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  :چکیده
این  که اند اي به تعدادي از آنتی بیوتیکها کسب کرده مقاومت گسترده ها انتروکوك اخیر،در دو دهه  :زمینه و اهداف

هاي  انتروکوکهاي مقاوم به غلظتامروزه  .است گردیدهپیچیدگی در درمان عفونتهاي ناشی از این باکتریها  امرسبب
در انتروکوکها  vanBو  vanAژنهاي  .می شوداز ونکومایسین به طور تصاعدي از سراسر دنیا گزارش  یگوناگون
 مختلف هاي مقاومت دارویی گونه تحقیق حاضردر . دباش ونکومایسین می از ییمقاومت به غلظت بالا مسئول

تعیین گردید، آنتی بیوتیک اختصاصی  12و ونکومایسین  بر علیه فاسیومانتروکوکوس و  فکالیس وسانتروکوک
  .مورد بررسی قرار گرفته استهاي مقاوم به ونکومایسین  در گونه van A/Bژنهاي حضور  ضمناً

با  هاي انتروکوك گونه .آوري گردید ایلام جمع و ز بیمارستانهاي کرمانشاهنمونه انتروکوك ا 180 :روش بررسی
روش استاندارد دیسک  به آنتی بیوتیک ها طبق حساسیت شناسایی شده و آزمون استاندارد متداول روشهاي
نجام هاي مقاوم به ونکومایسین ا بر روي نمونه E.testروش  با (MIC) مقاومت دارویی .انجام شد CLSIدیفیوژن 

  .مورد بررسی قرار گرفت vanBو  vanAفراوانی ژنهاي  PCRبا استفاده از روش  سپس پذیرفت
شناسایی  فاسیوم وسانتروکوکنمونه  52و  فکالیس وسانتروکوکنمونه  128، ایزوله نمونه 180 بین از :ه هاتیاف

درصد به  4/59 ،ا به اریترومایسینه درصد سویه 1/61حساسیت به آنتی بیوتیکها نشان داد که  آزموننتایج . شدند
درصد به  5/5درصد به ونکومایسین ،  3/8درصد به سفوتاکسیم ،  3/18درصد به جنتامایسین ،  2/2آمپی سیلین، 

درصد به  4/14درصد به تتراسایکلین ، 4/24درصد به استرپتومایسین ، 1/31درصد به کلرامفنیکل ،  1/36مروپنم ، 
براي  MIC .مقاوم بودند آمیکاسین و سیپروفلوکساسین درصد 8/3به تیکوپلانین، و درصد  1/21لینکومایسین، 

ژن  ،نمونه مقاوم به وانکومایسین 15 بین از. بدست آمد میکروگرم 256تا  32 بینونکومایسین  مقاوم به هاي نمونه
vanA د ولی در هیچ سویه اي ژنیسویه مشاهده گرد 12 در  vanB  نشدمشاهده.  

 هاي انتروکوك در بین ایزوله vanAکه فراوانی ژن  می دهداین مطالعه نشان بررسی نتایج حاصله از  :ينتیجه گیر
در  .مشاهده گردید هاي ایزوله سویهمورد از  12در صرفاً  vanAژن و  نبودهخیلی شایع  مقاوم به ونکومایسین

  .نشد یافتها  در هیچکدام از سویه vanBحالی که ژن 
  vanBو  vanAونکومایسین، تروکوك،ان :کلید واژه ها
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   :مقدمه
هسـتند   منفـی  کاتالازو هاي گرم مثبت  کوکسیانتروکوکها 

درصد امـلاح   40درصد نمک و  5/6قادرند در حضور  که
روده فلـور طبیعـی    بـاکتري هـا  این . صفراوي رشد نمایند

 .شـوند  حیوانات خـونگرم از جملـه انسـان محسـوب مـی     
خیـل در عفونتهـاي انسـانی    ي دهـا  تـرین انتروکـوك   شایع

 انتروکوکــوس و) درصــد 85-90( فکــالیس وسانتروکوکــ
منجر به ایجـاد عفونـت    هستند که) درصد 5-10( فاسیوم

. می شـود اندوکاردیت  و حتیها ادراري، زخممجاري  هاي
این باکتریها که در گذشته از لحاظ بالینی کم اهمیت تلقـی  

چنـدین آنتـی   شدند به دلیل کسب مقاومت اکتسابی به  می
بعنـوان   1970بیوتیک مهـم ماننـد ونکومایسـین از اوایـل     

دومین عامل شایع عفونتهـاي بیمارسـتانی در نظـر گرفتـه     
   (VRE)انتروکوکهـاي مقـاوم بـه ونکومایسـین    . شوند می

شناسایی شدند  1986سال در  Leclercqاولین بار توسط 
پتیدي گلیکوپبیوتیکهاي  آنتی تجویز بی رویهو شیوع آنها با 

 MIC≤4 با داشـتن   VREامروزه ). 1، 2( افزایش یافت
سـیلین،   براي ونکومایسـین و مقاومـت چندگانـه بـه پنـی     

 ژنهاي. شود آمینوگلیکورزیدها شناخته می سفالوسپورینها و
ــاختمانی ــین    س ــه ونکومایس ــت ب ، vanB ،vanAمقاوم

vanC1 وvanC2/C3 ــی ــا  مـ ــین آنهـ ــه از بـ ــند کـ  باشـ
vanBوvanA ترین ژنهـاي مسـئول مقاومـت   بعنوان مهم 

 Tn1546به ترتیب بر روي ترانسپوزونهاي  شناخته شده و
تواننـد روي پلاسـمید یـا     قرار دارند کـه مـی   Tn1547و 

مقدار بـالایی از   به vanAفنوتیپ . م یافت شوندوکروموز
بـه   vanBفنوتیپ . ین مقاوم استنیکوپلاونکومایسین و ت

. پلانین حسـاس اسـت  یکومقاوم بوده اما به ت ونکومایسین
هـاي   بـین سـویه  نت سهولت در تبادل ژنهاي مقاوم ویرولا

انتروکوك و توانایی بالاي ارگانیسم در انتقال بـین افـراد و   
هـا را در   بیماران و محیط فراوانی قابلیت انتشار این سـویه 

در بیمارسـتانها ایـن   . کنـد  هاي مختلف تأیید می بین محیط
ست کارکنـان بیمارسـتان از   باکتریها به طور عمده توسط د

یابنـد و برخـی از ایـن افـراد      فردي به فرد دیگر انتقال می
ممکن است این باکتري را در مجراي گوارشی خود داشته 

ــند ــاي  .باش ــی بیوتیکه ــین و آنت ــدي ونکومایس گلیکوپیتی
آخـرین راه درمـان   ) لیکوزیـد گهمراه با آمینو (یکوپلانین ت

گـرم مثبـت آمریکـا     هاي یسعفونتهاي جدي ناشی از کوک
هـاي فاسـیوم بـه ویـژه از نظـر       سـویه . گزارش شده است

مقاومت به ونکومایسین حایز اهمیت هستند به طوریکه در 
هاي جدا شده از این گونه نسبت  درصد سویه 50آمریکا تا 

تواننـد   انـد و همچنـین مـی    گزارش شده مقاومبه این دارو 
اکتریـایی  ژنهاي مقاومت را کسب و به سـایر گروههـاي ب  

بنابراین بروز این نوع مقاومـت در انتروکوکهـا   . منتقل کنند
اي در بروز عفونتهاي بیمارستانی ناشـی از   مشکلات عمده

ها و نیـز تشـخیص و درمـان آنهـا را سـبب       این ارگانیسم
جهت شناسایی ژنهاي مقاومت  PCRروش  .گردیده است

در به ونکومایسین و تعیین پراکنـدگی ایـن دسـته از ژنهـا     
  .)4،3( انتروکوکهاي مقاوم کاربرد فراوانی داشته است

  
  :مواد و روشها

هـاي   از عفونـت  1388نمونه انتروکوك در طی سال  180 
ستانهاي شهر ایلام و بیمارستان امام رضـا  رادراري در بیما

پس از تهیه کشت خالص . آوري گردید کرمانشاه جمع) ع(
، تعیـین  کاتـالاز  يمون هابا استفاده از رنگ آمیزي گرم، آز

کولین، رشـد در  پتـوچین، بایـل اس ـ  ا، مقاومت به دیسـک  
گـراد، تحمـل    درجه سـانتی  45 و10 شرایط مختلف درمان

د به مـدت نـیم سـاعت، تحمـل     گرا درجه سانتی 60دماي 
درصـد، رشـد در    05/0یک درصد سدیم آزایـد  و لمتیلن ب

هـا در حـد    درصد نمک، و هیدرولیز هیپـورات نمونـه   5/6
هـاي انتروکـوك بـا     سـپس نمونـه  . شناسایی شـدند جنس 

استفاده از آزمایشات تولیـد اسـید از مـانیتول، سـوربیتول،     
سوربوز، آرابینوز، رافینوز، ریبوز و ساکاروز در حـد گونـه   

 E.faecium هـاي اسـتاندارد    از سـویه . شناسایی شـدند 

ATCC V583  وE.faecalis ATCC19433  جهت
 یآزمونهـاي تشخیص ـ  هـاي کشـت و   کنترل کیفـی محـیط  

  .)5(استفاده گردید
-Kirbyجهت بررسی مقاومت دارویی با روش استاندارد 

Baur هــاي جداســازي شــده نســبت بــه مقاومــت ســویه 
بیوتیکهاي اریترومایسین، آمپـی سـیلین، جنتامایسـین،     آنتی

ــیم، ونکومایســـین،   یکـــل، مـــروپنم، کلرامفنسفوتاکسـ
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ین، آمیکاســین، یکلین، لینکومایســاسترپتومایســین، تتراســا
دیسـکهاي  . (روفلوکساسین ارزیـابی شـد  تیکوپلانین و سیپ

بـه  ). تهیه گردید یا هندوستاندشرکت هایمآنتی بیوتیک از
هایی که  سویهمنظور به دست آوردن میزان مقاومت، تمامی 

دادند با  به روش دیسک دیفیوژن از خود مقاومت نشان می
 )یا هنـد دهایم ـ شـرکت نوارها مربـوط بـه   ( E.testروش 
MIC آنها تعیین گردید .  

 24از کشـت   DNAجهـت اسـتخراج    :DNAاستخراج 
مرك (تون پتریحاوي  براث  LBها در محیط  ساعته نمونه

کشـت داده   NaClو ) مرك آلمـان (، عصاره مخمر )آلمان
با استفاده از سانتریفیوژ رسوب سـلولی جمـع آوري    شد و
 DNAراج استخ کیتو استخراج طبق دستورالعمل  گردید

  .انجام گردید )فرمنتاز ساخت کشور انگلیس(
 تــوالی  و PCRبــا اســتفاده از روش    :PCRآزمــون 

، وجـود  1نشان داده شده در جدول  پرایمرهاي اختصاصی
در  vanAو  vanB ونکومایسین شامل ژنهاي مقاومت به

 .)6(ها بررسی شد سویه

   
 

 vanB و vanAژن هاي  PCRتوالی پرایمر هاي مورد استفاده در آزمون : 1جدول 

Primers                                                 Sequences 

vanA Forward: vanA (vanA-gene)  5'-TCT GCA ATA GAG ATA GCC GC-3' 
Reverse: vanA (vanA-gene)  5′-GGA GTA GCT ATC CCA GCA TT – 3′ 

vanB Forward: vanB (vanB-gene)  5′-CAT CGT CCC CGA ATT TCA AA-3′  
Reverse: vanB (vanB-gene)  5'-GAT GCG GAA GAT ACC GTG GCT-3′  

  
 

درصـد و درون   75/0الکتروفورز افقی بر روي ژل آگاروز 
) EDTAتـریس، اسیداسـتیک گلایسـیال و    ( TAEبـافر  

، بالودینگ بافر کردنها پس از مخلوط  نمونه. انجام گرفت
آمیـزي بـا    بعد از رنگ DNAباندهاي  .وارد چاهک شدند

 مـارکر  از. مشـاهده گردیـد   UVد زیر نـور  یدیوم برومایات
bp1000 ) بــه عنــوان مــارکر   ) شــرکت ژن فــن آوران

  .استانداردهاي وزن مولکولی استفاده گردید
  

  :ه هاتیاف
هاي   نمونه انتروکوك از عفونت 180 تحقیقات حاضر،در  

) درصـد  16(نمونـه   28، اادراري جدا گردید که از بین آنه
، بیمارستان امام کرمانشاه )ع(مربوط به بیمارستان امام رضا 

ــی  ــلام ) ره(خمین ــه  117ای ــتان )درصــد64(نمون ، بیمارس
و بیمارستانهاي  )درصد16(نمونه  28مصطفی خمینی ایلام 

.  )2جـدول  ( باشـند  می) درصد 4(نمونه  7ایلام خصوصی 
و تأییدي مشخص گردید  بعد از انجام تستهاي بیوشیمیایی

) درصـد  71(نمونـه   128نمونه مورد آزمـایش   180که از 
 ) درصد 29(نمونه  52و  فکالیس وسانتروکوک
-Eبـه روش   MICنتایج   .باشند می فاسیوم وسانتروکوک

test   هـا داراي   سـویه ) نمونـه  3(درصـد   20نشان داد کـه
   MIC≤256مقاومت سـطح بـالا بـه ونکومایسـین یعنـی      

 32تا  4و مابقی بین میکروگرم  32نمونه بیشتر از  2 ند،بود
  .می باشند میکروگرم

  

 
  هاي گردآوري شده از هر بیمارستان به تفکیک گونه تعداد نمونه)2(جدول 

  رضا بیمارستان امام  بیمارستان امام  (%)تعداد مراکز درمانی 
بیمارستان 

  مصطفی خمینی
  مجموع  آزمایشگاههاي خصوصی

  128  4  20  19  85  یسانتروکوکوس فکال
  52  3  8  9  32  انتروکوکوس فاسیوم

  180  7  28  28  117  مجموع
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 در آنتی بیوتیـک  13نتایج حاصل از آنتی بیوگرام در مورد 
ــودار ــه   )1( نم ــت ک ــده اس ــان داده ش ــده   نش ــان دهن نش
میـزان  . باشـد  مـی  مختلفهاي  هاي چندگانه سویه مقاومت

ــه  مقاومــت ــی بیوتیــک جنتایســین  3ب ، )درصــد 2/2(آنت
 5/5( مـروپنم و )درصـد  8/3(آمیکاسین و سیپروفلوکاسین 

هاي حساس بـه   دهد که هنوز برخی سویه نشان می) درصد
 28از  .سایر داروها در شهر ایلام و کرمانشاه وجـود دارنـد  

 یسلفکا انتروکوکوس نمونه 19(نمونه بیمارستان امام رضا 
ومایسـین  نمونه بـه ونک  2) فاسیوم وسانتروکوکنمونه  9و 

ایلام  )ره(بیمارستان امام خمینی  نمونه 117از . مقاوم بودند
 انتروکوکـوس نمونه  32و  سفکالی انتروکوکوسنمونه  85(

 28نمونـه بـه ونکومایسـین مقـاوم بـوده و از       13) فاسیوم

فکالیس  انتروکوکوس 20(نمونه بیمارستان مصطفی خمینی 
 ـ 7و از ) فاسـیوم  انتروکوکوسنمونه  8و  نمونـه   4(ه نمون

) فاسـیوم  انتروکوکـوس نمونـه   3فکـالیس و   انتروکوکوس
بیمارستانهاي خصوصی شهر ایلام هـیچ گونـه مقـاوم بـه     

، PCRبـر اسـاس نتـایج    . ونکومایسین مشـاهده نگردیـد  
vanA از دو نمونه بیمارستان  .داراي فراوانی بیشتري است

ــه  13و از  vanAنمونــه داراي  یــک )ع(امــام رضــا  نمون
 vanAنمونـه داراي   11تان امام خمینی شهر ایـلام  بیمارس
 vanBهـا ژن   در هـیچ کـدام از نمونـه   ). 1 شـکل . (بودند

  .مشاهده نشد
  

 
 
 

هاي،  بیوتیک هاي ادرار بیماران نسبت به آنتی جدا شده از نمونه VREهاي  توزیع فراوانی مقاومت آنتی بیوتیکی سویه: 1نمودار شماره 
، )Gm(، جنتامایسین )Van(، ونکومایسین )Tip(، تیکوپلانین )Ak(، آمیکاسین )Am(سیلین   ، آمپی)E(ن ، اریترومایسی)C(کلرامفنیکل 

  ).Imp(و ایمی پنم ) S(، استرپتومایسین )Lin(، لینکومایسین )Cip(، سیپروفلوکساسین )CF(، سفوتاکسیم )Te(تتراسیکین 
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 18 تبرایی و همکاران ناصر  ) 1390، بهار و تابستان 5شماره  5سال (مجله میکرب شناسی پزشکی ایران/ 

   درصد 75/0بر روي ژل آگارز  vanA نژ PCRمحصول  الکتروفورز ):1( شکل

  
  باشد، می bp100سایز مارکر :  M ستون -
),,29212..(باشد کنترل مثبت واکنش می: 2ستون  - FaeciumEATCCvanA    سویه مقاوم به وانکومایسـین بـوده، داراي ژن

vanA محصول این ژن .. باشد میbp377 باشد می.  
  .می باشد  van Aهاي مقاوم به ونکومانسین بوده ، و داراي ژن سویه  3و  1ستون  -
  

  :بحث
VRE   ــاي ــل عفونته ــرین عوام ــوان یکــی از مهمت ــه عن ب

بیمارستانی در بیماران با حال وخیم و داراي ضعف ایمنـی  
بعلاوه حضور انتروکوك مقاوم در جوامـع  . شود شناخته می

ی هـاي بیمارسـتان   بشري به عنوان یک منبع بـراي عفونـت  
در این مطالعـه هماننـد چنـدین مطالعـه     . ) 7(کند عمل می

در ایجـاد   انتروکوك فکـالیس دیگر نشان داده شد که آمار 
ها غلبه دارد و نیـز میـزان    عفونت نسبت به سایر انتروکوك

 انتروکـوك فکـالیس  بیشـتر از   انتروکوك فاسـیوم مقاومت 
از نظر مقاومت چندگانـه، آمـار مقاومـت در    . ) 8(باشد می

مقاومـت بـه   . هاي مختلف، متفاوت بود ورد آنتی بیوتیکم
، آمیکاسـین و  )درصـد  2/2(امایسین تهاي جن آنتی بیوتیک

ــروپنمو ) درصــد 8/3(سیپرفلوکساســین  ) درصــد 5/5( م
کمترین میـزان مقاومـت را بـه خـود اختصـاص دادنـد و       

و ) درصد 1/61(بیشترین مقاومت نسبت به اریترومایسین 
  .نشان داده شد) درصد 4/59(آمپی سیلین 

تواند نشان دهنده میـزان مصـرف و فرهنـگ     این مسئله می
آنتـی  . باشـد  مصرف دارو و آنتی بیوتیک در یک منطقه می

بیوتیک همانند آمپی سیلین به مراتب بیشتر از سـایر آنتـی   
  .گیرد بیوتیکها مورد استفاده قرار می

ویه از ر ثابت شده است در اکثر موارد به واسطه استفاده بی
آنتی بیوتیکها، شاهد موارد زیادي از مقاومـت داروئـی در   
پاتوژنها باشیم که این خود سبب عدم موفقیت در درمان و 

هـاي   رغـم صـرف هزینـه    پیدایش بسیاري از عوارض علی
مقاومت داروئـی نسـبت بـه    . ) 9(گردد هنگفت درمانی می

آنتی بیوتیکها در مناطق مختلف ایـران و جهـان بـه دلیـل     
هاي ایجـاد کننـده و تفـاوت در     ییرات ژنتیکی در سویهتغ

مصرف میزان آنتی بیوتیکهـا و وجـود اخـتلاف در میـزان     
تفـاوت  مدسترس به آنتی بیوتیکهاي وسیع الطیف و جدید 

  .باشند می

  
  :نتیجه گیري

 12نمونـه مقـاوم بـه ونکومایسـین،      15در این تحقیق، از 
اي کـه داراي   نمونـه  12بـوده و از   vanAنمونه داراي ژن 

 2بــوده و  MIC≤256نمونــه داراي  3بودنــد،  vanAژن 



 19 /... و انتروکوکوسو  انتروکوکوس فکالیسهاي  بررسی فراوانی مقاومت دارویی ایزوله

 
 32تـا   4ومـابقی بـین    اند بوده MIC≤32نمونه نیز داراي 

، که نشان دهنده این امر است که فنوتیپ میکروگرم بودند 
vanA     بـا  . به مقدار بـالایی از ونکومایسـین مقـاوم اسـت

. نشـد مشاهده  vanBها ژن  در میان نمونه PCRتوجه به 
فراوانی کمتري نسبت بـه   vanBدر سایر مطالعات نیز ژن 

 vanAد و دومین فنوتیپ بعـد از فنوتیـپ   ردا vanAژن 
  .)10(رود در ارتباط با مقاومت به ونکومایسین به شمار می

و همکــاران در ســال  perez-Hernandezاي  در مطالعــه
در جزایر قناري اسپانیا مشخص کردند کـه از میـان    2002
وجود داشـت   VREنمونه انتروکوك فقط سه نمونه  437

داراي فنوتیپ  انتروکوك فکالیسکه از آنها فقط یک نمونه 
vanA اي کاي اسکور ایـن   طبق آزمون مقایسه. ) 11( بود

ــا نتــایج ــن تحقیــق نتــایج ب . باشــد داراي اخــتلاف مــی ای
Iaewook Yang  ــال ــاران در س ــره  2006و همک در ک

ــان دا ــوبی نش ــه مقجن ــد ک ــین و  دن ــه ونکومایس ــت ب اوم
درصد بوده است و از  12و  16ها  یکوپلانین در بین نمونهت

 ژن و فاقد vanAنمونه داراي ژن  4 ،هاي مقاوم میان نمونه

vanB تشکیل  انتروکوك فاسیومهر چهار نمونه را . بودند
 اي کاي اسکور نتایج بر طبق آزمون مقایسه که) 6(دادند می

چندین . .قرابت دارداین تحقیق  دربدست آمده  نتایجآن با 
بررسـی نشـان داده اسـت کـه اسـتفاده از داروهـایی مثــل       

avoparcin     در مراکز پرورش حیوانات اهلـی بـه عنـوان
هـا در حیوانـات،     VREتحریک کننده رشـد در افـزایش   

  .) 12(محیط و انسان دخالت دارد
گلیکوپپتیـدها مثـل ونکومایسـین و    گسترش مقاومت بـه   
نین انتخابهاي دارویی و درمـانی را محـدود کـرده    یکوپلات

است زیرا چگونگی درمـان جـایگزین در ایـران پیشـرفتی     
نداشته است و خطر مضاعف انتقال ژنهاي مقاومت به سایر 

بـراي اینکـه شـیوع     .باشـد  باکتریها مانند استافیلوکوك مـی 
VRE هاي  محدود گردد باید استفاده از دارو چه در زمینه

ه انسانی با احتیاط باشد و نیز یک کنترل دائمی حیوانی و چ
هاي انتروکوك مقاوم به گلیکوپپتیـدها   در مورد شیوع گونه

 .هاي بیمارستانی ضروري است در محیط
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