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  :چكيده  
. کندهاƽ بيمارستاني ايجاد  فلورنرمال روده انسان بوده ولي قادراست عفونتو  ، كومنسال فكاليسوسانتروكوك :زمينه و اهداف

 ƽتوده تجمعي كه شامل شناسايي شدهويرولانس  چندين فاكتوردر اين باکتر) Agg(، تئين سطحي انتروكوكپرو )Esp(، 

 مي شود و افزايش ويرولانس  عمل مي کنند که منجر بههمگرا به طور اين فاكتورها .و آنزيم ژلاتيناز مي باشد) Cyl(سيتوليزين

 انتروکوکوس  فکاليس ويرولانسهاƽ فاكتورهدف از اين مطالعه تعيين شاخص هاƽ فنوتيپي .  مي گرددتهاجم بافتي وسبب تخريب 

  .بودجدا شده از نمونه هاƽ ادرار 

 جمـع آورƽ شـده از       انتروكوكـوس فكـاليس،    ايزوله بـاليني     ٩٥ توليد بيوفيلم، هموليزين و ژلاتيناز در         در اين مطالعه   :روش بررسي 

     ،ƽادرار ƽشده با آزمون     .  بررسي شدند  بيماران مبتلا به عفونت ها ƽتجزي ـ           اطلاعات جمع آور ƽدقيـق فيـشر  و مجـذور كـا ƽه و  ها

  . تحليل شدند

داراƽ هموليز بودند كه    %) ٢/٤٤( سويه   ٤٢ .آنزيم ژلاتيناز توليد نمودند   %) ٢٠( سويه   ١٩،  انتروكوكوس فكاليس  سويه   ۹۵ از   :يافته ها 

توليـد بيـوفيلم   %) ٥/١٠( سـويه ١٠. فاقـد همـوليز بودنـد   %) ٨/٥٦( سويه٥٣هموليز آلفا و %) ٤/٧( سويه٧هموليز بتا، %) ٨/٣٥( سويه ٣٥

توليـد بيـوفيلم ضـعيف      %) ٢/٨٣(  سويه ٧٩و  ) ١/٠ و بيشتر از   ٢/٠كمتر از   (توليد بيوفيلم متوسط    %) ٣/٦(  سويه ٦،  )٢/٠بيشتر از (وƽق

و متوسط با فاکتورهاƽ سن، جنس، مصرف قبلي آنتي بيوتيک، اسـتفاده از کـاتتر، و    بين تشکيل بيوفيلم شديد. نمودند) ١/٠كمتر از (

  ).>P ۰۵/۰( نشدف معني دارƽ يافتت ژلاتيناز اختلاتوليد هموليزين و فعالي

به نظر مي رسد اثرات آنها تجمعي . هيچ فاكتور منفرد غالب به عنوان پيشگويي كننده مهم ويرولانس معرفي نشد :نتيجه گيري

 .باشد

   ادرارƽ مجارƽ، فاكتورهاƽ ويرولانس ،ژلاتيناز، بيوفيلم، عفونتانتروكوكوس فكاليس :واژه ها كليد 

  



  جدا شده از نمونه هاƽ ادرارانتروکوکوس فکاليسبررسي فاکتورهاƽ ويرولانس /  ۵۴

 
 

  :مقدمه

 قادر  نرمال روده انسان بوده و  فلورءاعضا  از فكاليسوسانتروكوك

سيته ياگرچه پاتوژن).١-٥(هاƽ بيمارستاني ايجاد كنداست عفونت

 توجه  هاƽ ادرارƽ خيلي مورد درعفونت فكاليسوسانتروكوك

درصد  ٢٠ بسيارƽ ازگزارشات بيش از ولي فراواني آن در باشدنمي

 چندين فاكتور ).٦-٨( دهدتشكيل مي ƽ راهاƽ ادرارهايزول

  شده كه شامل تركيبات توصيف فكاليس وس انتروكوكويرولانس در

aggregation) Agg(، پروتئين سطحي انتروكوك )Esp(، 

 بوده هموليتيك كه داراƽ فعاليت باكتريسيدال،) Cyl( سيتوليزين

 تورهاكه اين فاك شودحدس زده مي ).٤و٣و١(است  وآنزيم ژلاتيناز

وفعال  quorum واسطه تسهيل دسترسي بهه  بهمگرايي به طور

افزايش باكترƽ را ويرولانس  ،quorum-sensingنمودن تنظيم 

         باكترƽ به صدمات بافتي وتهاجم عمقي تر  اين امر منجر.دهند

 وس فكاليس انتروكوكاخير نشان داده كهمطالعات.)٩-١٢و١(گرددمي

کنترل کننده quorum- sensing هد و سيستم دبيوفيلم تشکيل مي

 ).١٣-١٧( مي باشد وس فكاليسانتروكوكتوسعه بيوفيلم، در 

 كروموزومي  espسطحي انتروکوک  که توسط ژن پروتئين

كلونيزاسيون، پايدارƽ در   با افزايش بيماريزايي،شودميرمزدهي

). ١٧-١٩و١٣و١(مجارƽ ادرارƽ و تشكيل بيوفيلم همراه است 

توليد سيتوليزين به طور قابل توجهي شدت اندوکارديت و 

اندوافتالميت را در مدل حيواني تشديد نموده و باعث شدت 

 پروتئين سطحي ).۲۱و۲۰و۱(گردد بيمارƽ انتروکوکي در انسان مي

  فکاليسوسانتروكوكانتروکوک در اتصال اوليه و تشکيل بيوفيلم 

در کلونيزه شدن و بقاƽ ي پروتئين سطحنقش   ).١٣(دخالت دارد 

 هاƽمدل در عفونت هاƽ مجارƽ ادرارƽ در  فکاليسوسانتروكوك

 در مقادير بالا ،پروتئين سطحي). ١٩( حيواني نشان داده شده است

-به هاƽ مولد اندوکارديت و باکتريمي مشاهده شده وليدر ايزوله
). ٢٢(گردد هاƽ مدفوعي افراد سالم مشاهده ميندرت در ايزوله

اين . شودمي  كروموزومي رمزدهيgelEآنزيم ژلاتيناز، توسط ژن 

آنزيم يک متالوپروتئاز روƽ خارج سلولي است كه كلاژن، ژلاتين و 

 و در تشكيل اندوكارديت )١(كندپپتيدهاƽ كوچك را هيدروليز مي

  تشكيل بيوفيلم به  ).٢٤و٢٣و١(هاƽ حيواني نقش دارددر مدل

تحقيقات  ).٢٥(مسائد زنده بمانندر شرايط نادهد دها اجازه ميسلول

در .کندرا در وقوع بيمارƽ تاييد مي اپيدميولوژƽ نقش سيتوليزين

 نمونه وهاƽ اندوکارديت ايزوله سيتوليزين در مقايسه با اƽمطالعه

هاƽ باکتريمي ديده شده است مدفوع افراد سالم، بيشتر در ايزوله

)٢٢ .(Coqueلافي را در بروز سيتوليزين در يچ اخت ه و همکاران

  از اندوکارديت، باکتريمي و ياانتروکوکوس فکاليسهاƽ بين ايزوله

در مطالعه ديگرƽ ). ٢٦(نمونه مدفوع افراد سالم مشاهده نکردند 

  فكاليسوسانتروكوكهاƽ  باليني ايزوله درصد از ١٦فقط 

   فاکتور ان عنو  به پروتئين  اين  نقش و  کرده   توليد  سيتوليزين

  

هر چند نتايج مطالعات ). ٢٤(ويرولانس مهم، کم در نظر گرفته شد 

هاƽ  خاموش از ايزولههاƽ سيتوليزيناخير پيشنهاد نموده که ژن

 ممکن است يک پروفيل منفي فنوتيپي انتروکوکوس فکاليسباليني 

را نشان دهد، يعني فاقد فعاليت هموليتيک بر روƽ محيط آگار 

هاƽ محيطي نظير آن چه که در محل  ولي فاکتورخوندار باشد،

). ۲۵(ها گردد دهد ممکن است باعث فعاليت ژنعفونت رخ مي

 انتروکوکوسهدف از اين مطالعه تعيين فاكتورهاƽ ويرولانس 

دراين مطالعه . هاƽ مجارƽ ادرارƽ بود جدا شده از عفونتفكاليس

  فكاليستروکوکوس انرابطه بالقوه بين تشكيل بيوفيلم و نقش باليني

 در مجارƽ ادرارƽ و نيز توليد بيوفيلم و آنزيم هاƽ خارج سلولي،
  . تعيين گرديدژلاتيناز  و هموليزين

  

  :مواد وروش ها

      ƽدر       ٦٠٠اين مطالعه توصيفي بر رو ƽنمونه ادرار از بيمـاران بـستر 

هـاƽ سـفيد در     بيمارستان شهيد بهـشتي کاشـان، كـه ميـزان گلبـول           

 در هر ميـدان ميكروسـكوپي بـا         ٥اوƽ يا بيشتر از     آزمايش ادرار مس  

هـاƽ  نمونه. بود، انجام پذيرفت  ) hpf≥ WBC/5(بزرگ نمايي زياد  

ادرار  بر روƽ محيط هاƽ آگار خون دار وآگـار ائـوزين متـيلن بلـو           

گـراد انکوبـه     درجه سـانتي   ٣٧ ساعت در دماƽ   ٢٤كشت و به مدت     

شكيل دهنـده كلنـي     واحد ت ١٠٠٠٠هاƽ با رشد بيش از      نمونه. شدند

در هرميلي ليتر ادرار،  با رنـگ آميـزƽ گـرم، تـست حـساسيت بـه                  

،  )SXT( سولفامتاکسازول –ترƽ متوپريم باسيتراسين، حساسيت به

                  درصــد، تــست هيــدروليز  ٥/٦رشــد بــر روƽ محــيط نمــك    

، ٤٢ ºC، رشد در دمـاPYR(  ƽ( نفتيل آميد - بتا- پيروليدونيل-ال

 ايزولـه   ٩٥. ƽ محيط بايل اسکولين، تعيين هويـت شـدند        رشد بررو 

هاƽ ويـرولانس توليـد      انتخاب و براƽ فاكتور    انتروکوکوس فکاليس 

. بيوفيلم، توليـد همـوليزين و توليـد آنـزيم ژلاتينـاز بررسـي شـدند               

         ƽمحيط حاو ƽبررو ƽدرصد ژلاتين   ٣فعاليت ژلاتيناز با رشد باکتر 

       ƽژلاتـين    مشخص گرديد چند کلني خـالص بـر رو ƽمحـيط حـاو   

 ºC٣٧ ساعت در دماƽ     ٤٨صورت زيگزاگ کشت داده و به مدت        به

بعد از اين مدت با اضـافه کـردن يـک ميلـي ليتـر از                . انکوبه گرديد 

محلول اسيدهيدروكلريك در صورت مشاهده هالـه شـفاف اطـراف           

بـه منظـور سـنجش بيـوفيلم        . خط کشت نتيجه مثبت تلقـي گرديـد       

 Trypticase soyشـد يافتـه در محـيط    ر  فكـاليس وسانتروكوك

broth (TSB ) ƽدرصد گلوکز به نـسبت ٥/٠ حاو 
40
بـا محـيط   1

TSB ƽســپس .  درصــد گلــوکز رقيــق گرديــد٥/٠ حــاوlµاز ٢٠٠ 

اƽ اضـافه و   خانـه  ٩٦سوسپانسيون حاصل به گوده هاƽ ميکروپليت       
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   ƽدر دماºC يـت سـه    ميکروپل.  ساعت انکوبـه شـد     ٤٨ به مدت    ٣٧

 سـاعت در    ١مرحله توسط آب مقطر استريل شسته و بعد به مـدت            

بيوفيلم اتصال يافتـه بـا      . دماƽ آزمايشگاه قرار گرفت تا خشک شود      

 دقيقه در دمـاƽ آزمايـشگاه   ٢٠ درصد به مدت   ١/٠افزودن سافرانين   

سپس سه مرحله با آب مقطر استريل شسته شد تـا           . رنگ آميزƽ شد  

ز خـشك شـدن در دمـاƽ آزمايـشگاه،          رنگ اضافي حـذف و بعـد ا       

جذب نورƽ بيوفيلم بر روƽ سـطح تـه گـوده پليـت خـشک شـده                 

محـيط کـشت   .  قرائـت گرديـد  ELISA Reader بـا   ٤٩٠ODدر

TSB       به عنوان شاهد استفاده شد ƽهر آزمـايش درسـه     .  بدون باکتر

سپس ميـانگين و انحـراف      . مرحله در سه روز متفاوت تکرارگرديد       

 ATCC  Entrococcus faecalis ٢٩٢١٢از. معيار محاسبه شد

اطلاعات جمع آورƽ شـده   ).٢٨و٢٧(به عنوان شاهد استفاده گرديد 

و آزمـون   كـاƽ   مجذور  با آزمون آمارƽ     با استفاده از آمار توصيفي و     

  .شدند تجزيه وتحليل دقيق فيشر

  

  :يافته ها

  جدا %) ١٩( سويه انتروكوك ١١٤ نمونه ادرار كشت شده، ٦٠٠از

 ١٩و  انتروكوكوس فكاليس %) ٣/٨٣( سويه ٩٥شد كه 

سن بيماران مورد مطالعه .  بود  فسيوموسانتروكوك%)  ٧/١٦(سويه

.  سال متغير بود٩١ ماه تا حداكثر ١ سال و از حداقل ٢٠/٣٩±٠٦/٢٨

 نفر ٥. بودند%) ٥/٤٩( نفر زن ٤٧و %) ٥/٥٠( نفر از بيماران مرد ٤٨

سابقه مصرف %) ٨/١٦( نفر ١٦. داراƽ سوند ادرارƽ بودند%) ٣/٥(

  .آنتي بيوتيك داشتند

هموليز %) ٨/٣٥( سويه ٣٥: داراƽ هموليز بودند%) ٢/٤٤( سويه٤٢

فاقد هموليز %) ٨/٥٦(  سويه ٥٣. هموليز آلفا%) ٤/٧( سويه ٧بتا، 

ميانگين و انحراف معيار تشکيل بيوفيلم در دانسيته اپتيک  .بودند

  متغير ٩٩٤/٠  تا حداكثر ٠٠٢/٠و از حداقل  ±۰۷/۰ ۱۱/۰ ، ۴۹۰

بيوفيلم %) ٥/١٠( سويه١٠ انتروكوكوس فكاليس سويه ٩٥از  . بود

 ƽ٢/٠كمتر از (بيوفيلم متوسط %) ٣/٦(  سويه ٦، )٢/٠بيشتر از(قو 

)  ١/٠كمتر از (بيوفيلم ضعيف %) ٢/٨٣( سويه ٧٩و ) ١/٠و بيشتر از

تيناز توليد آنزيم ژلا%) ٢٠( سويه ١٩ ). ١نمودار ( توليد نمودند 

انتروكوكوس  سويه ٩٥رابطه بين ظرفيت توليد بيوفيلم در . کردند

هاƽ ويرولانس و هاƽ  ادرار و فاکتور جدا شده ازنمونهفكاليس

  . ارائه شده است١خصوصيات دموگرافيک بيماران در جدول 

  

10.5
6.3

83.2

شѧѧديد متوسط ضعيف  

  

   جدا شده ازنمونه هاƽ  ادرارانتروكوكوس فكاليس هاƽويه درصد فراواني تشکيل بيوفيلم در س :١نمودار 
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  هاƽ، فاکتوررهاƽ  ادرا جدا شده ازنمونهانتروكوكوس فكاليسهاƽ ويه رابطه بين ظرفيت توليد بيوفيلم  در س:١جدول 

   ويرولانس و خصوصيات دموگرافيک بيماران

 
 OD 490تشکيل بيوفيلم در 

  خصوصيات دموگرافيک

 بيوفيلم شديد و متوسط

  (% )تعداد 

  بيوفيلم ضعيف

  (% )تعداد 

  جمع

  (% )تعداد 

P value  

  نجنس                          ز

                                 مرد

٩/١٤ (٧(   

٨/١٨ (٩(   

١/٨٥ (٤٠(   

٢/٨١ (٣٩(   

١٠٠ (٤٧(   

١٠٠ (٤٨(   

۶۱۶/۰  

  

  ٨-٤٠)           سال(سن 

٤١- ٩١  

٤/١٥ (٨(   

٦/١٨ (٨(   

٦/٨٤ (٤٤(   

٤/٨١ ( ٣٥(   

١٠٠ (٥٢(   

١٠٠(٤٣(   

  

٦٧٦/٠  

  مصرف آنتي بيوتيک         دارد

               ندارد                  

٨/١٨ (٣(   

٥/١٦ (١٣(   

٢/٨١ (١٣(   

٥/٨٣ (٦٦(   

١٠٠ (١٦(   

١٠٠ (٧٩(   

  

٧٢٩/٠  

  استفاده از کاتتر ادرارƽ     دارد

                                  ندارد

٢٠ (١(   

٧/١٦ (١٥(   

٨٠ (٤(   

٣/٨٣ (٧٥(   

١٠٠ (٥(   

١٠٠(٩٠(   

  

١≅  

  توليد هموليزين              دارد

      ندارد                          

٥/٩( ٤(   

٦/٢٢ (١٢(   

٥/٩٠ (٣٨(   

٤/٧٧ (٤١(   

١٠٠ (٤٢(   

١٠٠ (٥٣(   

  

۱۰۵/۰  

  توليد آنزيم ژلاتيناز         دارد

                                ندارد

٨/١٥ (٣(   

١/١٧ (١٣(   

٢/٨٤ ( ١٦(   

٩/٨٢ (٦٣(   

١٠٠ (١٩(   

١٠٠ (٧٦(   

  

١≅  

     )١٠٠ (٩٥   )٢/٨٣ ( ٧٩   )٨/١٦ ( ١٦  جمع

  

  :بحث

اگرچه . هاƽ بيمارستاني استترين عامل عفونتانتروكوك مهم

 هاƽ ادرارƽ جدƽ ايجاد  به ندرت عفونتانتروكوكوس فكاليس

هاƽ ادرارƽ بيماران بسترƽ رو  جدا سازƽ آن از عفونت،كند وليمي

 بيماران هاƽ ادرارƽ دراستفاده از سوند).  ٦-٨(به افزايش است 

هاƽ ادرارƽ در بيمارستان گرديده و بسترƽ، باعث افزايش عفونت

انتروكوكوس اهميت تشكيل بيوفيلم و ارتباط آن با پاتوژنيسيته 

بيوفيلم زماني به . کند را در عفونت ادرارƽ مشخص ميفكاليس

ها در سطح كلونيزه شده تجمع يافته و يا به آيد كه سلولوجود مي

 رشد نمايند و خود را در يك ماتريكس پلي صورت چند سلولي

در مطالعه ما بيوفيلم شديد و  ).  ٢٦(ساكاريدƽ خارجي جاƽ دهند

 ٢/٤٤ درصد و هموليزين در ٢٠ درصد، ژلاتيناز در ٨/١٦متوسط در 

  بين تشکيل بيوفيلم شديد و متوسط . ها مشاهده شددرصد از سويه

  يک، استفاده ازبيوتو فاکتورهاƽ سن، جنس، مصرف قبلي آنتي

   کاتتر و توليد هموليزين و آنزيم ژلاتيناز ارتباط معني دارƽ مشاهده

  

 ١٣ و همكاران گزارش نمودند كه هموليزين در Coque.  نگرديد

 انتروكوكوس فكاليسهاƽ  درصد ايزوله٥٣درصد و ژلاتيناز در 

 و  Vergis). ٢٦(هاƽ ادرار مشاهده شده است جداشده از نمونه

،  انتروكوكوس فكاليسهاƽ همكاران گزارش نمودند كه در سويه

، و ژلاتيناز ) سويه٣٥٢ سويه از ٦٣( درصد ٩/١٧فراواني هموليزين 

 Senoنتايج). ٢٧(بوده است)  سويه٣٥٢ سويه از١٦٧( درصد  ٤/٤٧

 ، انتروکوک  و همكاران نشان داد كه بين وجود پروتئين سطحي

ها در تشكيل بيوفيلم در شرايط آزمايشگاهي ژلاتيناز و توانايي سويه

 و همكاران Kristichدر مطالعه  ). ٢٨(ارتباط قوƽ وجود دارد 

ƽ فاقد پروتئين سطحي قادر است در نشان داده شده است كه سويه

 تشكيل بيوفيلم  انتروکوکجان مستقل از پروتئين سطحي سطوح بي

انتروكوكوس  دهد و ژلاتيناز باعث افزايش تشكيل بيوفيلم در

همچنين مشخص شده كه پروتئين سطحي ). ١٤(گرددمي فكاليس

انتروکوک براƽ تشكيل بيوفيلم ضرورƽ نبوده ولي وجود آن با 



                      ۵۷/ احمدقاسمي وهمكاران                                       )١٣٨٧ پائيز و زمستان ٤ و٣هاƽ  شماره ٢سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران  
 

 ). ١٥(تشكيل مقادير بالايي از بيوفيلم همراه بوده است 

Trendolkarو همكاران بيان نمودند كه پروتئين سطحي  

انتروكوكوس ، به عنوان يك فاكتور كليدƽ براƽ توانايي انتروکوک

      در تشكيل بيوفيلم، در يك وضعيت وابسته به گلوكز فكاليس

 و همكاران ظرفيت تشكيل بيوفيلم Seno  در مطالعه). ١٧(باشدمي

هاƽ داراƽ پروتئين سطحي به طور قابل توجهي بيشتر از در ايزوله

در صورتي كه ). ٢٩(هاƽ فاقد پروتئين سطحي بودايزوله

Trendolkar و همكاران چنين اثر همگرايي را بين ژلاتيناز و 

). ١٧(د بر روƽ تشكيل بيوفيلم نشان ندادن انتروکوکپروتئين سطحي

 نه تنها در وسايل پزشكي بلكه در انتروكوكوسيله تشكيل بيوفيلم به

گر در چسبندگي اجزاƽ پاسخ به هر فاكتور باكتريايي مداخله

   ). ٢٩(ماتريكس خارج سلولي به ميزبان، دخالت دارد

 

ƽنتيجه گير:  

نتايج اين مطالعه نشان داد که بين تشکيل بيوفيلم شديد و متوسط و 

ƽ سن، جنس، مصرف قبلي آنتي بيوتيک، استفاده از کاتتر، فاکتورها

هيچ فاكتور . توليد هموليزين و آنزيم ژلاتيناز همگرايي وجود ندارد

 .منفرد غالب به عنوان پيشگويي كننده مهم ويرولانس، معرفي نشد

    .باشدبه نظر مي رسد اثرات آنها تجمعي مي ،لذا
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