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  ۲۹/۳/۸۷ :       تاريخ پذيرش مقاله۱۶/۲/۸۷ :تاريخ دريافت مقاله

  :چكيده

 و  فونت شوند  تحت شرايطي مي توانند باعث ع      يها جزء فلور طبيعي دستگاه گوارش انسان مي باشند، ول          كو انتروك :نه و اهداف  يزم

ن دارو  ي ـ، مصرف ا  ها كوانتروك مقاومت به آنتي بيوتيك ونكومايسين در        . هستند يمارستاني ب ƽها  از عوامل عفونت   يکينکه  يمهمتر ا 

ك هاƽ مقاوم به ونكومايسين، در اين مطالعه و در ميان انتروكvanB و ƽ vanA هابا توجه به فراواني فنوتيپ. را محدود كرده است

  . در سويه هاƽ باليني پرداخته شده استvanB و vanA فنوتيپي و ژنوتيپي اتيخصوص ييشناسابه 

ک نمونـه   ي و    ادرار ƽنمونه ها  جدا شده از     انتروکوک ƽزوله ها يان ا ياز م   مقاوم به ونكومايسين،   كو سويه انتروك  ۳۲ :يروش بررس 

ومايـسين، تيكـوپلانين، تتراسـاكلين، جنتامايـسين،        هـاƽ ونك   مقاومت اين سويه ها نسبت به ديـسك       .  قرار گرفتند  يمورد بررس خون  

 بدسـت آورده   microdilution با روش   ونكومايسين، براƽ تمام سويه ها  MIC. دياريترومايسين و سيپروفلوكساسيين تعيين گرد    

  . انجام شدPCRداشتند، توسط    µg/ml۶≥ MIC كه  اƽ ايزولهƽ ۳۱را بvanB و vanAهاƽ   وجود ژنيبررس. شد

پ ي ـ فنوت ƽه دارا ي سـو  ۶ و   vanAپ  ي ـ فنوت ƽه دارا ي سـو  ۲۵ن،  يسي ـ ونکوما MICن و يکوپلانيوگرام ت ي ب يج آنت ي بر اساس نتا   :ته ها افي

vanB هـا  سکي ـه ها به د   ي از سو  ۱۲/۷۸% و   ۲۵/۸۱%،  ۸۷/۹۶ %بيبه ترت ن مقاوم بودند و     يپروفلوکساسيه ها به س   يتمام سو .  بودندƽ 

 vanAپ ي ـ کـه فنوت ƽزوله اي ا۲۵ تمام ب دري  به ترتvanB و ƽ vanAها ژن.  مقاوم بودندنيسين و جنتاماين، تتراساکل يسيترومايار

 vanB و vanA، هـر دو ژن      بودند vanAپ  ي فنوت ƽ دارا  که هي سو ۲۵ه از   ي سو ۱۳در  .  شد يي داشتند، شناسا  vanB که   ƽه ا ي سو ۶و  

  .ر شدي تکثPCRتوسط 

زولـه  ي ا ۱۳  و vanAپ  ي ـپ و ژنوت  ي، فنوت انتروکوکه  ي سو vanA ۱۲ پي فنوت ƽ دارا هي سو ۲۵ از    دهد که  يج نشان م  ينتا: يريجه گ ينت

 با توجـه  .  را دارندvanBپ يپ و ژنوتيه فنوتي سو۶ . بودندvanB و vanA هر دو ژن ƽ، داراvanAپ يبا وجود داشتن فنوت)  ۵۲(%

 بدسـت   ƽديق انتقـال پلاسـم    ي ـ از طر   را vanBه هـا ژن     زول ـيان  يا رسد   يها، به نظر م    روکوکـانت در   يپير ژنوت يياد تغ ـجيه امکان ا  ـب

  .آورده اند

   .vanA ،vanBن، يسي، ونکوماانتروکوک: د واژه هايکل

  
  
  
  
  

  

  

  



١٦  ...ه هاي انتروکوک مقاوم به ونکومايسينبررسي خصوصيات فنوتيپي و ژنوتيپي سوي/      

  :مقدمه

ك ها، كوكوس هاƽ گـرم مثبتـي مـي باشـند كـه بـه عنـوان            وانتروك

 قادرند، باعث انواع عفونت هـاƽ مجـارƽ     طلب پاتوژن هاƽ فرصت  

ت، مننژيــت، عفونــت هــاƽ خــوني و ، انــدوكارديي تناســل-ƽادرار

اين ميكروارگانيسم هـا سـومين      . )۳و۲و۱( عفونت در نوزادان شوند   

هاƽ باكتريايي كسب شـده در بيمارسـتان هـا           ول بيمارƽ ـعلت معم 

ي كه تا امروز شرح داده شده اند،        از بيست گونه انتروكوك   . مي باشند 

Enterococcus faecalis و Enterococcus faecium 

باليني را بـه خـود اختـصاص مـي دهنـد            هاƽ  ه  ي از جدا  ۹۰ %حدود

 ـ    ـابي حاصـل از استف ـ    ـار انتخ ـ ـفش). ۴و۳و۲و۱( دازه ـاده بـيش از ان

 سال گذشته و از طرف ديگر ظرفيت بالاƽ         ۵۰ي بيوتيك ها طي     ـآنت

انتروكوكوس ها براƽ كسب و انتشار عوامل ايجـاد كننـده مقاومـت             

 مقاومـت در    جـاد ي ا كه باعث  از جمله عواملي هستند      ،آنتي بيوتيكي 

ــ ـــر آمينـبراب ـــوگليكوزيده ــده و ظهـ ــا و گليكوپپتيده ور ـا گردي

اومت هاƽ آنتي بيوتيكي و اشـاعه ژن هـاƽ مقاومـت بـين ايـن                ـمق

  ).۵( مي شود موجبرا ر گونه ها يا سايو ميكروارگانيسم ها 

ــب بـ ــايــسيـونكوم ــك آمينوگليكوزيــد، درمـ ـ ـن در تركي ان ـا ي

كي فـراهم   وراƽ عفونت هاƽ شـديد انتروك ـ     ـ ب  را ن مؤثرƽ ـايگزيـج

ه ـاƽ دست ــه نمي توان آنتـي بيوتيـك ه ـ     ـاراني ك ـدر بيم . ازدـمي س 

ي سيلين را همراه بـا آمينوگليكوزيـدها مـورد اسـتفاده قـرار داد،               ـپن

 شـش نـوع     تـاكنون ). ۱(ها را مي توان جـايگزين نمـود         ديکوپپتيگل

ارش شـده اسـت     ن در جهـان گـز     ييـس فنوتيپ مقاومـت بـه ونكوما     

)vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG() ۶در . )۷و

اƽ ـال پپتيـدوگليكان داراƽ انته ـ    ـاƽ نرم ـ ـا پيش سازه  ـك ه وانتروك

D-Ala-D-Ala    اديل ز يتما هستند كهƽ    ن يسيدر اتصال به ونکوما

ــد، در حاليكــهدار ــه ونکوماƽ انتروکوکــوس هــان ــ مقــاوم  ب  ن،يسي

مي كنند كه پيش سازهاƽ انتهـايي        ديگرƽ را طي     وسنتزي ب ƽرهايمس

D-Ala-D-Lac ا مــي باشــند و بــه طــور ضــعيف بــه      را دار 

 ليگانـدهاvanB   ƽ و   vanAژن هاƽ   . ونكومايسين اتصال مي يابند   

D-Ala-D-Lac  د مي كننـد و مـسئول مقاومـت متوسـط تـا       ـ را ك

  و E.faecalis در   اًـدتـه عم ـد ك ـي مي باشن  ـابـالاƽ اكتس ـح ب ـسط

 E. faecium۷(د نيافت مي شو.(  

 در برابـر ميـزان بـالاƽ ونكومايـسين و تيكـوپلانين             ييمقاومت القـا  

اومـت نـسبت بـه       ايـن نـوع مق     که دده مي   نشان را   vanAفنوتيپ  

، باعــث كــاهش فعاليــت ديگــر آنتــي بيوتيــك هــاƽ  نيسيــونکوما

ƽــيمثــل ت (گليكوپپتيــد مقاومــت بــالا بــه . مــي گــردد )نيکــو پلان

 از طريق انتقال پلاسـميدƽ       تواند ي م به راحتي  گليكوپپتيدها، معمولاً 

)Conjugation(حساس انتقال يابد  به انتروكوك ƽها )۸و۷(.  

هـاƽ لازم بـراƽ تظـاهر فنوتيـپ           نشان داده شده است كه ژن      اخيراً

vanA   ن  به نام     و توسط يك ترانسپوزTn1546   به  . حمل مي شود 

ومـت  نظر مي رسد انتـشار ايـن ترانـسپوزون مـسئول گـسترش مقا             

ك هـا اسـت     وگليكوپپتيدƽ سطح بالا بين ايزوله هاƽ باليني انتروك ـ       

  ).                           ۹و۸و۷(

شرح دقيق سويه هـاƽ حـساس بـه تيكـوپلانين و مقـاوم در برابـر                 

. اولـين بـار در آمريكـا گـزارش شـده اسـت            ) vanB(ونكومايسين  

MIC ونكومايسين در محـدوده ƽاين سويه ها برا g/ml µ ۳۲-۶۴ 

اسـت  ) حـساس ( g/ml µ ۵/۰و براƽ تيكوپلانين كمتـر از ) مقاوم(

 حمـل   Tn1547ژن كد كننده اين فنوتيـپ روƽ ترانـسپوزون          ). ۱(

مي شود، كه ممكـن اسـت روƽ پلاسـميدها و يـا روƽ كرومـوزوم                

  . )۵(يافت شوند

ك هـا نـسبت بـه گليكوپپتيـدها يـك           ومقاومت آنتي بيوتيكي انتروك   

ايـن امـر بـه      . حسوب مي شود  مت عمومي م  تهديد جهاني براƽ سلا   

ونكومايسين  است كه آنتي بيوتيك هاƽ گليكوپپتيدƽ، مثل         لياين دل 

و تيكوپلانين، داروهاƽ انتخابي و اغلب اوقـات آخـرين گزينـه هـا              

       ƽبيمارستاني ناشي از باكتر ƽدرمان عفونت ها ƽگرم مثبت    برا ƽها

  .)۱۰و۵و۲ (چند مقاومتي مي باشند

 ـ شـده در ا مطالعـات انجـام    دهـد کـه عفونـت    يز نـشان م ـ ي ـران ني

ک ي و   )۱۱( ک دارد ي تهران حالت اندم   ƽمارستان ها ي در ب  يانتروکوک

. )۱۲ و ۱۱( دي آ ي به حساب م   يمارستاني ب ƽعامل مهم در عفونت ها    

وک هـا بـه     ـروک ــاومت انت ـت مق ـ يوع و اهم  ـن موض يه ا ـا توجه ب  ـب

 مقاومـت بـه   ƽهـا  ژن وامکان انتقال ƽديکوپپتي گل ƽها کيوتي ب يآنت

زان ي ـ در مـورد م  ياطلاعـات کـاف   ن کـه    يو نظر به ا   ها،   ƽر باکتر يسا

 و  يني بـال  ƽ انتروکـوک جـدا شـده از نمونـه هـا           ƽه ها يمقاومت سو 

در ايـن    ، لـذا   باشـد  يدست نم  ران در ياآنها در  يپيات ژنوت يخصوص

 و اثبـات    vanB و   vanAبررسي مولكولي مقاومـت     به    ما پژوهش

 همـاهنگي بـين   زاني ـ م همچنـين بررسـي  و وجـود ژن هـاƽ فـوق   

 vanB و  vanAخصوصيات ژنوتيپي و فنوتيپي در دستجات ژنـي 

 ـجدا شده از نمونه هـاƽ بـاليني کـه مقـاوم بـه ونکوما             بودنـد   نيسي

  .م يپرداخت
  :ها مواد و روش

 يفي بـه روش توص ـ    ين بررس ي در ا  :ه ها ي سو يي و شناسا  ƽجداساز

 ـقـاوم بـه ونکوما     م يروکوکـانته  ـي سو ۳۲ه  ـه مطالع ـب  ـ ن  يسي  نياز ب

 و  )نايلاد و س ـ  يم ـ (مارسـتان ياز دو ب   جدا شده    انتروکوک ƽه ها يسو



١٧  / مهوش اسكويي و همكاران                                                             )۱۳۸۷ بهار ۱ شماره ۲سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

-ƽ ۱۳۸۴هـا  ن سال ي ب  در شهر تهران،   )بهار (يشگاهيک مرکز آزما  ي

ه يخون جدا شده بود بق     ه که از  يک سو ي به جز  . پرداخته شد  ، ۱۳۸۶

   . جدا شده بودندادرار از ه هايسو

 گـرم و    ƽزي ـ، رنـگ آم   ي کلن ـ ƽبا مورفولـوژ  زوله  يت هر ا  ين هو ييتع

ن يز اسـکول يدرولي متداول از جمله ه   ييايميوشي ب ƽ ها يژگي و يبررس

ــفرا، رشـــد در حـــضور   ــ، فعالNaCl  %۵/۶در حـــضور صـ ت يـ

ن گونـه از    يـي  تع ƽبـرا . انجام شـد  ) PYR(داز  يل آم يل آر يدونيروليپ

کتـوز  تول، سـوربوز، لا  يتول، سورب ينوز، مان يآراب ( ƽر قند يآزمون تخم 

 ƽ از قنـدها   ۱% به نـسبت     ƽه قند يط پا ي مح ƽ حاو ƽدر لوله ها  ...) و

 ۲۴گراد بـه مـدت      ي درجه سانت  ƽ ۳۷ذکر شده و انکوبه کردن در دما      

  .)۱۳( ساعت استفاده شد

   :سکيوگرام با استفاده از روش انتشار از دي بيانجام آنت

 Disk(سک يار از دـه روش انتشـا بـه هـين سوـيارام ـوگـي بيـآنت

diffusion ( ـيون م يه سوسپانس يبا ته   مـک   ۵/۰ بـا کـدورت      يکروب

 Mullerط ي در مح ـيکيوتي ـ بي آنتƽسک هايفارلند با استفاده از د

Hinton agarسک هايد. )۱۴(  انجام شدƽ ـ استفاده شـده در ا  ن ي

ــامل  ــژوهش ش ــونکوما: پ ــ)µg ۳۰(ن يسي ، )µg ۳۰(ن يکلي، تتراس

 نيپروفلوکــساسيس، )µg ۱۵(ن يسيــتروماي، ار)µg ۱۰(ن يسيــجنتاما

)µg ۵(ــوپلاني و ت ــرکت  ) µg ۳۰(ن يک ــه از ش ــد ک  MASTبودن

  .ديه گرديته) انگلستان(

 MICن حداقل غلظـت بازدارنـده     يي مقاومت به روش تع    يبررس

)Minimum Inhibitory Concentration(:   

 ـ ونکوما ƽک هـا  يوتي ب ي آنت ƽ که برا  ييه ها يسو ن يکـوپلان ين و ت  يسي

 انتخـاب   MICن  يـي  تع ƽتر بودند، برا  ي ل يليم۱۴≤ه    قطر هال   ƽدارا

 بــا اســتفاده از Micro dilution روش بــه MICن يــيتع. شــدند

 ۲۴ از کـشت     يوني سوسپانـس  . انجـام شـد    نتون بـراث  يط مولر ه  يمح

ه شـد و    ي ـته CFU/ml۱۰۶×۵/۱ ييا غلظت نهـا   ب ها ƽساعته باکتر 

زان  يون به م  ين سوسپانس ي ا سپس
100

1
ط مـولر   ي بـا اسـتفاده از مح ـ      

 ـک ونکوما ي ـوتي ب ياسـتوک آنت ـ  . ق گـشت  يرقنتون براث   يه ن بـا   يسي

 ـ، با استفاده از پودر خـالص ونکوما   mg/ml۱۰غلظت   ه ي ـته( ن يسي

 يکيوتي ـ ب ي آنت ـ ƽ و رقت ها   ديه گرد يته) SERVAشده از شرکت    

  ۷۵/۰، ۵/۱، ۳، ۶، ۱۲، ۲۴، ۴۸، ۹۶، ۱۹۲، ۳۸۴، ۷۶۸، ۱۵۳۶برابر با 

 ـ در ا  .ه شد يتر از آن ته   ي ل يليکروگرم بر م  يم ون ين روش، سوسپانـس   ي

  با رقت  ƽباکتر
100

1
ه شـده از اسـتوک      ي ـ ته ƽ به همراه غلظت ها     

 و بعد از انکوبـه کـردن در         ت ها اضافه شد   يکروپليک به م  يوتي ب يآنت

ه هـا   يسـو  MIC سـاعت،    ۲۴ گراد به مـدت      ي درجه سانت  ƽ ۳۷دما

 ƽک که در حضور آن رشـد      يوتي ب ين غلظت آنت  يکمتر. ديگردن  ييتع

 ).۱۶و ۱۵و ۱۴( مـشخص شـد   MICبود به عنـوان   صورت نگرفته 

 E.faecalis ATCC )حـساس (  از سويه هاMICƽبراƽ تعيين 

 ي به عنوان کنترل منفE.faecium BM4147) مقاوم ( و29212

  .و مثبت استفاده شد

زان ي ـن مي که کمترييه هاي سويتمام : DNA  صي و تخلاستخراج

 MIC ≥ آنهـا ƽن بـرا يسيک ونکومايوتي بي آنتيغلظت مهار کنندگ

µg/ml  ۶بود، برا ƽ انجام آزمون PCRدر نظر گرفته شدند  . ƽبرا

 mi-Bacterial كرومــــوزومي از كيــــت DNAاســــتخراج 

Genomic DNA Isolation (metabion)  بـه  .   اسـتفاده شـد

نسيون باكترƽ،  چند كلني از كشت تازه باكترƽ به          منظورتهيه سوسپا 

ml ۲ محيط BHI مايع ) Brain Heart Infusion (  انتقـال داده

 ساعت در انكوباتور شـيكر  ۲۴شد، سپس اين سوسپانسيون به مدت  

دار قرار گرفت و رسوب آن طبق دستور العمل كيت مـورد اسـتفاده              

  .قرار گرفت

 mi-plasmid Miniprepكيـت  استخراج پلاسـميد نيـز توسـط    

(metabion)  استخراج پلاسـميد     .  انجام شد ƽبراml ۲    از كـشت 

، دو   nm ۶۰۰ كه جـذب آن در  BHI ساعته باكترƽ در محيط ۲۴

رسوب تهيه شد و بقيه مراحل طبق دستورالعمل كيت          يا بيشتر باشد،  

  .انجام شد

    :vanB وvanA جهت تعيين ژن هاPCR ƽزمون آانجام 

 ــ ــور تكثيــ ــه منظــ ــاvanAƽر ژن بــ  :vanA1 از پرايمرهــ

ATGAATAGAATAAAAGTTGCAATAC         و 

vanA2: CCCCTTTAACGCTAATACGAT ــتفاده  اس

 آب  µl ۳/۱۴مخلوط واكنش بعد از بهينه سـازƽ شـامل،          . )۱۷ (شد

     ،µl۲ PCR buffer (10X) ، mM ۲ MgCl2دو بار تقطير، 

µl۴/۰ dNTP ) mM Fermentas ۱۰( ،µl ۴/۰   از هـر كـدام از 

ــا غلظــت  رايمرهــاƽپ   pmol/ml ۱۰ ،µl ۲/۰ µl ذكــر شــده ب

Fermentas)  Taq DNA polymerase (5u/ وng ۵۰۰ 

DNA استخراج شده بود .  

PCR ژن vanB نيــــز بــــا اســــتفاده از جفــــت پرايمــــر  

vanB1:CAAAGCTCCGCAGCTTGCATG          و 

vanB2:TGCATCCAAGCACCCGATATAC )۱۸ ( با

   .مخلوط  واكنش فوق انجام گرفت

و    E.faeium BM4147كي اســتاندارد و هــاƽ انتروكــســويه

E.faecalis V583    ƽبه ترتيب به عنوان كنترل مثبـت بـراPCR 

 ƽــا ــد  vanB و vanAژن ه ــرار گرفتن ــتفاده ق ــورد اس ــويه .  م س
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E.faecalis ATCC29212   هـر ƽهم به عنوان كنترل منفي بـرا 

  .دو ژن استفاده شد

PCR    ــتگ ــتفاده ازدســ ــا اســ ــر بــ ــورد نظــ ــاƽ مــ اه  ژن هــ

 ƽ بـرا  PCRنه  يط به يشرا . انجام گرفت  )eppendorf(ترموسايكلر

 ƽ ۹۵ه بـا دمـا    ي ـون اول ي شامل دناتوراس  vanB و   vanAهر دو ژن    

ــدت    ــه م ــانتيگراد ب ــه س ــه و ي دق۵درج ــا  ۳۵ق ــه ب ــاƽ  چرخ دم

Denaturation ۹۵ ـ به مدت درجه سانتيگراد   دمـاƽ  قـه و يک دقي

Annealing ۶۰   ـ بـه مـدت       درجه سـانتيگراد   و دمـاƽ    قـه يک دق ي

Extension ۷۲  ـ به مـدت      درجه سانتيگراد  . مـي باشـد   قـه   يک دق ي

 درجـه سـانتيگراد بـه       ƽ ۷۲ز در دمـا   ي ـ ن يي نها Extensionمرحله  

  .قه انجام شديمدت ده دق

رز گرديد وبا استفاده از      الكتروفو ۱% روƽ ژل آگارز     PCRمحصول  

  رنگ آميزƽ و توسطg/ mlµ ۵/۰تيديوم برومايد با غلظت محلول ا

  . مشاهده شدGel Documentationدستگاه 

  :افته هاي

 با اسـتفاده    كي مورد بررسي در اين تحقيق،     و سويه انتروك  ۳۲ ميان   در

ــيميايي،   از روش ــاƽ بيوش ــويه ۱۷ه ــويه ۱۵و E.faecium س  س

E.faecalis  و    نتايج حاصل از آنتي بيوگرام     . شناسايي شدند MIC 

سک يه ها به ديام سوتم . آمده است۱ جدول و ۱ شکلبه ترتيب در    

 و  ۲۵/۸۱%،  ۸۷/۹۶% ب  ي ـو بـه ترت   ن مقـاوم بودنـد      يپروفلوکساسيس

 نيتتراسـاکل ن،  يسيتروماي ار ƽ ها کيوتي ب ي آنت ه ها به  ي از سو  %۱۲/۷۸

  .  مقاوم بودندزينن يسي جنتاماو

، مقاومـت سـطح   ي مـورد بررس ـ ƽاز ايزوله ها  ) ۶۱/۵۱(% سويه     ۱۶

و بـه    ) g/mlµ ۳۸۴≥MIC ( بالايي در برابر ونكومايسين داشتند    

آنهـا  .  رشـد کردنـد    gµ ۳۰خوبي در اطراف ديـسك ونكومايـسين        

  .  بودندE.faeciumسويه  ۹ و E.faecalis سويه ۷شامل 

  آنتـي بيوتيـك    MICبر اساس نتايج بدست آمده از آنتي بيوگرام و          

 vanA  سـويه داراƽ فنوتيـپ     ۲۵هاƽ تيوكوپلانين و ونكومايسين،     

 سويه داراƽ فنوتيپ   ۶و  ) به ونكومايسين و تيكوپلانين مقاوم بودند     (

vanB )          به ونكوما يسين مقاوم و به تيكوپلانين حساس مي باشند (

  .بودند

، داراƽ قطـر هالـه    داشـتند vanB كي كـه فنوتيـپ   و سويه انتروك ـ۶

mm ۲۰ــسك ــراƽ دي ــدgµ ۳۰  ب ــوپلانين بودن ــه (  تيك حــساس ب

  آنهـا بـراƽ ونكومايـسين بـه صـورت     MICدير  و مقا)نيکوپلانيت

g/mlµ ۱۲ )۱ــويه ــويه۱ (g/mlµ ۴۸ ،) س  ۱ (g/mlµ ۱۹۲،  ) س

  .ديمشاهده گرد)  سويه۳ (g/mlµ ۷۶۸، )سويه

 يكي از سـويه هـاƽ مـورد بررسـي          مذکور، در    ƽه ها يعلاوه بر سو  

)E.faecium(  پ  ي که فنوتvanA هالـه  ي در   ي كلني ها   تك ، داشت

 ـمـشاهده گرد  لانين   ديـسك تيكـوپ    عدم رشد  ايـن سـويه بـراƽ      . دي

 يکلن ƽدو احتمال برا . داشتMIC < g/mlµ  ۱۵۳۶ونكومايسين 

 يکيوتي ـ ب ي آنت ـ ƽسک ها ي د افته در مرکز هاله عدم رشد     ي رشد   ƽها

 باشند که بـه  ƽافته اي جهش ƽ هاي ممکن است آنها کلن  ،وجود دارد 

 ـ ک مقاوم شده انـد و يوتي بيآنت   هيو سـو  از ديا از ابتـدا مخلـوط  ي

E.faecium ــد ــوده ان ــاوت ب ــصوص ( متف ــات مورفولوژيخ ک و ي

سک يــهالــه عــدم رشــد دافتــه در ي رشــد ƽ هــاي کلنــييايميوشــيب

 PFGEبا اسـتفاده از     . ) داشتمطابقت   E.faeciumن با   يکوپلانيت

افتـه در مرکـز هالـه عـدم         ي رشد   ƽ ها ي کلن ƽ  برا  Ribotyping و

 ـ     کـسان ي  توان بـه   ي اطراف هاله، م   ƽ ها يرشد وکلن   ي بـودن آنهـا پ

 بـر   ک  مورد کنـار گذاشـته شـد و         ين  ياه  لن مرح يلذا در ا   .)۱۹(برد

  .انجام شد يپي  ژنوتي بررسمانده ي نمونه باقƽ ۳۱رو

 توسـط    با پرايمرهـاƽ اختـصاصي ايـن ژن        vanA سويه ژن    ۲۵در  

PCR  اندازه قطعه تكثير شده با ايـن پرايمرهـا          .  شناسايي شدندbp 

 E. faeciumقطعه تكثيـر شـده بـا سـويه        كه معادلاست ۱۰۳۰

BM4147  يپيات فنـوت  ي بـا خـصوص     سويه ۶در. بود vanB ،  ژن 

vanB    اختـصاصي آن ، بـا انـدازه ƽبا پرايمرها bp ۴۳۳   شناسـايي

مشابه   E. faecalis V583گرديد كه با قطعه تكثير شده از سويه 

  هـر  vanAپ  ي فنوت ƽزوله دارا ي ا ۲۵از   سويه   ۱۳ در   .)۲شكل   (بود

  . قابل شناسايي بودندvanB  وvanAدو ژن 

  . درصد مقاومت آنتي بيوتيکي سويه هاƽ انتروکوکي:۱شکل 

Cip) سيپروفلوکساسين( ،GM )جنتامايسين( ،Te ) تتراسکلين( ،

E) اريترومايسين(  
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   سويه جدا شده مقاوم به اين آنتي بيوتيک۳۲ آنتي بيوتيك ونكومايسين در بين MIC محدوده :۱جدول 
MIC ( minimum inhibitory concentration)  µg/ml   

۱۵۳۶> ۱۵۳۶- ۷۶۸  ۳۸۴- ۴۸  ۲۴-۶  

 

۳  ۱۳  ۱۱  ۵  (n)تعداد کل   

۲  ۸  ۶  ۲  E.faecium 

۱  ۵  ۵  ۳  E.faecalis 

  درصد %   ۶۲/۱۵  ۳۷/۴۳  ۶۲/۴۰  ۳۷/۹

  

  

  

  

  

  

  
  

 به ترتيب سويه هاƽ ۴ و ۱ستون) . ۶ و۴،۵هاƽ  ستون (vanAو ) ۳ وvanB) ۱ ،۲  حاصل از دو ژنPCRالکتروفورز محصولات : ۲شکل 

  M: 1 kb DNA Marker. هستند) bp ۱۰۳۰ ( E.faecium BM4147 و )E.faecalis V583) bp ۴۳۳کنترل مثبت 

  

    

   ۶      ۵        ۴       M      ١       ٢       ٣ 

bp ۵٠٠  

bp ١٠٠٠٠  

bp ١٠٠٠  
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  :بحث

 ـونکوما مقـاوم بـه      ƽ هـا  انتروکـوک ع  يوع وس ـ يش  ـن و   يسي ر يا سـا  ي

 را در   ƽاري مـشکلات بـس    د هـا در نقـاط مختلـف جهـان،         يکوپپتيگل

.  بــه وجــود آورده  اســتيانتروکـوک  ƽجهـت درمــان عفونــت هــا 

ت ي قابل يها و از طرف    ن عفونت يت انتخاب دارو در درمان ا     يمحدود

  از انتروکـوک هـا     نيسي مقاومت به ونکوما   ƽدي پلاسم ƽها انتقال ژن 

 Staphylococcusگـر مثـل   ي مهـم د ƽزايمـار ي بƽهـا  ƽبه باکتر

aureusو  Streptococcus pneumoniae  ه ـير سوـيا ساـي و

 ي مقاومت به آنت ـ   يپي و ژنوت  يپي فنوت ي بررس ،انتروکوک حساس   ƽها

  .)۱۵(  سازديت مي حائز اهم را در آنهاها کيوتيب

  بـر ي مبن ـي وجـود گزارشـات  ت موضـوع و   ي ـن با توجه به اهم    يبنابرا

 مقـاوم بـه     ƽ هـا  انتروکـوک  در   يپي و ژنـوت   يپي فنـوت  ƽ ها يگونناهم

 ۳۲ يپي و ژنـوت   يپي فنوت اتيخصوص ي، ما به بررس   )۱۸ (نيسيونکوما

مارسـتان  يدو ب ماران  يکه از ب  ن    يسي مقاوم به ونکوما   يانتروکوکه  يسو

  . مي پرداخت جدا شده اند، در تهرانيشگاهيک مرکز آزمايو 

پ ي ـ کـه فنوت   ه اسـت  دادلف، نشان   مطالعات انجام شده در نقاط مخت     

vanA    نسبت به vanB بـر اسـاس    .)۲۰(  باشـد  يع تر م  يار شا ي بس 

 ـج بدسـت آمـده در ا      ينتا ه مقـاوم بـه     ي سـو  ۳۱از  ،  زي ـ ن پـژوهش ن  ي

 زولهيا ۶ و   vanAپ  ي فنوت ƽ دارا )۶۴/۸۰% ( هي سو ۲۵ ن،يسيونکوما

 ƽ رو  شـده   در مطالعه انجام   .بودند vanBپ  ي فنوت ƽ دارا )%۳۵/۱۹(

  توسـط  تهـران يمارستاني بƽ جدا شده از عفونت هاƽروکوک هاانت

Talebi M. et al ه هـا يسـو  ۸۴ %،هـمƽ پ ي ـ فنوتي مـورد بررس ـ

vanA ها  حضور ژن  يبررس . )۱۲( داشتندƽ   پ ها ي مرتبط با فنوتƽ 

vanA و vanB  توســطPCR بــا هي ســو۲۵تمــام  نــشان داد کــه 

ــدvanA ژن ƽدارا vanAات يخــصوص  وجــود ژن. )۱۰۰(%  بودن

vanB  زوله توسط   ي ا ۶ز در ي  نPCR ـد گرد يي ـأ ت  ت ي ـحـائز اهم   .دي

 يپيات فنـوت  ي خـصوص  ƽه دارا ي سـو  ۲۵از  ) ۵۲(% هي سو ۱۳است که   

vanA وجود هر دو ژن ،vanAو  vanBن ي بنـابرا . را نشان دادند

ه بـا   ي سـو  ۱۳ و   vanBپ  يه با فنوت  ي سو ۶( هي سو ۱۹ در   vanBژن  

  .)۱۲ ( قرار گرفتييمورد شناسا ) vanAپ يفنوت

  وvanAحـضور هـم زمـان هـر دو ژن     طبق مطالعات انجام شده، 

vanB   زگـزارش ينکـره   انگلـستان و     کـا، ي آمر در هـا،    انتروکوکدر 

 يدر بررس ـ Woo-Joo Kim, et al .)۲۳و۲۲و۲۱ ( اسـت دهيگرد

 ـدا شده از    ـ ج ƽ ها وکـروکـانت  ـ ـکاگ ـيان در ش  ـمارست ـيک ب ي ن يو ب

 ـ نـشان دا   ۱۹۹۳ تـا    ƽ ۱۹۹۰هـا  سال  ƽ دارامـاران ياز ب ۶۹ %د کـه دن

در .  بودنـد  vanB پي ـ بـا ژنوت   ƽ E.faeciumه هـا  ي با سو  عفونت

 وجـود  Multiplex PCR بـا  E.faeciumه يک سوي ۱۹۹۳سال 

 ۱۹۹۶ تـا سـال      بعد ازآن   را نشان داد و     vanB و   vanAهر دو ژن    

بـه نـسبت     vanB بهvanAپ يزان ژنوتيم
1
2.2

افـت  يش يافـزا   

 ,N.Woodfordتوسط ( هم در انگلستان ي مشابهات  مطالع).۲۱(

et alها ن سالي بƽ ۱۹۹۲ توسط (  کره  درو) ۲۲) (۱۹۹۴ تاLee 

W, et alها ن سالي بƽ ۱۹۹۷ بر رو) ۲۳) (۱۹۹۹ تاƽه هاي  سوƽ 

ج بدست آمده   ينتا .ه است  انجام گرفت  مارانيب  شده از     جدا انتروکوک

 جـدا شـده     ƽه هـا  ياد که اکثر سو    نشان د  قيتحقن دو   ي ا ک از ي هر از

ــ فنوتƽدارا ــ و تنهــا ه بــودvanBپ ي  هــر دو ژن ƽ داراهي ســوکي

vanA و vanB رسـد   يبـه نظـر م ـ      .ور همزمان بوده اسـت    ـطه   ب 

 ƽه هـا ي، سـو  را دارنـد vanB و vanA که هـر دو ژن    ييزوله ها يا

 بـوده   مقاومـت ƽها  از ژنيکي ƽ هستند که از ابتدا دارا يواسط حد

 بـه   افت کرده و  ي در ƽه ها ي سو ريساگر را از  ي ژن د  ƽحاود  يو پلاسم 

 .)۲۳و۲۲( خـود را از دسـت داده انـد        ه  ي ـد اول يمرور زمـان، پلاسـم    

ــ ــضيررسـب ـــ ح ــمـور ه  در MDa ۶۰ وMDa ۲۴د ير دو پلاس

 و ƽ vanAهـا   ژنƽب حـاو ي ـ که بـه ترت   حد واسط،    ƽه ها ـيوـس

vanB   اـا روش ساترن بلات و پروب ه ـ      ـ  هستند بƽ  ياصـ اختـص 

ن يبنـابرا ). ۲۲(ن ادعا اسـت   ي برا ƽدييأ ، ت  vanB و   ƽ vanAها ژن

 وعـيــشو هــا ه ي ســويپي ژنــوت-يپير فنــوتييــه هــا در تغزولــيان يــا

 ـپ جد ي ـ با ژنوت  يي ها انتروکوک ثر ؤار م ـ ي بـس  مارسـتان هـا     ي در ب  دي

  .)۲۳و۲۲و۲۱ (هستند

 نـسبت بـه     ي مـورد بررس ـ   ƽه ها ي بدست آمده در سو    ƽمقاومت بالا 

ــ ــوتي بيآنت ــاي ــساسي ســƽک ه ــتروماي، ار)۱۰۰(% نيپرو فلوک ن يسي

 يج حاصل از مطالعات قبل  يبا نتا ) ۱۲/۷۸(%ن  يسيو جنتاما ) ۸۷/۹۶(%

 ـ تـا حـدود ز  يني بـال ƽ نمونه هـا  ƽبر رو   اـتنه ـ . مطابقـت دارد ƽادي

 ـ اومتـدر مق ) ۴۰%در حدود   ( يش قابل توجه  يافزا ن يه تتراسـاکل  ـ ب

 ـ مورد مطالعه در ا    ƽدر نمونه ها   بت بـه گذشـته در      ق، نـس  ي ـقن تح ي

  .)۱۲(  مشاهده شده استتهران

  :يريجه گينت

 يدر تمـام    دهد ي نشان م  نکهيعلاوه بر ا   ين بررس يج حاصل از ا   ينتا

 ينيش ب يد پ  مور ƽژن ها  vanB و ƽ vanAها پيه ها با فنوت   يجدا

 ـ يپي و ژنوت  يپي فنوت يهماهنگ ووجود داشته    ه هـا موجـود   ين سـو يب

 ـ  ني و آن ا    دهد ي را نشان م   ينکته مهم . است  يل تـوجه  ـکه تعداد قاب

 ـدر ا  شـده    ƽ جدا سـاز   ƽاز انتروکوک ها    ـي ا ۱۳ (ن مطالعـه  ي  ،)هـزول

  وvanA هـر دو ژن  ƽحـاو  هـستند کـه   يواسـط   حـد ƽه هايسو

vanB پ ي ـوع فنوتيبـا توجـه بـه ش ـ     .  بودندvanA هـا   در سـالƽ 

 انتروکـوک  ƽه هاي از سوƽ رسد که احتمالا تعداد    يگذشته، به نظر م   

ون بدسـت   يژوگاس ـق کن ي را از طر   vanB يد دستجات ژن  توانسته ان 
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 ـ vanAود از   ـپ خ ـ ـي ـوتـر ژن ـيياورند و در حال تغ    ـيب  vanBه  ـ ب

 ي انتروکـوک  ƽه هـا  يوسته سو يافته به مطالعه پ   ين  يد ا ييأت.  باشند يـم

 يياز آنجـا  . از دارد ي ـنده ن ي آ ƽها مارستان ها، در سال   يجدا شده از ب   

 و   بـوده  ني تواند دردسـرآفر   يد، م يک ژن مقاومت جد   يکه گسترش   

 ـ ƽها ماران در سال  ي ب يکيوتي ب ي آنت ياست درمان ي س ƽرو ر ي تـاث  ي آت

ت ي ـانتروکوک ها اهم   يکيژنت  و ي مقاومت ƽالگوگذار باشد، توجه به     

ه درک و دانـش مـا را در         ـ ک ـ ƽگـر ي د ƽاـه پژوهش دارد و    ƽاديز

ش ي افـزا   را ن مقاومت هـا   ي ا يکيت انتقال ژنت  يها و قابل   ورد روش ـم

  . باشندياز ميدهند مورد ن
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