثبت کنترل یهانمونه است ذکر به لازم

 صیتشخ از پس کهپژوهش بوده  یدر ابتدا یمورد ۀاول مطالع

 کنترل عنوانبه یینها دییتأو  (Sequencing) یتوال نییتعبا  ه،یاول

 (1)جدول  شد استفادههر ژن  یبرا مثبت
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  mecAبرای ژن  PCRیز الکتروفورتیک محصول . آنال0 شکل                           

 یکنترل منف 67 چاهک( و 9)جدول  مثبت کنترل 61 چاهک لدر، 60 چاهک ماران،یب یهانمونه 60 تا 6 چاهک های                      
 

 هاهیجدا یمولکول ییشناسا در استفاده یبرا مثبت کنترل یها. نمونه9 جدول
Sequences producing significant alignments: 

Select for downloading or 

viewing reports 
Description 

Query 

cover 

Ident Target Gene 

Select seq gb|CP017094.1| 
Staphylococcus aureus subsp. aureus 

strain 2148.CO1, complete genome  
%100 %100 hla  

Select seq gb|CP017094.1| 
Staphylococcus aureus subsp. aureus 

strain 2148.CO1, complete genome  
%100 %100 hlg  

Select seq gb|CP017094.1| 
Staphylococcus aureus subsp. aureus 

strain 2148.CO1, complete genome  
%100 %100 LukED 

Select seq gb|CP022291.1| 
Staphylococcus aureus subsp. aureus 

strain 5464. CO1, complete genome 
%100 %100 Sei 

Select seq gb|CP016863.1| 
Staphylococcus aureus subsp. aureus 

strain 1625.CO1, complete genome  
%100 %100 mecA  

 

اورئوس  یلوکوکوساستاف یرولانسو های¬ژن یفراوان یزانم

 ۀنشان داد که هرچه درج یابتید یعفونت پا های¬یهدر جدا

ژن  یفراوان یزانواگنر بالاتر باشد، م بندی¬درجه یارعفونت بر مع

hlg  های¬ژن یناست. همچن یشترب hla    وlukE/D در تمام

 (.4شد )جدول  یافت 5 تا 2 ¬بندی¬با درجه های¬عفونت

 

 (0 تا 9واگنر ) ۀدرج با یابتید یپا زخم عفونت در رولانسیو یهاژن یفراوان زانیم. 0جدول

 

 ماریکد ب

 

 اگنرو ۀدرج

 رولانسیو یهاژن

mecA hla lukED Sei hlg 

9 1 + + + - - 

66 1 + + + - - 

1 1 + + + + - 

64 1 + + + + - 

69 1 + + + + - 

6 4 + + + - + 

0 4 + + + - + 

9 5-4 + + + + + 

0 5-4 + + + + + 

7 5-4 + + + + + 

0 5-4 + + + + + 

3 5-4 + + + + + 

69 5-4 + + + + + 

60 5-4 + + + + + 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X6BFRRP301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X6BFRRP301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X6BFRRP301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X6BFRRP301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061229736
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061229736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1061229736?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X6CUB34M01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1061229736?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X6CUB34M01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061229736
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061229736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1061229736?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X6BFRRP301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1061229736?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X6BFRRP301R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061229736
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061229736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022291?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5249VTUT014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1279128150
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1279128150
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061052447
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1061052447
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 یهادر زخم شدهمطالعه یهاژن حضور دهدیم نشان جینتا

 تا %93 نیب ،4 ۀدرج با یهازخم در، %233 ،4بالاتر از  ۀدرج با

، 1 ۀدرج با یهازخم در و %93 ،1 ۀدرج با یهازخم در ،233%

  اگنرو ۀبا درج یهازخم در است ذکر به لازم. است بوده 63%

 هاهیدر جدا hlg  و  Sei یهاژن انیب ای وجود احتمال ترنییپا

 و ییتنها به ژن دو نیا اگنرو 4تا  1 ۀدرج با یهازخم در و کمتر

 ۀدرج هرچه گرید طرف از. شوندیم انیب یکسانی بایتقر احتمال با

 یشتریب نمود ژن، دو نیا حضور ای انیب بوده، بالاتر زخم اگنرو

 یهازخم یهاهیدر جدا lukED و  mecA   ،hlaژن  1. است داشته

 .اندشده انیب ای و داشته وجود 5 تا 1 درجات با

 هاهیاجد %53در هدف یهاژن همزمان حضور گرید یازسو

 یفراوان زانیم. شد احراز واگنر 5و  4 ۀدرج با یهاعفونت از

 Sei ژن همراهبه ،hla ، lukED) رولانسیو ژن 1 کمدستهمزمان 

دو  یفراوان و %1/15 واگنر، 4تا  1 ۀدرج با یها( در عفونتhlg ای

 واگنر 1و  1 ۀدرج با یهادر عفونت %19/24 در lukEDو  hlaژن 

 %233در lukED و  mecA   ،hla ژن 1 گرید طرف از. آمد دستبه

. شدند دییتأ واگنرزخم با درجات مختلف  یهاعفونت از هاهیجدا

 یهانمونه %233 و هانمونه کل %4/12 در Seiژن  کهیدرحال

 دهدیم نشان موضوع نیشد. ا افتی واگنر 1 ۀدرج با زخم عفونت

 ۀدرج یهازخم صیتشخ یبرا یشاخص مناسب Seiکه حضور ژن 

 ،mecA ، hla  ، lukED، Sei یهاژن انیب ای حضور. است واگنر 1

hlg  233 ،%233 ،%233 بیترتبه سهیمقا مقام در هانمونه در%، 

 بوده است. % 1/64و  4/12%

افزار آماری های حاصل از تحلیل نرم: دادهتحلیل آماری

SPSS  26نسخه (Chicago, IL; USA) بع و آزمون آماری کای مر

داری بین (، ارتباط آماری معنیP<35/3) %95در سطح اطمینان 

سیلین مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوسهای ویرولانس ژن

شده با میزان شدت عفونت زخم پای بیماران دیابتی، نشان مطالعه

 داد.

 بحث

-تکنیک واکنش زنجیره با ،mecAردیابی ژن  پژوهشدر این 

سیلین های مقاوم به متیداسازی ایزولهمنظور جبه مرازای پلی

(MRSA انجام شد. همچنین )های ویرولانسژن (hla, hlg, 

lukED, Sei)، زخم پای دیابتی که  منظور بررسی شدت عفونتبه

 ۀدرج های عفونیعنوان زخمهب بندی واگنرسیستم طبقه ۀواسطهب

با  بررسی انجام شدهدر  شد.ارزیابی  رفت،شمار میبه 5تا  1

استافیلوکوکوس  ،یهای بیوشیمیایتست روش کشت و استفاده از

جداشده از عفونت زخم پای  های بالینیاز ایزوله %6/46 اورئوس

های حضور ژن PCRواکنش  دیابتی را به خود اختصاص داد.

 بیوتیکیو همچنین ژن مقاومت آنتی hla ،lukED  ویرولانس

mecA هایژن و %233 به میزان را Sei  وhlg  ترتیبههرکدام ب 

 hlgو  Sei هایژنفراوانی کمتر میزان  نشان داد. %1/64و  4/12%

-مقاوم به متی هایایزوله درشده ی مطالعههانسبت به سایر ژن

همراه ها به، حاکی از آن است که بیان این دو ژن در ایزولهسیلین

نت با یا شدت عفو منجر به وسعت و شدههای مطالعهبیان سایر ژن

 و دشوبالاتری در زخم پای بیماران دیابتی میواگنر  هایهدرج

ویرولانس  هستند،هایی که فاقد این دو ژن دسته از ایزولهآن

های حاصل عفونت درنتیجه. ها دارندایزوله ۀکمتری نسبت به بقی

تری برخوردار ینیپا عفونت با درجات واگنر از آن نیز از شدت

-معنی ۀج این مطالعه، از نظر آماری رابطبا توجه به نتایهستند. 

 استافیلوکوکوس اورئوسهای ویرولانس داری در ارتباط با ژن

تولید عوامل ویرولانسی که  ۀواسطهبسیلین )خصوصا مقاوم به متی

شدت عفونت زخم پای  ۀدرج و دارند( (hlgی )اثرات سینرژیسم

نتایج  .وجود دارد بندی واگنر()براساس طبقه بیماران دیابتی

-به ،PCR نتایج آزمون کشت و یدأیضمن ت یابیتوالیحاصل از 

های سویه های بالینی با سایرپوشانی ژنی این ایزولههم ۀواسط

های کنترل مثبت نمونهو همچنین استافیلوکوکوس اورئوس 

اختلالات ایمنولوژیکی  .کردتأیید را در این مطالعه  شدهاستفاده

ای، نقص سیستم ایمنی د هستههای چنکاهش لکوسیتمثل 

های التهابی )سیستمیک و موضعی( سلولی و همورال، کاهش پاسخ

 کهبه عفونت، نوروپاتی محیطی یا نارسایی شریانی، بیماران دیابتی 

- را درمعرض خطر قابلهستند یا مستعد زخم  ودارند پا  زخم

 های پوست وعفونت ها وتوجهی از کلونیزاسیون میکروارگانیسم

ومیر درنهایت قطع عضو و مرگ استئومیلیت و گانگرن، بافت نرم،

 (. 63( دهدقرار می

توانایی ایجاد گسترش مقاومت به ، عوامل ویرولانس متنوع

 حضور در فضاهای بیمارستان وها، بیوتیکطیف وسیعی از آنتی

 های مهم دیگررا از نظر بالینی در میان بیشتر باکتریجامعه، آن

در سال  و همکاران Sotto ایمطالعهدر (. 94) کندمی متمایز

های زایی سویهدر کشور فرانسه پتانسیل بیماری 1339

منظور جداشده از زخم پای دیابتی را بهاستافیلوکوکوس اورئوس 

آنها نشان  .کردندهای عفونی از غیر عفونی بررسی تشخیص زخم

دست کیب بهترین ترمناسب ،های ویرولانسمیان ژن از که دادند

،  sea ،Sei  ،lukED ژن 5آمده از رگرسیون لجستیک، ترکیب 

hlgv  وcap8 .غیر  هایاین نشانگرها برای تشخیص زخم هستند
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و  ه( مفید بود4تا  1 ۀهای عفونی )درج( از زخم2)درجه  عفونی

-طوریهب کردند.بینی میوضعیت زخم را در مراحل پیگیری پیش

های در زخم  seaو  hlgv ،lukED ،Sei ژن 4 که از این ترکیب

در  cap8 و ژن ،MRSAهای در سویه واگنر 4 تا 1ۀ درج عفونی با

شناسایی  ،MSSAهای در سویه 2 ۀهای غیر عفونی با درجزخم

از  دست آمده در پژوهش حاضرهنتایج ب این یافته با. (96) شدند

با  های عفونیدر زخم  hlgو  Sei ،lukED هایژن لحاظ حضور

سویه  95در کشور مصر با جداسازی . به بالا مطابقت دارد 1 ۀدرج

-ایزوله درند که بیمار نشان داد 215از  استافیلوکوکوس اورئوس

که پس از است  hlg، 91/29%های زخم پای دیابتی فراوانی ژن 

همولیزین  ۀهای کدکنندنسبت به سایر ژنhla (21/12% )ژن 

دست آمده در هنتایج ب ن یافته باای را دارد.بیشترین فراوانی 

های همولیزین متفاوت بود فراوانی ژناز لحاظ  پژوهش حاضر

در  1326همکاران در سال  و Abdel-Halem ۀدر مطالع(. 99)

 15 در ،mecA ژن ها ولکوسیدین ۀکنندهای کدفراوانی ژن مصر،

-فراوانی ژن بررسی شد که استافیلوکوکوس اورئوسبالینی  ۀایزول

lukS( ،44% )( %1/14) ترتیببه هالکوسیدین ۀکنندای کده

lukD( ،64% )lukE ( 1/11و% )lukF  ژن  ۀایزول 55 در وارزیابی

mecA ۀمطالع در .(99) شد شناسایی Havaei   و همکاران در سال

 5از  S. aureus ۀ سوی 249جداسازی با  در ایران 1323

 نشان دادند که %9/11 را lukED فراوانی ژن ،بیمارستان تهران

 های پژوهشی حاضر نداشت. یافته ی بامطابقت

در  1324و همکاران در سال  Ebrahimi، دیگر ۀدر مطالع

،                  عفونت پوستی 19 زخم عفونی و 62بر روی با مطالعه  ایران

 (%9/43) ایزوله 49مشخص شد که  استافیلوکوکی، ۀایزول 15 از

، این تعداد از و بتا همولیتیک بودند آلفا و ساستافیلوکوکوس اورئو

دست ههای بیافته د.کردنمی تولید (hlg) گاما همولیزین 15/21%

(، %6/46) ها تقریبا مشابهآمده در این مطالعه از لحاظ تعداد ایزوله

در هستند. متفاوت  بسیار  hlgژن فراوانیولی از لحاظ میزان 

با  1324 سال همکاران در و Hoseini Alfatemi دیگر ۀمطالع

 hla، 25/91%میزان فراوانی ژن ، MRSA ایزوله 249 شناسایی

در ایالات متحده فراوانی ژن ی دیگرۀ در مطالع(. 90شد )گزارش 

hla نتایج  پژوهش حاضر با ۀیافتکه  شدهگزارش  %233 به میزان

در استرالیا  1324همکاران در سال  و Sumeet  آنها مطابقت دارد.

به زخم پای دیابتی نشان  بیمار مبتلا 13سوآپینگ از  111 با

واکنش هستند و با انجام  S. aureus ا هاز ایزوله %44که  دادند

PCR  ها ژناین ایزوله از %95ثابت کردند mecA و درنتیجه 

MRSA  .میزان فراوانی ژن داشتندhla 95ها در این ایزوله% 

 (.90است )پژوهش حاضر  ۀیافت کمتر ازاین نتایج که  شدگزارش 

Sauer ۀسوی 46 از بین 1339 همکاران در سال و MRSA با 

 %1/19را  Seiفراوانی ژن ، های ویرولانسبررسی مولکولی ژن

تقریبا نتایج بررسی آنها ا پژوهش حاضر ب ۀیافت و گزارش کردند

ای مشابه با طی مطالعهو همکاران   Dibah .(91) مطابقت دارد

بیمارستان شهر  1های بالینی در روی نمونه برپژوهش حاضر 

استافیلوکوکوس  ۀایزول 42از  %1/46 کهند نشان داد ،اردبیل
ها به ونکومایسین، سویه ۀ. همهستند MRSA، اورئوس

مطالعه میزان این . در (97) موپیروسین و لینزولید حساس بودند

ن سیلیمقاوم به متیاستافیلوکوکوس اورئوس در   mecAحضور ژن 

این  ۀیافت .ه استبود %233 جداشده از عفونت زخم پای دیابتی

 مطالعۀ و (90) %99 همکاران و Ahmadi ۀپژوهش با مطالع

Zeinali در تحقیق(. 93( همکاران و Al-Ruaily  و همکاران فقط

داشتند  mecA ژناستافیلوکوکوس اورئوس های سویه از 21%

پژوهش ما نتایج با  های دیگرنتایج حاصل از پژوهش .(94)

های ها در نتایج، استفاده از روشهمخوانی ندارد. علت این تفاوت

 .است تنوع جغرافیایی همچنین ها ومختلف تشخیص ژن

 گیرییجهنت

سیلین با فراونی مقاوم به متی استافیلوکوکوس اورئوس

زخم  ترین میکروارگانیسم گرم مثبت در ایجاد عفونتشایع 6/46%

در این  مقصودژن ویرولانس  4ابتی است. ارزیابی پای بیماران دی

 سیلینهای مقاوم به متیتحقیق نشان داد که جدایه

  hlgویژه ژن ژن، به 4که قادر به بیان این استافیلوکوکوس اورئوس 
زایی بیشتری برخوردار ها از بیماریهستند، نسبت به سایر سویه

-نر بالاتری میهای شدید با درجات واگبوده و منجر به عفونت

 استافیلوکوکوس اورئوسهای در ایزولهژن  4شناسایی این  شوند.

عنوان مارکر ژنتیکی مناسب و قابل اعتماد به، سیلینمقاوم به متی

بندی مولکولی عفونت زخم پای بیماران دیابتی در تشخیص درجه

های این پژوهش با اختصاصیت و ویژگی بالا است. امیدواریم یافته

مناسبی برای تشخیص زودهنگام نوع و درجۀ عفونت و  راهکار

کمک در اتخاذ تصمیم درمانی قطعی جامعۀ پزشکی و پیشگیری 

 یابتید مارانیب یجیمرگ تدر و یتحتان یهاانداماز قطع عضو 

 .باشد

-یماریب شاخص یهاژن یابیارز پژوهش نیا قوت نقاط از

با  هاژن نیا انیب نیب ارتباط یبررس و مارکر یهاژن عنوانبه ییزا

 است دیام. است یابتید یپا عفونت به مبتلا مارانیب در زخم ۀدرج
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 مارانیب در زخم ۀدرج ییشناسابه منظور  پژوهش نیا جینتا از

-بهره نگینیاسکر تست صورتبه یدرمان مراکز به کنندهمراجعه

 یهاتیمحدود به توانیم پژوهش نیا ضعف نقاط از. شود یریگ

 مختلف زخم درجات با یابتید یپا عفونت با مارانیب به یدسترس

 .کرداشاره  نمونه اخذ یدانیم ۀدامن وسعت زین و

 سپاسگزاری

شاهین رسولی به پاس  دکتر آقای ضمن تقدیر و سپاس از

 که استادانی مقاله و پژوهش و تدوین مراحل تمامی پشتیبانی در

 جناب از ،اندتههای لازم را در انجام این کار مبذول داشراهنمایی

محترم  و پرسنل جمعی محترم مدیرعامل پناهی پرویز آقای

بخش و پرستاران  ساری، پرسنل ابوالفضل)ع( حضرت درمانگاه

 رازی و ساری خمینی امام هایبیمارستانجراحی و عفونی 

گیری و نیز حوزۀ معاونت پژوهشی نمونه در همکاری قائمشهر بابت

شناسی دانشگاه آزاد ت میکروبو همکاران آزمایشگاه تحقیقا

 شود.می اسلامی واحد تنکابن قدردانی و سپاسگزاری

 تعارض منافع

 بین نویسندگان تعارض منافعی گزارش نشده است.
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