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  چكيده 
ظهور سويه هاي انتروكك با مقاومت چندگانه به آنتي بيوتيك ها ازجمله به آمينوگليكوزيدها، مـشكلات زيـادي را در                    : سابقه و هدف    

هـدف از ايـن مطالعـه، بررسـي         . درمان به خصوص بيماران بستري كه به عفونت هاي بيمارستاني نيز مبتلا شده اند ايجاد كـرده اسـت                  
  .اومت آنتي بيوتيكي در اين دسته از بيماران مي باشدمق

روش انتـشار در  . نمونه انتروكوكوس فسيوم مقاوم به ونكومايسين جدا شده از بيماران بستري مورد بررسي قـرار گرفتنـد               50: روش كار 
 جهت تأييد مولكولي وجود     PCRاز آزمون   .  آنتي بيوتيك معمول مورد استفاده قرار گرفت       9ديسك براي تعيين حساسيت ميكروبي به       

  .ژنهاي ايجاد كننده مقاومت به آمينوگليكوزيدها و ونكومايسين استفاده شد
آنها نسبت بـه  جنتاميـسين       % 96تمام ايزوله ها نسبت به آمپي سيلين و       . مقاومت چندگانه در تمام ايزوله ها مشاهده گرديد       : يافته ها   

  .علاوه براين، تمام ايزوله ها به لينزوليد و سينرسيد حساس بودند. د كرد اين نتايج را تأييPCRآزمون  . مقاوم بودند
استفاده از سينرسـيد و لينزوليـد در درمـان ايـن      . تغيير سياست هاي دارويي در درمان اين بيماران لازم و ضروري است           : نتيجه گيري 

  .عفونت ها ميتواند به كار گرفته شود
  ونت هاي مجاري ادراري، مقاومت آنتي بيوتيكيانتروكوكوس فسيوم، عف: واژگان كليدي 

  

  مقدمه
اين ). 1(انتروكك ها، بخشي از فلور نرمال لوله گوارش را تشكيل مي دهند 

باكتري ها، امروزه به عنوان يكي از مهمترين عوامل ايجاد كننده عفونت هاي 
اغلب عفونت هاي ايجاد شده توسط اين ). 3و2(بيمارستاني مطرح مي باشند 

بالاترين ميزان عفونت ). 5و4(كتري، عفونت در مجاري ادراري مي باشد با
دو ). 4(ادراري انتروككي به ترتيب از كانادا، آمريكا و اروپا گزارش شده است 

عامل ) 5ـ 10(%و انتروكوكوس فسيوم ) 80ـ 90(%گونه انترو كوكوس فكاليس 
راي اين عفونت ها درمان انتخابي ب). 3و1(بيشتر عفونت ها در انسان هستند 

پني سيلين، آمپي ( معمولا ً تركيب سينرژيكي از مواد ضد ديواره سلولي 
يا يك گليكوپپتيد همراه با يك آمينوگليكوزيد عمدتا ً ) سيلين يا ونكومايسين

با پيدايش  انتروكك هايي با مقاومت آنتي بيوتيكي ). 6و4(جنتاميسين است 
ينوگليكوزيد ها و پني سيلين ها يا چندگانه از جمله مقاومت بالا به آم

اولين بار، . گليكوپپتيدها، اثرات  اين درمان دارويي رابه مخاطره انداخته است
 مشاهده 1980در دهه ) HLGR(انتروكك با مقاومت بالا به جنتاميسين 

ظهور اين مقاومت به واسطه آنزيم هاي تغيير يافته آمينوگليكوزيدي  ). 6(شد
)AMEs (باكتريسيدي سينرژيك مذكور را از بين مي برداست كه اثر  .

عموما ً به واسطه ژن ) MIC≥500 mg(مقاومت بالا به جنتاميسين 
aac(6')-Ie-aph(2")-Ia  كد كننده آنزيم ، AAC(6')-APH(2")است  .

نيزبه aph(2")-Ib  aph(2")-Id  , aph(2")-Ic, علاوه بر اين، سه ژن 
. ت حد واسط به جنتاميسين شناخته شده اندعنوان عوامل ايجاد كننده مقاوم

  و APH(3')كه آنزيم هاي ant(4')  و  aph(3")-IIIaعلاوه بر اين، ژن 
ANT(4') را كد مي كنند، به ترتيب غير فعال كننده آنتي بيوتيك هاي

از ). 6(كانامايسين ، آميكاسين و كانامايسين ، آميكاسين، توبرامايسين هستند 
ان اخير ميزان مقاومت انتروكك ها به ونكومايسين سوي ديگر، طي سالي

 كه مقاومت VanAسويه هاي جداشده با فنوتيپ ). 7(افزايش يافته است 
بالايي را به ونكومايسين و تئي كوپلانين نشان ميدهند، اهميت بالايي از لحاظ 

). 8(باليني در ميان انواع عوامل ايجاد كننده مقاومت به ونكومايسين دارند 
و مقاوم به ) HLGR(بر اين، سويه هايي با مقاومت بالا به جنتاميسين بنا

مشكلات بزرگي را براي پزشكان جهت درمان اين ) VRE(ونكومايسين 
اين مطالعه با هدف تعيين  فراواني ژنهاي ). 4(عفونت ها ايجاد كرده است 

مقاومت به آمينوگليكوزيدها  در سويه هاي انتروككوس فسيوم مقاوم به 
  . نكومايسين  جداشده از بيماران بستري در تهران انجام شدو

  



  

  45دهم ، شماره چهارفصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال 
anti-HBc ايزوله  در بيماران -HCV HIV24__________________________________________________________ ____ مثبت

  روش كار
يوم مقاوم به آنتي بيوتيك ونكومايسين جداشده از  نمونه انتروكوكوس فس50 

،  از نظر مقاومت نسبت به 1385بيماران بستري در سه بيمارستان تهران در سال 
از ادرار و )  نمونه 41(عمده اين ايزوله ها . آمينوگليكوزيدها مورد بررسي قرار گرفت

، آبسه مغزي، بوده و از هر كدام ازنمونه هاي تراشه)  نمونه3(مابقي از زخم 
آزمايش تعيين حساسيت .   يك نمونه جدا شدCSFترشحات شش، آسيت، خون و

نسبت به مواد ضد ميكروبي براي نه آنتي بيوتيك معمول با استفاده از روش انتشار 
، )gµ10(اين آنتي بيوتيك ها شامل  آمپي سيلين . در ديسك  انجام گرديد
 gµ(، كلرامفنيكل )gµ 5(كسازين ، سيپروفلو)gµ120(جنتاميسين با دوز بالا

، )gµ30(، تيي كوپلانين )gµ 30(، تتراسايكلين )gµ 15(،اريترومايسين )30
. بودند) gµ15) (BBL, Sensi Dhsk,USA(و سينرسيد ) gµ30(لينزوليد 

براي ونكومايسين و تيي ) MIC(همچنين تست تعيين حداقل دوز بازدارنده رشد 
هر دو روش مذكور بر اساس . ميكروپليت انجام شدكوپلانين با استفاده از روش 

به منظور مشاهده ژنهاي ايجاد كننده ). 10 و9(انجام گرفت ) CLSI(دستورالعمل 
به اين منظور، كل سويه ها در .  كل سويه ها استخراج گرديدDNAمقاومت، ابتدا 

پس از سانتريفوژ، رسوب دربرگيرنده سلول .  براث كشت داده شدند BHIمحيط
 TES)  ( Tris-HCl 10mM , EDTA محلول µl 300اي ميكروبي     دره

1mM , Sucrose 50%, pH 7.5 حاويmg/ml20نمونه .  ليزوزيم حل شدند
 اضافه SDS10% محلول lµ24 گذاشته شده، به آنها Cº 37ها بيست دقيقه در

و مرحله پس از قرار دادن در يخ و سانتريفوژ با دور بالا ، به محلول رويي د. گرديد
به . و يك مرحله كلروفرم اضافه شدند) 1: 24: 25(ايزوآميل الكل : كلروفرم: فنل

نهايتا ً پس از . محلول رويي حاصل از سانتريفوژ ، اتانل سرد هم حجم اضافه گرديد
 اضافه RNAase حاوي TE محلول lµ 50سانتريفوژ نهايي، به رسوب حاصل 

ده مقاومت به آمينوگليكوزيدها و براي اثبات وجود ژنهاي ايجاد كنن. شد
 1پرايمرهاي مورد استفاده در جدول .  انجام گرفتPCRونكومايسين ، آزمون 

 از هر پرايمر، pM40:  شاملlµ 25اين آزمون در حجم نهايي . آورده شده است
mM MgCl21,5 ،mM0,2 از هر dNTP  ،mM Tris-HCl (pH 8.3 ) 

10 ،Taq DNAپليمراز  )U 0,5 ((HT Biotechnology, Cambridge, 
United Kingdom) . آزمونPCR دينچر شدن :  طي اين مراحل انجام گرفت

به مدت Cº 94دينچر شدن در ( بار 30 دقيقه، 3  به مدت Cº94 ابتدايي در
 به Cº 72و مرحله تكثير نهايي در )  دقيقه1به مدتCº 54دقيقه و انيلينگ در 1

  توسط الكتروفورز مورد PCRراحل محصولات بعد از انجام اين م.  دقيقه10مدت
 مورد استفاده قرار V 90در ولتاژ % 1بدين منظور ژل آگارز . بررسي قرار گرفتند

  ). 12و11(سپس ژل حاصل با اتيديوم برمايد رنگ آميزي گرديد .  گرفت
  

سكانسهاي نوكلئوتيدي پرايمرهاي مورد استفاده براي : 1جدول 
 ي بيوتيكيمشاهده ژنهاي مقاومت آنت

       Primer sequences (5'     3')  Product 
size (bp)  

Resistance genes  
CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG 
CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC  369  aac(6')-Ie-aph(2")-Ia  

CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG                       
CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC 

867  aph(2")-Ib  

CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC 
CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG 

444 aph(2")-Ic 

GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC                    
CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC 

641  aph(2")-Id                 
   

GGCTAAAATGAGAATATCACCGG                  
CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG 

523  aph(3')-IIIa                
                              

CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC 
GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT 

294 ant(4')-Ia 

CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA             
CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA   

1030  vanA    

  يافته ها
آزمايشهاي تعيين حساسيت آنتي بيوتيكي نشان داد كه تمام نمونه ها به امپي 

.  زوله ها نيز به جنتامايسين مقاوم بودنداز اي% 96همچنين. سيلين مقاوم بودند

نسبت به سيپروفلوكساين و اريترومايسين مشاهده %) 92(درصد بالايي از مقاومت 
نسبتا پايين بود و هيچگونه %) 4(و كلرامفنيكل %) 28(مقاومت به تتراسيكلين . شد

ا متأسفانه تمام ايزوله ه. مقاومتي نسبت به سينرسيد و لينزوليد مشاهده نشد
ايزوله ها نسبت به تئي كوپلانين مقاومت % 90. مقاومت چند دارويي نشان دادند

آزمايش تعيين حداقل دوز مهار كننده مقاومت در سطح بالا ). 1نمودار (نشان دادند
. را نشان دادند) ≤MIC 32(و تيكوپلانين ) ≤128MIC( نسبت  به ونكومايسين 

و aac(6')-Ie-aph(2")-Ia  انجام شده، ژنهاي  PCR بر اساس آزمون 
aph(3')-IIIa در . از كل ايزوله ها مشاهده گرديدند%  56و % 66 به ترتيب در

-aph(2")-Ib ، aph(2")ژنهاي . از ايزوله ها، هر دو ژن را دارا بودند% 36ضمن 
Ic ، aph(2")-Id و ant(4')-Iaژن .  در هيچ يك از ايزوله ها ديده نشد vanA   

  .شاهده شدند نمونه م50در هر 
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. 1.  ايزوله انتروكوكوس فسيوم50ميزان مقاومت آنتي بيوتيكي  . 1نمودار

. 5اريترومايسين . 4آمپيسيلين . 3جنتاميسين . 2ونكومايسين 
. 9كلرامفنيكل . 8تتراسايكلين . 7تئي كوپلانين . 6سيپروفلوكسازين 

  لينزوليد. 10سينرزيد 

  
  بحث

عـلاوه بـر آن، عوامـل      . منشأ بيشترعفونت هاي ادراري فلور دسـتگاه گـوارش اسـت          
محيطي مانند كاتترهاي مورد استفاده براي بيماران بستري هم در بروز اين عفونتها             

ميزان بالاي ابتلا به اين عفونتها باعث استفاده زياد از آنتي بيوتيكها و به              . نقش دارد 
آنتي بيوتيكي گرديده بطوريكـه در چنـد دهـه اخيـر،         ظهور انواع مقاومت      دنبال آن   

ظهور سويه هاي مقاوم در باكتري هاي جداشده از ادرار افزايش چـشمگيري يافتـه               
اين       باكتري هاي مقاوم، اغلب در افرادي كه به مدت طولاني تحت درمان . است

 باكتري هايي   انتروككهاي مقاوم، از جمله   . آنتي بيوتيكي قرار گرفته اند، بيشتر است      
مقاومت چندگانه به آنتـي     ). 5(هستند كه اغلب در اين نوع عفونتها يافت مي شوند           

. بيوتيكها خصوصا بًه جنتاميسين و ونكومايسين در اين باكتريها مشاهده شده اسـت      
  در عفونت هاي انتروككي در بيمارستانهاي مكزيـك          VRE و   HLGRسويه هاي   

 ـ% 80گزارش شده بطوري كه      ه هـاي انتروكوكـوس فـسيوم از عفونـت هـاي            ازايزول
ازايـن ايزولـه هـا، عفونـت     % 74در استراليا  نيـز منـشأ       ) . 13(ادراري جدا شده اند     

جنتاميسين آمينوگليكوزيدي است كه به طور وسيعي همراه        ).1(ادراري  بوده است     
با يك آنتي بيوتيك ضد ديواره سلولي در درمان عفونت هاي جدي انتروككي به كار          

در واقـع آنتـي بيوتيـك دوم ديـواره سـلولي را از بـين مـي بـرد تـا                      ). 4(رفته است 
در ). 14(جنتاميسين به راحتي وارد شده و اثر ضد باكتريايي خـود را اعمـال كنـد                 

، )≤MIC 500(صورتيكه ارگانيسم مقاومت بالايي را بـه جنتاميـسين نـشان دهـد        
غربـال گـري وبررسـي ميـزان        به همين علـت،     ). 1(اين سينرژي انجام نخواهد شد      

از اهميت زيادي برخوردار    ) HLGR(مقاومت خصوصا ً مقاومت بالا به جنتاميسين        
از سوي ديگر، سويه هاي انتروكوكوس فسيوم مقاوم به ونكومايسين نيزبه           ). 4(است  

 مقاومت به ونكومايسين ظاهر شـد       1988در واقع درسال    . شدت افزايش يافته است   
علاوه بر ايـن، اگـر   ).1(ا و به تبع آن در سراسر دنيا گسترش يافت           و در اروپا ، امريك    

چه به لحاظ  تاريخي عفونـت هـاي ناشـي ازانتروكوكـوس فكـاليس در مقايـسه بـا                    
 بـه   1999، اين نسبت در سـال       )1:10(انتروكوكوس فسيوم  بسيار بيشتربوده است       

 بيـوتيكي    سـال گذشـته، مقاومـت آنتـي        20كاهش يافته و در طي      ) 1:1,9(ميزان  
  ).14و4(انتروككي مخصوصا ً نسبت به اين سويه افزايش چشمگيري يافته است 
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 آمده در اين تحقيـق مطالـب فـوق الـذكر را تأييـد مـي كنـد                نتايج بدست 

بطوريكـه تمـام ايزولـه هـا، سـويه هـاي انتروكوكـوس فـسيوم  مقـاوم بـه           
ونكومايسين بودند كه همگي به اسـتثناء دو نمونـه، مقاومـت بـالايي را بـه             

اين نتايج در مورد    . نشان دادند ) مقاومت به ديسك با دوز بالا     (جنتاميسين  
مشابه بعضي از كشورها از جمله انگلستان، سـنگاپور، ايرلنـد و      جنتاميسين  

 را بيشتر در انتروكوكوس فسيوم يافته       HLGRآمريكا است كه سويه هاي      
همچنــين، كريــستين ســن و همكــاران، انتروكوكــوس فــسيوم ). 6و2(انــد 

)HLGR ( گزارش كرده اند % 52را در استراليا به ميزان)1   .(  
ج فنوتيپي بدسـت آمـده را تأييـد كـرده، در تعيـين              مطالعات مولكولي نتاي  

دقيق مقاومت آنتي بيوتيكي و انتخاب داروهاي مؤثر ديگر كمك زيادي مي    
-aac(6')-Ie ، ژن %) 66(در اين مطالعه درصد بالايي از ايزولـه هـا   . كند

aph(2")-Ia   را دارا بودنـد ولـي ژنهـاي, aph(2")-Ib aph(2")-Id , 
aph(2")-Ic    حد واسط به جنتاميـسين را ايجـاد مـي كننـد،             كه مقاومت

مـي تـوان گفـت در سـال هـاي اخيرظهـور سـويه هـاي                 . مشاهده نـشدند  
HLGR             بطـوري كـه    .  در ايران به طور چـشمگيري رو بـه افـزايش اسـت

 در سه بيمارستان تهـران انجـام        1383-1381درمطالعه اي كه در سالهاي      
 اي ديگر كـه در سـالهاي     در مطالعه ). 15(رسيد  % 52گرفت، اين ميزان به     

نـه مركـز درمـاني در تهـران         ) UTI( در نمونه هاي ادراري      1385 -1384
از ايزوله هاي انتروكوكوس فسيوم رسـيد     %  82صورت گرفت، اين تعداد به      

ــن، ژن  ). 16( ــر اي ــلاوه ب ــه   aph(3')-IIIaع ــت ب ــل مقاوم ــه عام ــز ك  ني
ها مشاهده گرديدند در ايزوله % 56كانامايسين و آميكاسين است، به ميزان     

. كه روي هم رفته نشاندهنده مقاومت بالا بـه آمينوگليكوزيـدها مـي باشـد              
-aac(6')نتايج بدست آمده در تأييد نتايج ديگر محققيني است كه ژنهاي            

Ie-aph(2")-Ia     و aph(3')-IIIa           را به ترتيب شايع تـرين ژن در بـروز 
 شايد بتوان گفت علـت      ).6(مقاومت به جنتاميسين و آميكاسين دانسته اند      

مشاهده اين افزايش مقاومت حتي در كشورمان، انتقال ژنهاي مقاومت بين           
سويه هـاي انتروكوكـوس فـسيوم موجـود در عفونتهـا و همچنـين ابـزار و                  

  .   وسايلي باشد كه براي بيماران بستري شده استفاده مي گردد
  

  نتيجه گيري 
 خصوصا ً در مورد عفونـت هـاي         متأسفانه استفاده بي رويه ازآنتي بيوتيكها     

ادراري كه در بيمارستان ها بسيار شايع است، باعث ايجـاد مقاومـت هـاي               
چندگانه دارويي بالاخص آمينوگليكوزيدها و حتي ونكومايسين كه داروهاي 

ايـن نتـايج زنـگ      . انتخابي براي درمان اين عفونتها مي باشند گرديده است        
يز دارويي را لازم و ضروري مـي        خطري هستند كه تغيير سياست هاي تجو      

با توجه به حساسيت اين باكتريها به لينزوليد و سينرزيد، استفاده           . گردانند
  .از اين داروها در درمان اين نوع عفونتها توصيه مي گردد
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