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  مقاله پژوهشي
  

   تشخيص و انتروكوك باليني هاي سويه ميان در aac(6′)Ie-aph(2″)Ia  ژن بررسي
 جنتامايسين بالاي سطح به مقاوم هاي سويه

    

  ****پريسا فرخ ، ***عباسعلي ايماني فولاديدكتر  ،**مهوش اسكوييدكتر  ،*نرگس دادفرما
  

  26/5/89:   ،  پذيرش    23/2/89  :دريافت 
  

  :يدهچك
 هـاي  مقاومـت  بر علاوه.اند شده ظاهر بيمارستاني عفونتهاي عامل پاتوژنهاي مهمترين از يكي بعنوان  انتروكوكها :مقدمه و هدف    

 سـطح  بـه  مقاومـت  كه كنند مي ايجاد را ترانسپوزون و پلاسميد به وابسته هاي مقاومت ، ميكروبي ضد عوامل از بسياري به ذاتي
 بـه   آمينوگليكوزيـد  يـك  دارويي سينرژيسم شكست باعث ها انتروكوك در  HLGR.است آنها جمله از (HLGR) جنتامايسين بالاي

  ژن حـضور  اثر در HLGR  (MIC≥500µg/ml)  هاي سويه پيدايش معمولا. شود مي سلولي ديواره عليه بر فعال عامل يك همراه
aac(6')-Ie-aph(2")-Ia است.  

 تـستهاي  اسـاس  بـر  انتروكوكهـا  گونه تشخيص .شد جدا  بيماران از انتروكوك  142 جموعم دردر اين مطالعه تجربي      :روش كار   
 انتروكوكهاي كردن جدا براي. شد انجام ديسك از انتشار روش به بيوتيكي آنتي حساسيت هاي تست و گرفت صورت بيوشيميايي

HLGR جنتامايسين ديسكهاي از)µg 120 (شد استفاده. MIC شد تعيين ميكروديلوشن براث وشر به جنتامايسين براي. PCR براي 
 PCR محـصولات  از يكـي .شـد  انجـام  Sca1 محـدودالاثر  آنـزيم   توسط آنزيمي هضم واكنش و  aac(6′)Ie-aph(2″)Ia ژن شناسايي

  .شد BLAST استاندارد سويه با و توالي تعيين
 ليتر ميلي بر گرم ميكرو 512-1024 با برابر  MIC داراي ، HLGR سويه 55.بودند HLGR آنها%) 7/43( 62  سويه 142 از :نتايج 

 از% 44و هـا  E.faecalis مجمـوع  از% 42 .بودند aac(6')-Ie-aph(2")-Ia ژن  داراي آنها از يكي بجز HLGR هاي سويه همه. داشتند
 چنـد  مقاومتهاي و بررسي مورد بيوتيكهاي آنتي به مقاومت شيوع  HLGR هاي سويه در . بودند HLGR ، ها E.faecium مجموع
 محـصول .بـود  فكاليـسها  از بيشتر فسيوم هاي گونه در مقاومتها اين شيوع. بود بيشتر  non–HLGR  با مقايسه در MDR)  (دارويي

PCR در موجود توالي با شده توالي تعيين Genebank شد وتاييد مقايسه.  
-aac(6')-Ie ژن  گـسترش  و باشـد  مـي  ايـران  در نيدرمـا  مراكـز  در اي عمـده  مشكل HLGR و MDR بالاي  شيوع:نتيجه نهايي 

aph(2")-Ia است تهران در مقاومت اين ايجاد مسئول.   
   

 مقاومت آنتي بيوتيكي/ جنتامايسين / انتروكوك  : :كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
ــور جــزء انتروكوكهــا       ــد، روده نرمــال فل  عفونتهــاي ان

 لــورف توســط كــه اســت عفــونتي تــرين رايــج انتروكــوكي
 گـرم  كوكسي فراوانترين و شود مي ايجاد انسان كومنسال

  ).1(باشند مي انسان مدفوع در مثبت
  و ،گيـاهي  انساني،حيواني مختلف منابع از انتروكوكها      

  
  

 طريـق  از و هستند جداسازي قابل محيطي مختلف سطوح
 ءمنـشا  كـه  غـذاهايي .شـوند  مـي  رهـا  محـيط  در فاضلاب
 انتروكـوك  هاي گونه توسط لودگيآ با گاهي دارند حيواني

  )  2.(همراهند
ــر       ــي هــاي مقاومــت اكث ــوتيكي آنت  پاتوژنهــاي در بي

  كـه  اسـت،  مثبـت  گـرم   باكتريهاي به مربوط بيمارستاني
  
  
   

   سيلين متي به مقاوم اورئوس لوكوكوسياستاف به توان مي

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  جانگروه ميكروب شناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد زنكارشناس ارشد  *

   ميكروب شناسي انستيتو پاستور ايرانبخشاستاديار  **
  )imanifouladi.a@gmail.com(استاديار مركز تحقيقات  بيولوژي مولكولي دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله ***

   بخش ميكروب شناسي انستيتو پاستور ايرانكارشناس ارشد ****



  و همكاراننرگس دادفرما                                                                                                                 انتروكوكهاي مقاوم به جنتامايسين

  

26
  

)MRSA(، ونكومايـسين  بـه  مقـاوم  هاي انتروكوك)VRE ( 
)  HLGR(جنتامايسين بالاي سطح به مقاوم هاي انتروكوك

 كـه  كـرد  اشاره چندگانه هاي مقاومت با هايي انتروكوك و
  ). 3(اند كرده ايجاد بيماران درمان در را اي عمده مشكلات

 ادراري، مجاري عفونتهاي شامل انتروكوكي عفونتهاي      
 زخـم،  عفونتهـاي  شـكمي،  داخـل  هاي آبسه اندوكارديت،
 قـــدرت. هـــستند ... و نـــوزادان سيسسپـــ ، بـــاكتريمي
 فاكتورهـاي  علـت  به آنكه از بيش ها انتروكوك بيماريزايي
 آنتــي بــه مقاومــت وجــود علــت بــه باشــد آن ويــرولانس
 دومـين  عنـوان  بـه  ها انتروكوك. است مختلفي  بيوتيكها
 زخـم  و ادراري دسـتگاه  عفونت ايجاد در معمول ارگانيسم
 هـا  بيمارسـتان  در يبـاكتريم   كننده ايجاد عامل وسومين

  ). 4(باشند مي
      HLGR ــدا انتروكوكــسي در ــسه در 1979 در ابت  فران

)  ≤ml/gµ500MIC (بـا  هايي انتروكوك). 5 (شد گزارش
 ويـژه  توجـه  دارند جنتامايسين بالاي سطح به مقاومت كه
ــراي را اي  ماننــد انتروكــوكي شــديد عفونتهــاي درمــان ب

 معـضلات  از يكـي  و دان كرده جلب خود به اندوكارديتيس
 .دنهـست  انتروكوكي عفونتهاي ميكروبي آنتي درمان عمده

 اثـر  بكمـك  درمـان  حتـي  مقـاومتي  چنين بروز صورت در
ــسمي ــك سينرژيـ ــد داروي يـ ــا (آمينوگليكوزيـ  ترجيحـ

 سلولي ديواره عليه بر فعال عامل يك بهمراه) جنتامايسين
 و شـود  مي روبرو شكست با ،) گليكوپپتيد يا سيلين پني(

 .هـستند  اثـر  بـي  نيز  تركيبي درمان به ها انتروكوك اين

HLGR ًهـاي  آنـزيم  كننـده  كد ژنهاي اثركسب در عموما 
. آينـد  مـي  بوجود  (AMEs)آمينوگليكوزيدها دهنده تغيير
 شامل ميشوند،  HLGRسبب كهAMEs  رمزگذاري ژنهاي

 انتقـال  ترانسپوزون و پلاسميد توسط كه است  ژن چندين
 aac(6')-Ie-aph(2")-Ia ژن هــا انتروكــوك رد. يابنــد مــي
 بـالاي  دوز بـه  نـسبت  مقاومـت  پيـدايش  در را اصلي نقش

 دهنـده  تغييـر  آنـزيم  يـك  و كنـد  مـي  بازي جنتامايسين
 و ترانـــسفراز اســـتيل (عملكـــرد دو بـــا آمينوگليكوزيـــد
 همـه  بـه  مقاومت باعث لذا كند، مي كد را) فسفوترانسفراز

 استرپتومايسين بجز باليني دهمورداستفا آمينوگليكوزيدهاي
 جملـه  از ديگـر  ژن چنـد  نقـش  اخير سالهاي در .شود مي

ــز dI-aph(2″) وaph(2″)-Ib، aph(2″)-Ic  ژنهــاي  در ني
  ).6 (است شده مشخص مقاومت اين ايجاد
 اغلــب ولــي دارد وجــود انتروكــوك گونــه 20 حــدود      
   و E.faecalis گونه 2 توسط انسان در انتروكوكي هايعفونت

  
E.faecium ــد مــي بوجــود  عفونتهــاي در E.faecalis. آين

 ولـي  دارد E.faecium بـه  نـسبت  بيـشتري  شـيوع  انساني
 بيـشتر  دارويـي  مقاومـت  كـسب  بـراي  E.faecium توانايي
    ). 7 (است
 كـه  شـود  مـي  موجب ها انتروكوك ذاتي هاي ويژگي      
 طـولاني  مـدت  بـراي  نامـساعد  شرايط در ءبقا به قادر آنها

 هـا  انتروكوك گسترش و پايداري در اصلي دلايل از. باشند
 وسـيعي  طيف به ذاتي مقاومت: شامل بيمارستان درمحيط

 از ناشــي عفونتهــاي درمــان در رايــج وتيكهــاييب آنتــي از
 كـسب  بـراي  بـاكتري  ايـن  توانايي ، مثبت گرم باكتريهاي

 يـا  و موتاسـيون  طريـق  از بيوتيك آنتي به مقاومت ژنهاي
 و پلاسميد،ترانــسپوزون (خــارجي ژنتيكــي مــاده اكتــساب
 طريق از مقاومت ژن انتقال ،)ژنتيك متحرك هاي شاخص

  ). 9,8 (باشد مي ديگر انتقالي هاي روش ويا كونژوگاسيون
 مراكـز  در  جنتامايـسين  و ونكومايسين بالاي مصرف      

 همچنـين  و هـا  پاتوژن در مقاومت افزايش باعث كلينيكي
 انـسانها  و حيوانات بدن نرمال فلور هاي مميكروارگانيس در
 ذخيـره  محـل  مقـاوم  نرمـال  فلـور  هـاي  باكتري. شود مي

 پاتوژن هاي باكتري به مقاومت ژنهاي انتقال برايي  مناسب
 هـاي  بيوتيـك  آنتـي  بـه  مقاوم هاي انتروكوك .باشند مي

 ءمنـشا  بـا  شـده  تهيـه  غذايي مواد طريق از قادرند مختلف
 كلـونيزه  طريـق  از يـا  و يمارستانيب هاي فاضلاب حيواني،

 جامعـه  سـالم  افـراد  بـه  بيمارستاني بيماران روده در شدن
 اثـر  مقـاومتي،در  چند هاي سويه با ناقل افراد.شوند منتقل
 بـه  مقاومـت  انتقـال  احتمـال  بيمارسـتان  در شدن بستري
 و بيمارسـتان  پرسنل آلوده دست طريق از را ديگر بيماران

 مـدت  شـدن  تر طولاني. دهند مي افزايش آلوده، وسايل يا
 در را مقــاوم هــاي ســويه ايــن چــرخش بيمــاران بــستري

  ). 10(كرد خواهد بيشتر بيمارستان
 مقاومتهاي شيوع بررسي ، انتروكوكي هاي گونه تعيين     
 مولكولي تايپينگ هاي تكنيك كارگيري وبه بيوتيكي آنتي
 اههاير يافتن در مقاومت ايجاد عامل ژنهاي شناسايي مانند

 عفونتهـاي  كـاهش  باعث و است، موثر باكتريها اين كنترل
 در لـذا . ميـشود  انتروكوكهـا  توسط شده ايجاد بيمارستاني
 بيمارستان، محيط در ميكروارگانيسمها گسترش از جلوگيري

 مقاوم، هاي سويه درمان براي مناسب بيوتيك آنتي تجويز در
 و مرگ كاهش ، بيوتيكها آنتي به مقاومت افزايش از جلوگيري

  ). 3(دارند سزايي به اهميت ها هزينه كاهش و بيماران مير
  در يــبيوتيك آنتي مقاومت تعيين مطالعه اين از هدف      
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  aac(6')-Ie-aph(2")-Ia ژن حـضور  بررسـي  و ها انتروكوك
 ها مقاومت اين مقايسه و انتروكوكي HLGR هاي سويه در

   اجـــد HLGR-non وHLGR  هـــاي هيســـو دربـــين
 اطلاعـات  تـا  باشـد  مي تهران در باليني هاي نمونه از شده
   هـا  بيوتيـك  آنتـي  بـه  نـسبت  مقاومـت  زمينه در تر دقيق

   بدســت انتروكــوكي عفونتهــاي بهتــر كنتــرل نتيجــه در و
  .آيد

  :روش كار
در اين مطالعه     :گونه و جنس سطح در شناسايي و گيري نمونه

 سـرپايي  و ستريب بيماران از انتروكوك نمونه 142تجربي  
 بيمارسـتان  از 1388 شـهريور  تـا  فروردين ماه 6 مدت در

 ادامه و شد آوري جمع و جداسازي تهران، در) عج(االله بقية
 صورت ايران پاستور ويتانست ميكروبشناسي بخش در مطالعه
 هـاي  ،سـويه  ها نمونه از خالص كشت تهيه از پس. گرفت

 قـرار  يبررس ـ مـورد  گونـه  و جنس تعيين جهت انتروكوك
 كاتـالاز،  هـاي  آزمايش از استفاده با جنس تعيين. گرفتند

 و اسـكولين  بايـل  ،هيـدروليز  NaCl 6.5% حضور در رشد
PYR(L-pyrolidonyl-β-naphtylamidase) گرفت صورت .

ــراي ــايي ب ــه شناس ــوك گون ــا انتروك ــنش از ه ــاي واك  ه
 مـانيتول،  سوربيتول، آرابينوز، قندهاي تخمير بيوشيميايي

 تـست  و آرژنـين  آمينه دياس هيدروليز ، ساكاروز و سوربوز
 هـاي  تست انجام مراحل تمام در).11 (شد استفاده حركت

ــين شناســايي،    اســتاندارد ســويه از ، PCRو مقاومــت تعي
22) JHE.faecalis ( شد استفاده منفي كنترل عنوان به .  

 انتروكـوك  هـاي  گونه كليه : بيوتيكي آنتي حساسيت تعيين
 روش با ديگر هاي گونه و E.faecalis، E.faecium   شامل

Disk diffusion) كشت محيط از استفاده با و) بائر -كربي 
 فارلنـد  مـك  نـيم  ميكروبـي  سوسپانـسيون  و هينتون مولر

ــه و شــد انجــام   . گرديــد انكوباســيون ســاعت 24 مــدت ب
  طبــــق رشــــد عــــدم هالــــه قطــــر گيــــري انــــدازه

   National Committee for Clinicalاســـتانداردهاي
  
  
  
  
  
  
  

  
Laboratory Standards)(NCCLS  شــد ســنجش)12 .(

 بـالاي  دوز شامل استفاده مورد بيوتيكي آنتي هاي ديسك
 نكومايسين و ،)10µg(سيلين آمپي ،)µg120(جنتامايسين

)µg30(، اريترومايــسين)µg15(، سيپروفلوكــسازين)µg5(، 
ــايكلين و) 30µg(كلرامفنيكـــل   شـــركت از) 30µg(تتراسـ

 )UK,  Mast Mersey Side,Bootle (بودند. 
  (MIC)مهاركننــــدگي غلظــــت حــــداقل تعيــــين      

  غلظت از و  microdilution  روش با جنتامايسين رايــــب
  ).   12(شد انجام ml/g µ 1024 تا  ml/gµ 8 بيوتيكي آنتي

 مقاوم هاي سويه( ها باكتري شبانه كشت از :DNA استخراج
 شـده  ارائه روش طبق و شد هتهي رسوب ،)جنتامايسين به

 گرديـد  انجـام  DNA اسـتخراج  مراحـل  Belanger توسط
)13(. lµ370 ــزيم حــاوي ازمحلــول   كننــده ليــز هــاي آن
)Sucrose ,M5/0EDTA, M1 Tris (ــه ــراه ب  از lµ 97 هم

 ليز جهت lµ20% SDS27 و) mg/ml10) sigma ليزوزيم
 منظـور  بـه  Rnase و K پروتئينـاز  و بـاكتري  ديواره كردن
 سوسپانسيون ورتكس، از پس. شد اضافه ها ناخالصي حذف
. گرديـد  انكوبـه  درجـه  37 مـاري  بـن  در ساعت 2 حاصله
 اضـافه  آمونيوم استات مولار 5/7 محلول از lµ200  سپس

 رسـوب  شـده  ليـز  هـاي  سـلول  بقاياي تا شد، سانتريفوژ و
 افـزودن  بـا  و كرده منتقل ديگر ويال به را رويي مايع.كنند

ــلايزوپروپ ــه ســرد ان ــزان ب ــم مي ــوپرناتانت حجــم ه  و س
 الكل در را رسوب. شد تشكيلDNA  كلاف آن، سانتريفيوژ

 ريخـتن  دور از بعـد  و كـرده  سـانتريفوژ  و شستـشو  اتانول
 و نگهداري -20فريزر در و كرده حل TEدر را رسوب الكل،

  .گرديد استفاده PCR واكنش در آن از
PCR در امايـسين جنت بـه  مقاومـت  اصلي ژن تشخيص جهت 
 ايجـاد  عامل aac(6')-Ie-aph(2")-Ia ژن  :HLGR هاي ايزوله

 هـاي  انتروكـوك  در جنتامايـسين،  بالاي سطح به مقاومت
HLGR ــا ــر  اختــصاصي پرايمــر جفــت از اســتفاده ب   تكثي
  .)1جدول  ()14 (گرديد

  
  
  
  
  
  
  
  

  aac(6')-Ie-aph(2")-Ia ژن تكثير در استفاده مورد پرايمرهاي اليتو :1 جدول
  

 
 

References 

Genbank assession of number 
nucleotide used sequences de-

sign primer in 

 
Product 
size (bp)

 
Sequence Nucleotid 

(5'-3' ) 
14 M13771 505 5'-GAGCAATAAGGGCATACCAAAAATC-3'

5'-CCGTGCATTTGTCTTAAAAAACTGG-3' 
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ــوط ــنش  مخل ــم در  PCRواك ــامل lµ20 حج  lµ2  ش
)X(PCR buffer 10، lµ1  (2.5mM) Mgcl، lµ(10mM ) 

dNTPs 0.4  ، lµ 0.5 ــاي از  , Forward پرايمرهـ
everseR) غلظت باlµ /10 pmol (، Polymerase 0.2 µl 

DNA Tag )lµ 5U/ (شـركت  از شـده  تهيه Genet Bio و 
DNA ــتخراج ــده اس ــر آب و) ng100( ش ــونيزه مقط    دي

  :     بود صورت اين به ژن تكثير براي حرارتي سيكل. باشد مي
 سـپس  دقيقـه،  4 مـدت  بـه  C ˚95در اوليـه  دناتوراسـيون 

 بـه  C ˚55 ، دقيقه 1 مدت به  C˚95 (شامل سيكل 32در
 دمــاي و) دقيقــه 1 مــدت بــه C ˚72 و  دقيقــه 1 مــدت

Extention در نهايي C˚72 شـد  انجـام  دقيقه 5  مدت به .
 جهـت  و گرديـد  الكتروفـورز % 1 آگـاروز  ژل روي محصول

 ميكروگرم 5/0 غلظت با (برومايد وماتيدي از ژل آميزي رنگ
  .شد استفاده دقيقه 15-20 مدت به) ليتر ميلي در

ــت       ــد جه ــن تايي ــزيم از  ژن اي ــدود آن ــده مح   كنن
Sca1 (Roche) هـضم  الگـوي  تعيـين  واكـنش  و ،استفاده 

  . شد تعيين آنزيم اين توسط PCR  محصول آنزيمي
 aac(6')-Ie-aph(2")-Ia  ژن PCR محـصولات  از يكي      

   شـركت  بـه  تـوالي  تعيـين  جهـت  E.faecium گونه يك از
) Macrogen Research, Seol, Korea (  شد فرستاده. 

  :نتايج
 محـل  اسـاس  بـر  بيمـاران  از شـده  جـدا  هـاي  نمونه      

  .است شده آورده 2 جدول در جداسازي
  

 محل تفكيك به شده جدا هاي انتروكوك فراواني: 2 جدول
 جداسازي

 درصد تعداد نمونه        
 74 105 ادرار
 14 20 زخم
8/2 4 خون  

5/3 5 استريل مايعات  
5/3 5 ريوي ترشحات  

4/1 2 آبسه  
7/0 1 سوند  

  
 بـه  سـويه %) 63 (90 تعداد كه داد نشان گونه تعيين نتايج
ــه ــه%)  E.faecalis ، 47) 33 گون ــه ب  ، E.faecium گون

  گونــه بــه%) 4/1 (E. gallinarum، 2  گونــه بــه%) 7/0(1
 E. casseliflavusگونـه  به%) 4/1(2 و E.sulitarius  تعلـق 

   ها سويه از%)  7/43 (62 تعداد سويه، 142 كل از. داشت
HLGR سويه 62ميان در گونه تعيين نتايج. بودند HLGR،   

  
38)3/61(%E.faecalis ،21)9/33(%E.faecium ، 1)6/1(% 

E.sulitarius 2/3(2 و (%E.casseliflavus بودند.  
 از شـده  جـدا  سـويه  71 مساوي بطور جنسيت توزيع      
 در HLGR هـاي  سـويه  ولي بود مردان از سويه 71 و زنان

   ديـده  بيـشتر  بـالا  سـنين  در ها مقاومت. بود بيشتر مردان
  سني گروههاي در مقاوم هاي سويه فراواني توزيع .شد مي

  .است شده آورده 3 جدول در مختلف
  

 سني هاي گروه در HLGR هاي انتروكوك فراواني: 3 جدول
  مختلف

 درصد تعداد )سال(سني گروههاي رديف

1 15-0 2 2/3 

2 30-16 6 6/9 

3 45-31 14 4/22 

4 60 -46 14 4/22 

 6/41 26 60 از بالاتر 5
  

 و اريترومايـسين  بيوتيـك  آنتـي  به مقاومت ميزان بيشترين
ــيكلين ــود تتراس ــدي رده در و ب ــي بع ــك آنت ــ بيوتي  ايه

  ). 1نمودار(داشتند قرار كلرامفنيكل و سيپروفلوكسازين
  

  
  

 هاي بيوتيك آنتي بهآنتروكوك  مقاومت درصد: 1 نمودار
 ديفيوژن ديسك روش به مختلف

  
 4 جــدول در گونــه تفكيــك بــه هــا مقاومــت ايــن درصــد
  . است شده مشخص

  

 مختلف هاي بيوتيك آنتي به مقاومت درصد و تعداد : 4جدول
 انتروكوك هاي نمونه در نهگو برحسب

  .E بيوتيك آنتي
faecalis 

E.  
faecium 

E.  
gallinarum 

E.  
casseliflavus 

E. 
sulitarius 

سيلين آمپي  )39 (35   )6/59 (28  )0 (0  )50 (1  )100 (2  
  2) 100(  2) 100(  0) 0(  23) 49(  37) 41( كلرامفنيكل

  2) 100(  2) 100(  0) 0(  26) 3/55(  47)2/52( سيپروفلوكسازين
  0) 0(  1) 50(  0) 0(  32) 68(  61) 68( اريترومايسين
  2) 100(  1) 50( 1) 100(  32) 68(  72) 80( تتراسيكلين
  0) 0(  0) 0(  0) 0(  11) 4/23(  0) 0( ونكومايسين
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ــويه از% 7/45       ــا س ــه ه ــيش ب ــي 3 از ب ــك آنت    بيوتي

 E. faecium از سـويه  16 .دادنـد  نـشان  مقاومـت  مختلـف 
. بودنـد  8/57%(، MDR (E. faecalis از سويه 22 و) 70%(

 بيوتيكهـاي  آنتـي  به مقاومت شيوع HLGR هاي سويه در
ــورد ــي م ــاي و بررس ــد مقاومته ــي چن   MDR)  (داروي

ــسه در ــا مقاي ــويه ب ــاي س ــشتر  non–HLGR ه ــود بي  ب
  ).2نمودار(
  

  
  

 هاي سويه تفكيك به بيوتيكي آنتي مقاومت درصد: 2نمودار
HLGR  و non-HLGR دفيوژن ديسك روش به 

  
  E.faeciumونكومايـسين،  بـه  مقاوم سويه%) 7/7(11 همه

ــد ــه و بودن ــن هم ــويه اي ــاي س ــوك ه ــاوم انتروك ــه مق  ب
 سيلين،اريترومايــسين آمپــي بــه ،)  VRE (ونكومايــسين

  E.faeciumهـاي  گونه.بودند مقاوم نيز وسيپروفلوكساسين
   بــــه نــــسبت تــــري متفــــاوت مقاومــــت الگوهــــاي

  .داشتند  E.faecalisهاي ونهگ
 55 كـه  داد نـشان  جنتامايسين MIC تعيين آزمايش      

ــويه از%) 89( ــاي سـ  از بيـــشتر MIC داراي HLGR هـ
µg/ml500  داراي ســويه 7 و MIC مقــدار ايــن از كمتــر 
 انتروكوك هاي سويه در جنتامايسين MIC محدوده. بودند
 شـده  وردهآ 5 جدول در جنتامايسين بالاي سطح به مقاوم
  . است

  
 برحسب شده جدا  HLGR هاي سويه درصد و تعداد : 5جدول

  MIC ميزان
MIC(µg/ml) گونه 

256 512 ≥1024 

E. faecalis )8/15 (6  )7/23 (9 )5/60 (23  
E. faecium )0 (0  )5/9 (2  )5/90 (19  
E.sulitarius )50 (1  )0 (0  )50 (1  

E. casseliflavus )0 (0  )100 (1  )0 (0  

  
 مـاركر  حـضور  در ژن تـشخيص  بـراي  pb505 بانـد  رؤيت

bp100 ژن حــضور بررســي. شــد انجــام  aac(6')-Ie-

aph(2")-Ia اين كه داد نشان اختصاصي پرايمرهاي توسط 
  ســويه يــك از غيــر بــه HLGR هــاي ســويه همــه در ژن

)E.faecalis با µg/ml MIC=512 ( داشت وجود)1تصوير(.  
  

  
   aac(6')-Ie-aph(2")-Ia ، 1-7 ژن PCR : 1تصوير 

   سويه كنترل منفي8 و HLGRسويه هاي 
  

 Sca1 آنزيمي هضم الگوي از استفاده با ژن اين وجود تاييد
 بـرش  سايت يك داراي آنزيم اين.گرفت قرار آزمايش مورد
 242 قطعـه  دو و باشـد  مـي  ژن از تكثيـر  مـورد  ناحيه در
 مـورد ) VEB Cutter2 افزار نرم به توجه با(باز جفت 263و

 اين نزديك تقريباً اندازه و كم فاصله علت به كه بود انتظار
 روي بـر  منطبق باند دو صورت ،به برش از حاصل قطعه دو
 آگاروز ژل روي الكتروفورز اينكه وجود با (شد مشاهده هم
  ) . 2 تصوير)(گرفت انجام V40 ولتاژ با و درصد 2
  

  
 aac(6')-Ie-aph(2")-Ia  ژن  آنزيمي هضم:  2تصوير
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 مقاومـت  ژن حامـل  سـويه  يـك  بـه  مربوط PCR محصول
 PCR محـصول  DNA توالي تعيين از پس.شد توالي تعيين
 با شده سكانس ،ژن مقاومت ژن حامل سويه يك به مربوط

 نـرم  توسـط  و شد M13771 ، BLASTاستاندارد سويه ژن
  .بود% 99 آنها بين  همولوژي MEGA 4 افزار
  :بحث
 دو فسيوم و فكاليس ،انتروكوكوس وكهاانتروك بين در      
ــه ــب گون ــازي غال ــده جداس ــت از ش ــاي عفون ــساني ه   ان

 بالا اتصال قدرت دليل به فكاليس انتروكوكوس .باشند مي
 انتروكـوكي  عفونتهـاي  در بيشتري ،نقش روده در تكثير و

 مقاومـت  كـسب  در بالا پتانسيل دليل به فسيوم ولي دارد،
 آنتـي  بـه  مقاومت از بالايي صدها،در بيوتيك آنتي انواع به

 توزيـع  ).15،16(دهـد  مـي  نـشان  را مختلف هاي بيوتيك
 بـه % 33و E.faecalis  گونه به% 63بررسي نيا در اي گونه
 در اي گونــه توزيــع ايــن. داشــت تعلــق E.faecium گونــه
 و هـوايي  و آب اختلافات بعلت مختلف، جغرافيايي مناطق

 ژاپن و هند در.است متفاوت منطقه هر در باكتري موقعيت
 E.faeciumخـود  بـه  را هـا  انتروكـوك  از بيـشتري  درصد 

 آمريكا،،  ايران مانند كشورهايي در ولي دهند مي اختصاص
 گونـه  E.faecalis اروپـايي  كشورهاي از بسياري و انگليس
 از شـده  جـدا  هـاي  سـويه  در.باشـد  مـي  شـده  جـدا  غالب

 در آنها يوپايدار بقا دليل به هاE.faecium  درصد فاضلاب
  ).17(بيشتراست فاضلاب

 نسبت ادرار از شده جدا هاي نمونه تعداد بودن بيشتر      
 بـه  هـا  انتروكوك بودن شايع بر دليلي ديگر هاي نمونه به

 مختلـف  مطالعات .باشد مي ادراري عفونتهاي عامل عنوان
 بـين  در  E.faeciumگونـه  بودن غالب از حاكي شده انجام

 در ).18(باشـد  مـي  ونكومايـسين  به مقاوم هاي انتروكوك
 شده جدا ونكومايسين به مقاوم هاي سويه همه مطالعه اين

E.faecium نقـش  اهميت دهنده نشان كه شدنديي  شناسا 
 طريق از ونكومايسين به مقاومت انتشار در انتروكوك اينگونه
 بيمارسـتانها بستري در    بيماران روده در آنها شدن كلونيزه

   شـهري  و بيمارسـتاني  هـاي  فاضـلاب  طريق از همچنين و
 هاي جمعيت نفوذ باعث ونكومايسين به ومقاومت باشد مي

E.faecium  است شده اجتماع و درماني مراكز در .  
  همكـاران  و آبـادي  فيض توسط شده انجام مطالعه در      
 هـاي  نمونـه  از شـده  جـدا  انتروكوكهاي در HLGR شيوع

ــاليني ــه بـ ــب بـ ــزارش% 52 و% 30ترتيـ ــد گـ   ). 16 (شـ
  مقاومت به سطح با هايي انتروكوك ميزان بررسي اين در

  
 انتروكوكهاي شيوع. شد مشاهده %7/43جنتامايسين بالاي

HLGR از و متفـــاوت مختلـــف جغرافيـــايي منـــاطق در  
 بـالاترين  اروپايي كشورهاي بين در.است متغير%  65-5/7

 هـاي  نمونـه  از شـده  جـدا  انتروكوكهاي در HLGR شيوع
 تركيــــه در ســــپس و%) 9/48 (يونــــان در يكلينيكــــ

 ولـي  اسـت  بيشتر ايران به نسبت كه شده گزارش%)1/48(
 ايـران  بـا  مقايسه در اروپايي كشورهاي ساير در شيوع اين

 آسـيايي  كـشورهاي  بعـضي  در ولـي  باشد مي كمتر بسيار
  ).19(است شده گزارش ايران از بيشتر
 بـــالاي ســـطح بـــه مقاومـــت در مطالعـــه ايـــن در      

ــسين ــين جنتاماي ــه دو ب  E.faecium  وE.faecalis  گون
 بـه  مقاومـت  اروپـا  در. نداشـت  وجـود  داري معني اختلاف
 E.faecium  هـاي  سويه در ها آمينوگليكوزيد بالاي سطح
  . )15(است تر رايج
 مقاومـت  كننده ايجاد مختلف ژنهاي روي بر مطالعات      

 ، جهـان  و درايـران   HLGRهاي سويه در جنتامايسين به
 گـزارش  بالا ميزان به را aac(6')-Ie-aph(2")-Ia ژن حضور
 بـه  مقاومت با انتروكوك هاي نمونه در). 20،16 (اند كرده

 و غــذايي مــواد از شــده جــدا جنتامايــسين بــالاي ســطح
 ژن ايـن  نيـز  فاضلاب و طبيعي فلور هاي نمونه و حيوانات

  ژن نيز بررسي اين در ).21(است HLGR عامل ترين شايع
 aac(6')-Ie-aph(2")-Ia مقاوم هاي سويه از%)  98( 61در 

ــود ــت وج ــد.داش ــالاي درص ــن ب ــويه در ژن اي ــاي س    ه
HLGR ايـران  در آن زيـاد  پراكنـدگي  و ويـژه  نقش بيانگر   

 بـا  هـايي  انتروكـوك  در همچنين ژن اين حضور. باشد مي
µg/ml500MIC<  ــراي ــسين ب ــز جنتاماي ــه ني ــات ب    اثب
 و E.faecalis سـويه  7 مطالعـه حاضـر    در). 6(است رسيده
 نـشان  كـه  بودند ژن اين حامل  >µg/ml 500MIC داراي
 متوسـط  سطح با هايي انتروكوك در ژن اين حضور دهنده

ــت ــه مقاوم ــسين ب ــي جنتاماي ــد م ــط .باش ــك در فق  ي
 ژن ايـن  بـود،  مقـاوم  فنوتيپي نظر از كه  E.faecalisسويه

 بـه  اسـت  نممك ـ سـويه  اين در مقاومت كه نشد شناسايي
ــه مقاومــت عامــل ديگــر ژن ســه از يكــي وجــود علــت  ب

ــسين ــي جنتاماي -dI وaph(2″)-Ib، aph(2″)-Ic   يعن
aph(2″) ــد ــي باش ــا ول ــون ت ــاي ژن كن    وaph(2″)-Ib ه

dI-aph(2″) ايـن  انتـشار  و تايپ.اند نشده گزارش ايران در 
 هـاي  انتروكـوك  در جنتامايـسين  به مقاومت ديگر ژن سه

  ).16(اسـت  جهـان  نقـاط  سـاير  بـا  متفاوت ايران در مقاوم
  در دــــان نشده گزارش ايران در كه فوق شده ذكر ژن دو
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 شـايع يي  غـذا  منبـع  حيوانـات  از شده جدا هاي انتروكوك
 باكتري، به آلوده حيواني ءمنشا با غذاهايي طريق از و ترند
 از ايـران  در ازآنجائيكـه ). 22(شـوند  مـي  منتقـل  انسان به

 شـود،  مـي  استفادهكمتر   حيوانات و طيور در جنتامايسين
 كمـي  شـيوع  نيز حيواني هاي سويه در ها ژن اين احتمالاً
  .  دارند
 ژنهـاي  پايداري و انتشار در مهمي نقش ها انتروكوك      

 انتقال قابل ژنتيكي عناصر طريق از بيوتيكي آنتي مقاومت
 تتغييـرا  اثر در معمولا آمينوگليكوزيدها به مقاومت. دارند

 دهنــده تغييــر هــاي آنــزيم بوســيله دارو آنزيماتيــك
 دادند تشخيص هادل و موراي     .دهد مي رخ آمينوگليكوزيد

 ترانـــسپوزون از قـــسمتي aac(6')-Ie-aph(2")-Iaژن كـــه
Tn5281 ترانـسپوزون  روي بـر  ژن اين وجود كه باشد مي 
 HLGR بالاي شيوع و مقاومت سريع انتشار براي توجيهي

 افـزايش  را ژن افقي انتقال احتمال و ستا ها انتروكوك در
 كه Tn4001 ترانسپوزون روي بر همچنين ژن اين. دهد مي
 ترانـسپوزون  و شـده  داده نسبت استافيلوكوكوس جنس به

  ).23 (دارد قرار Tn4001 مشابه هاي
 دارند جاي باكتري كروموزوم در كه هايي ترانسپوزون      
 بـه  نـسبت  تـري  ينپـاي  سرعت با را مقاومت عوامل انتقال

 سبب كونژوگيتيو پلاسميدهاي در موجود هاي ترانسپوزون
 انتقـال  سـرعت  در نيـز  ژن حامل پلاسميد اندازه.شوند مي
 گونــه يــك ژنــوم روي بــر بررســي در.اســت تاثيرگــذار آن

 DNA از ژنــوم از قــسمتي كــه گرديــد مــشخص فكــاليس
 بـر  دليلـي  كـه  اسـت  شـده  تـشكيل  متحرك و اگزوژنوس
  ).   21(باشد مي ها ژن اكتساب

 هاي  بيوتيك آنتي به ها  كوانتروك مقاومت آنجاييكه از      
ي متفـاوت  هـاي  مكانيـسم  از جنتامايسين و استرپتومايسين

 دو هـر  بـه  ها سويه حساسيت ميزان تعيين شود، يم ايجاد
  .رسد يم نظر به الزامي بيوتيك يآنت

 هچندگانــ هــاي مقاومــت داراي هــاي ســويه اكثريـت       
 بـه  بودنـد  نيزمقـاوم  جنتامايسين بالاي سطح به  MDRيا

 از%)  14(و HLGR هـاي  سـويه  از%  7/31كـه  صورت اين
 گانـه  چنـد  هـاي  مقاومـت  داراي non-HLGR هاي سويه
  ).6(بودند
 مقـاوم  هـاي  انتروكوك توسط شده ايجاد هاي عفونت      

 حـال  در همزمـان  طور به مختلف بيوتيك آنتي چندين به
ي هـا  عفونـت ي  انتخـاب  يدارو ونكومايـسين  .اسـت  افزايش
  انـــنش گزارشات. استي مقاومت چند هاي سويه از حاصل

  
ي افـراد  در معمـولاً ي  داروي ـ چندي  ها مقاومت كه دهند مي
 شود، مي ديده اند بوده بيوتيك يآنت با درمان تحت اخيراً كه
 حـساس ي  هـا  سـويه ي  بيـوتيك  يآنت درمان در كه آنجا از و

 چنـد  به مقاوم خصوصاً و مقاومي   ها سويه وند،ش يم حذف
 بـدين  شـوند  مي كلونيزه افراد اين گوارش دستگاه در دارو

ي هـا  سـويه  مـستقيم  غيـر  و مستقيم انتقال سرعت ترتيب
 .)20(يابد مي افزايش مقاوم
 بـسيار  مقـاومتي  چنـد  انتروكـوكي  عفونتهـاي  كنترل      

 بيـل ق ايـن  گـسترش  كنتـرل  حالت اين در و است مشكل
  .دارد زيادي اهميت ها ميكروارگانيسم

ــي       ــه ط ــه س ــر ده ــدها اخي ــه از آمينوگليكوزي  جمل
 عفونتهــاي درمــان جهــت وســيع ســطح در جنتامايــسين

 غيــر و بيمارســتاني دچارعفونــت بيمــاران در مختلــف
 امر اين و گيرد مي قرار استفاده مورد ايران در بيمارستاني

   .باشد ومتمقا شيوع عامل مهمترين تواند مي
ي دارا VRE مـوارد  اغلـب  كه دهد مي نشان ها گزارش      

 نيز ها بتالاكتام و آمينوگليكوزيدهاي  بالا مقادير به مقاومت
 انتقـال  پلاسـميدهاي  روي بـر  كه اي مطالعه در. باشند يم

 كــه شــده مــشاهده اســت شــده انجــام مقاومــت دهنــده
 ـ همـراه  ونكومايـسين  بـه  مقاومـت  حامـل  پلاسميدهاي  اب
 شـوند  مـي  منتقـل  جنتامايـسين  به مقاومت پلاسميدهاي

 نـدارد  هـم  بـا  ارتبـاطي HLGR  و VRE شيوع ولي .)24(
 بـين  در  HLGRشـيوع  ميـزان  بـالاترين  با يونان بطوريكه

 نداشـته  VRE شـيوع  از گزارشي هيچ ، اروپايي كشورهاي
 ).19(است

  :نتيجه نهايي
ــن در      ــه اي ــا مطالع ــه ب ــه توج ــر ب ــودن كمت ــد ب  ادتع

E.faecium مقاومـت  الگوي تنوع و چندگانه هاي مقاومت 
 درصـد  بـودن  بـالا . باشد مي بيشتر E.faecium در دارويي
 هـاي  سويه در مطالعه مورد هاي بيوتيك آنتي به مقاومت
HLGR 3از بيش به مقاومت و ها مقاومت ساير همراهي و 

 خطـر  زنـگ  و هـشدار  يـك  هـا  سويه اين در بيوتيك آنتي
 هـا  سـويه  قبيـل  اين درمان اينصورت در زيرا است  جدي
 پيشگيري و كنترل راههاي لزوم و بود خواهد مشكل بسيار

 بررســي بــا انتروكوكهــا در را مقــاومتي چنــين افــزايش از
ــدميولوژي ــا اپي  تايپينــگ روشــهاي بكــارگيري و مقاومته

ــولي ــكار مولك ــي آش ــازد م ــتفاده .س ــسك از اس ــاي دي  ه
 انجـام  و بيوتيـك  آنتـي  يبالا دوز حاوي آمينوگليكوزيدي

MIC در احتياط .است ضروري ها آزمايشگاه در آنها براي   
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 بـر  مطالعات و بوده مؤثر بسيار ها بيوتيك آنتي از استفاده
 هـاي  سويه بين ارتباط و ها انتروكوك بين ميانكنش روي
 نظـر  از بـاليني  هاي سويه و بيمارستان محيط از شده جدا

 قـرار  پزشـكان  اختيـار  در ارزشي با اطلاعات ژنتيكي قرابت
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