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Background and Aim: Enterococci are normal flora and present in the intestinal tract of 

humans and many mammals. Today, the increasing prevalence of resistant enterococci to 

aminoglycosides is a major problem in hospitals around the world. In Enterococci, aph (3 ') - IIIa 

gene plays a major role in the emergence of resistance to streptomycin. The aim of this study was 

to identify this gene in enterococci isolated from patients using PCR method in Tehran. 

Materials and Methods: In this study, 350 clinical samples were collected from Milad, 

Imam Khomeini, and Baghiyatallah hospitals during the years 2015-2014. Enterococcus species 

were identified based on specific biochemical tests and culture. Then, disk diffusion method was 

performed according to CLSI guidelines to determine the drug resistance of Enterococcus isolates 

to different antibiotics. The following primer to streptomycin resistance genes, aph (3 ') - IIIa was 

used in the PCR method. 

Results: Among the 150 samples, 87 samples (58%) were reported as Enterococcus faecalis, 

and 63 (42%) as Enterococcus faecium. In Antibiotic test, strains showed high resistance to 

tetracycline and erythromycin whereas the least resistance was observed to chloramphenicol and 

vancomycin, respectively. The high resistance to Streptomycin was in 22.2% strains which 

included aph (3') -IIIa gene. 

Conclusions: The results of this study can be concluded that the presence of aph (3') -IIIa 

gene is the main cause of antibiotic resistance to streptomycin in Enterococcus faecium and E. 

faecalis strains that is growing gradually in the hospitals in Tehran. Therefore, early detection of 

this type of resistance with the PCR method could be the best way to prevent the spread of 

infections caused by this bacterium. 
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 پستانداران از یبسیار و انسان گوارش دستگاه در نرمال فلور صورت به ها کانتروکو زمینه و اهداف:

 جهان سراسر یها بیمارستان در آمینوگلیکوزیدها  به مقاوم یها کانتروکو افزایش شیوع امروزه . دارند وجود

نقش اصلی در پیدایش مقاومت نسبت به  aph(3')-IIIa  ژنآید. در انتروکوک ها  می شمار به مهم مشکل یک

از بیماران این ژن در انتروکوک های جداشده  شناسائی بازی می کند.  هدف  ازانجام این مطالعهاسترپتومایسین 

 .می باشد RCPبه روش شهر تهران 

بیمارستان از   3031-3030نمونه بالینی مختلف در طی سال های  053ه در این مطالع مواد و روش کار:

جمع آوری شد. گونه های انتروکوک بر اساس تست های بیوشیمیایی و کشت در میلاد،امام خمینی ،بقیة ا..)عج( 

زوله های انتروکوک ها به یسپس جهت تعیین الگوی مقاومت دارویی ا تعیین هویت گردیدند، محیط های اختصاصی 

 برای شناسایی ژن. در ادامه رفتیپذ انجام CLSIار یمع اساس آنتی بیوتیک های مختلف، روش دیسک دیفیوژن بر

 .ستفاده شدا RCPروش مولکولی  درaph(3')-IIIa استرپتومایسین از پرایمر مقاومت نسبت به  های

( انتروکوک فاسیوم گزارش  %21مورد ) 30( انتروکوک فکالیس و %57مورد ) 78نمونه،  353از میان  :هایافته

، مقاومت بالایی نسبت به تتراسایکلین و اریترومایسین از خود نشان دادند و سویه ها ،بیوگرامشدند. در تست آنتی 

ویه چنین مقاومت چندگانه در اکثر س هموانکومایسین بود. و  کلرآمفنیکلنسبت به دو آنتی بیوتیک کمترین مقاومت 

 .ر انها مقاوم به استرپتومایسین بودندبود که اکث aph(3ʹ)-IIIa  1/11%ژن و میزان فراوانی   ها مشاهده گردید

از این مطالعه می توان نتیجه گرفت عامل اصلی مقاومت به آنتی بیوتیک استرپتومایسین وجود  :گیرینتیجه

در سویه های انتروکوک فاسیوم و فکالیس است که رفته رفته در بیمارستان های شهر تهران   aph(3ʹ)-IIIaاین ژن 

می تواند راهی برای جلوگیری  RCPدر حال گسترش است، لذا تشخیص سریع این نوع مقاومت ها با روش مولکولی 

 از گسترش  عفونت های ناشی از این باکتری باشد.

 ، ژن مقاومتPCR، روکوکوساسترپتومایسین، انت :کلیدی کلمات
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 مهمقد

گرم مثبت  هاییباکتر( Enterococcus) هاانتروکوکوس

 و یا منفرد اییرهزنج هاییکوکستخمیری هستند که به صورت 

ان و ، انسباکتری فلور طبیعی روده پرندگان مشاهده می شوند. این

 عامل عفونت های بیمارستانی دو گونه مهم . حیوانات است

( 59۹تا  56۹) فکالیس وسانتروکوک، عبارتند از هاانتروکوکوس

 هاییستمسبراساس اطلاعات  (.66۹تا  9۹) مفاسیو وسانتروکوک و

بیمارستانی در آمریکا، انتروکوک ها به عنوان   یهاعفونتمراقبتی 

 یهاعفونتای بیمارستانی، سومین عامل چهارمین عامل عفونت ه

امروزه   .(1) باکتریمی و دومین عامل عفونت های ادراری می باشند

مقاومت این گونه از باکتری ها در برابر عوامل ضد میکروبی به ویژه 

. اصولا (2) آنتی بیوتیک ها، معضل بزرگی را ایجاد کرده است

انتروکوک ها مقاومت آنتی بیوتیکی ناشی از مقاومت ذاتی به سطح 

پایین پنی سیلین، سفالوسپورین ها و آمینوگلیکوزیدها دارند و یا 

اجزا خارج ژنتیکی از طریق پلاسمید یا بر اثر موتاسیون  با دریافت

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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الای غلظت های بو ها، مقاومت اکتسابی نسبت به گلیکوپپتیدها 

. مقاومت های اکتسابی (3) ا  از خود نشان دهندکوزیدهیآمینوگل

ها که  HLSRو  HLGRکه سبب  AMEsتوسط ژن های رمزگذار 

، باعث ندکیمانسفراز( کد با دو عملکرد )استیل ترانسفراز و فسفوتر

 یهاسال. در (4) شودیم و استرپتومایسین مقاومت به جنتامایسین

( aph(3ʹ)-IIIaاخیر ژن مقاومت به استرپتومایسین و کانامایسین )

که توسط آنزیم آمینوگلیکوزید فسفوترانسفرازها کد می شود و ژن 

ant(4)-Іa  که مسئول مقاومت به سایر آنتی بیوتیک های

. برای تشخیص زود هنگام (1) ینوگلیکوزیدی شناسایی شدآم

باکتری های مقاوم به دوز بالای آمینوگلیکوزیدها و پیشگیری از 

شیوع بیماری در بیمارستان های شهر تهران لازم است که این 

این مطالعه با هدف بررسی مقاومت  . لذاشناسائی شوند هاژن

وکوک های ایزوله شده از در انتر aph(3ʹ)IIIa دارویی و فراوانی،

 اجرا گردید. PCRشهر تهران به روش  بیماران

 

 هاروشمواد و 

نمونه  396،ماه 0طی مدت  6353تا  6352در سال های 

 ،ینیامام خم بالینی مشکوک به انتروکوک از بیمارستان های میلاد،

جمع  مراجعه کنندگان سرپایی، و ICUبقیة ا...)عج( از بخش های 

-خون، ادرار، زخم، مایع مغزی که این نمونه ها شامل:گردید آوری 

   خلط بودند.و  BALنخاعی، 

مونه ، نهااسترپتوکوکاز سایر  هاانتروکوکابتدا برای تمایز 

و دیسک های  شد مشکوک بر روی محیط بلاد آگار کشت داده

باسیتراسین، اپتوچین و تری متوپریم/سولفامتوکسازول بر روی 

 ده شد. محیط کشت قرار دا

درجه سلسیوس،  3۷ساعت انکوباسیون در دمای  20پس از 

در صورت رشد باکتری در مجاورت این دیسک ها به انتروکوک 

 نتروکوکسپس کلنی های مشکوک به ا، بودن آنها مشکوک شده

، کشت بر روی محیط بایل اسکولین آگار و را با انجام تست کاتالاز

سدیم  مورد  کلرید درصد 9/0حاوی رشد در محیط آبگوشت 

و  انتروکوکوس فکالیسبررسی قرار گرفتند. جهت اثبات گونه های 

از تست قند لاکتوز استفاده شد هم چنین  انتروکوکوس فاسیوم

 برای تمایز این دو گونه از هم دیگر تست قند آرابینوز انجام گرفت.

جهت انجام آنتی بیوگرام با خریداری دیسک های 

میکروگرم(، 66) وگرم(، جنتامایسینمیکر36) تتراسایکلین

میکروگرم(، 36) میکروگرم(، کلرامفنیکل69) اریترومایسین

میکروگرم(، 36) میکروگرم(، ونکومایسین9) سیپروفلوکسازین

، به MASTاز شرکت انگلیسی  میکروگرم(36) استرپتومایسین

                  روش دیسک دیفیوژن بر روی محیط مولرهینتون اگار انجام شد.             

 3۷در انکوباتور در  ساعت 61تا  60مدت  پلیت ها سپس به

قطر هاله عدم  قرار گرفته و بعد از این مرحله، ،درجه سلسیوس

  CLSI طبق استاندارد شد. اندازه گرفتهبر حسب میلی متر رشد 

باکتری ها نسبت به آنتی بر اساس قطر هاله رشد  2662سال 

 ، نیمه حساس و مقاوم گزارش شدند. بیوتیک به صورت حساس

، پس از (PCR) برای انجام واکنش زنجیره ای پلی مراز

به  DNA، استخراج مونه های مقاوم به استرپتومایسینجداسازی ن

، aph(3ʹ)-IIIaروش جوشاندن انجام گرفت. به منظور شناسایی ژن 

اختصاصی استفاده گردید. برای اجرای  و پرایمر  PCRاز روش

PCR ،  میکرولیتر  6میکرولیتر شامل  29واکنش نهایی با حجم

DNA  ،66، پیکومول( 66) میکرولیتر از هر پرایمر 9/6الگو 

 Master Mix 2X (Ampliqon III Co, Denmark) میکرولیتر

، dNTPمیکرولیتر  2MgCl ،9/6میکرولیتر  x2 ،9/6شامل بافر

یتر آب میکرول 63و   Taq DNA Polymeraseواحد آنزیم  29/6

در دستگاه  PCRمقطر دوبار تقطیر تهیه گردید.  در ادامه واکنش 

دقیقه  دناتوره  0با شرایط دمایی  )اپندورف، آلمان( ترموسایکلر

 6چرخه شامل   39درجه سلسیوس و در ادامه  50اولیه در دمای 

درجه سلسیوس، اتصال در دمای  50دقیقه دناتوره ثانویه در دمای 

 6دقیقه، طویل شدن به مدت  6به مدت درجه سلسیوس  03

درجه سلسیوس و در نهایت طویل شدن نهایی  ۷2دقیقه در دمای 

درجه سلسیوس انجام شد. محصول  ۷2دقیقه در دمای  9به مدت 

PCR  درصد حاوی رنگ  9/6به ژل آگاروزSafe Stain   منتقل

که حضور این ژن در   E.faecalis ATCC 2912گردید. از نمونه 

نمونه   طالعه اثبات شده بود و به عنوان کنترل مثبت و ازیک م

E.faecalis V583    که دارای  ژن های مذکور نمی باشند به عنوان

که  aph(3ʹ)-IIIaژن  PCRکنترل منفی استفاده شد .محصولات 

خالص سازی شد جهت تعیین توالی  به روش سانگر به کمپانی  

MWG  .فرستاده شدند 

 

 هایافته

و  انتروکوک فکالیس( 91۹مورد ) 1۷نمونه،  696میان  از

نه که بیشتر از نمو گزارش شدند انتروکوک فاسیوم(  02۹مورد ) 03

 (، خون۹ 3/5( و بقیه به ترتیب از زخم )۹ 3/16جدا شده )ادرار 

در تست شدند.  ( که شامل تراشه، بال و جدا۹ 6/2( و سایر )۷/3)
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 ، مقاومت بالاییسویه ها دیسک دیفیوژن، به روش بیوگرامیآنت

( از خود ۷9/03۹) ( و اریترومایسین0/9۷۹نسبت به تتراسایکلین )

نسبت به دو آنتی بیوتیک کمترین مقاومت نشان دادند. 

بوده است )نمودار   (29/0۹) وانکومایسینو  (2۷/69۹) کلرآمفنیکل

انتروکوک های  ازدرصد(  2/22) 32مشخص شد  PCRبا روش  (.6

عامل  دهندهو نشان aph(3ʹ)-IIIa ایزوله شده از بیماران دارای ژن 

ح بالای استرپتومایسین است. اصلی مقاومت به سط

 

 حاضر مطالعه پرایمرهای مورد استفاده در: 1جدول 
Reference of AMES gene 

sequence 
Size Primer Sequence Gene 

23 523 5'-GGCTAAAATGAGAATATCACCGG-3' 
5'-CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG-3' 

aph(3ʹ)-IIIa 

 

 

 

 نتایج حاصل از روش دیسک دیفیوژن برای تمام ایزوله های انتروکوکی: 1نمودار 

 

 بحث

رغم کاربرد گسترده آنتی بیوتیک ها به ویژه پنی سیلین اعلی

و کشف عوامل ضد میکروبی جدید، انتروکوک ها همچنان به عنوان 

 ICUعلل شایع عفونت های بیمارستانی به ویژه در  دستهسر 

عمدتا توسط دست های پرسنل  هاانتروکوک. (1) هستند

بیمارستان که ممکن است در دستگاه گوارش خود ناقل انتروکوک 

ها باشند از یک فرد به فرد دیگر و یا گاهی از طریق وسایل پزشکی 

. در بیماران شایع ترین محل های عفونت (8, 0) منتقل می شوند

 ناشی از انتروکوک ها عبارتند از: دستگاه ادراری، جراحت ها،

سیستم صفراوی و خون. انتروکوک ها ممکن است در نوزادان 

مننژیت و باکتریمی ایجاد کنند و در بزرگسالان می توانند 

 هاانتروکوک. با این وجود (17, 3, 1) اندوکاردیت ایجاد نمایند

در عفونت های داخل شکمی، جراحت ها، عفونت های  معمولاً

ی دیگری از باکتری ها در ادراری و سایر عفونت ها همراه نمونه ها

ماری یمحیط کشت رشد می کنند به همین دلیل تعیین نقش ب

 .(13-11)زایی انتروکوک ها مشکل است 

 

بروز و بعد از  56۹با  انتروکوکس فکالیسگفته می شود که 

بروز، شایع ترین علت در  ۹ 66-69آن انتروکوکوس فاسیوم با 

اخیربه  دهها در دو . ظهور آن ه عفونت های انتروکوکی هستند

مصرف بی  .(11, 14) صورت چشمگیری افزایش پیدا کرده است

مانند آمینوگلیکوزیدها، سفالوسپورین ها،  هاییبیوتیکیآنت رویه

متوپریم موجب افزایش ها، تریبتالاکتام خانوادهها، آزترئونام

. هرچند که به نظر (11)یشرفت باکتری شده است مقاومت و پ

مقاومت و انتقال  یهاژنبرای بدست آوردن  هاانتروکوک رسدیم

. این دو عامل سبب شده است که امروزه (10) مستعد هستند هاآن

 مواجه شویم. HLAR یدهپدبا 

که در ایجاد مقاومت در  مولکولی هاییسممکانجمله  از

 تولید آنزیم های بتالاکتاماز کد نقش دارند عبارتند از:  هاانتروکوک

توسط پلاسمیدها، مقاومت ذاتی کد شده توسط کروموزوم شده 

نسبت به سفالوسپورین ها، همچنین مطالعات نشان داده که این 
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مقاومت دارویی در انتروکوک ها می تواند توسط عناصر ژنتیکی 

و  کد شده باشد SIقابل انتقال مانند اینتگرون، ترانسپوزون ها و 

 .(21-18) به وسیله آن ها انتقال یابد

( 02۹) و فکالیس انتروکوکوس( 91۹) حاضر ٔ  مطالعه در

 یفراوان درصد داد نشان  که  شدند گزارش فاسیوم انتروکوکوس

 با هک است هم به نزدیک خیلی انتروکوکی بیماریزای گونه دو هر

 مطالعات ،266۷ سال در Rahimi توسط شده گزارش میزان

 2660 سال در هند چنای در و پدمانسی و 2666 سال در دادفرما

و  Mohammadi مطالعات برخلاف ولی.  (23, 22)دارد  خوانی هم

 انتروکوکوس شیوع  که دادند نشان  2666 سال درهمکاران 
 بوده الینیب نمونه در فاسیوم انتروکوکوس از بیشتر خیلی فکالیس

 موقعیت بودن متفاوت دلیل به رسدمی نظر به .(24) است

 رحاض مطالعه نتایج با هانمونه آوری جمع زمان و منطقه جغرافیایی

  کند. نمی مطابقت

 تحقیقات و Mohammadi مطالعات خلاف بر 

Ghaffarpasand، نسبت بالایی مقاومت آزمایش، مورد هاییهسو 

 کمترین. (21) دادند نشان خود از اریترومایسین و تتراسایکلین به

 بوده  سینونکومای و کلرآمفنیکل بیوتیکآنتی  دو به نسبت مقاومت

 تیکیبیو آنتی دیسک نوع دلیل به تواند می تطابق عدم که است

 زا حاصل نتایج که حالی در. باشد بیوگرام آنتی اجرای و مصرفی

 تطابق 2660 سال در همکارانش و Nasaj مطالعه  با  بیوگرام آنتی

  .(21) دارد یزیاد

 مطالعه همانند و بوده 2/22۹ مطالعه این در HLSR میزان

Padmasini هایی نیز در مطالعات دیگر   تفاوت. (20) شد گزارش

 از. (23, 28, 2) داندیم نشان را بالاتری درصد که مشاهده گردید

 افزون روز انتقال به توان می مطالعات این  ناهمگونی های علت

 دمانن آمینوگلیکوزیدی بیوتکییآنتگروه  به مقاومت یهاژن

 اخیر های سال در ترانسپوزون و پلاسمید طریق از یناسترپتومایس

 یدایشپ باعث بیوتیکیآنت این رویه بی مصرف همچنین. کرد اشاره

 . است شده بالا مقاومت با هایی سویه

 ها، نمونه از نیمی به نزدیک در افزایشی مقاومت وجود

 هدد می نشان را انتروکوک سویه در بیوتکی آنتی بالای مقاومت

 باتوجه همچنین. شد شناسایی PCR آزمون با مطالعه این در که

-یآنت به مقاومت افزایش مطالعه این نتایج گذشته، مطالعات  به

استرپتومایسین که داروی خط اول درمان در ایران است  بیوتیک

 به مقاومت عامل  ژن هم چنین میزان شیوع . دهد می نشان را 

 الائی قرار داشت که اینسطح ب در مطالعه این استرپتومایسین در

 ن می باشد.آیش مداوم جهت جلوگیری از انتشار نیازمند پا

 تقدیر و تشکر

امکانات از کلیه عزیزانی که در مراحل مختلف این پژوهش 

-میلازم جهت انجام این پژوهش را فراهم نمودند، سپاسگزاری 

 گردد. 
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