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 شهريور نود و هفتپذيرش برای چاپ: تیر نود و هفت                                                دريافت مقاله: 
 

 چکيده 
یل، باکتريمی، اندروکارديت زای مرتبط با عفونتهای بالینی از قب به عنوان باکتريهای بیماری انتروکوکوساعضای جنس  سابقه و هدف:

عفونی، عفونهای حفره شکمی، عفونتهای دستگاه ادراری و در موارد نادر عفونتهای سیستم عصبی مرکزی شناخته می شوند. اين 
 مقاوم به ونکومايسین از فاضلاب بیمارستانی در شهر تهران به انجام رسیده است. انتروکوکوساسازی سويه های مطالعه با هدف جد

نمونه گیری از فاضلاب خروجی يک بیمارستان در شهر تهران انجام گرفت. از نمونه مورد نظر سريال  1395 در طی سالکار:  روش
 37واجد ونکومايسین در دمای  m-Enterococcus agarوی محیط اختصاصی رقت تهیه گرديد و نمونه ها فیلتر شدند و بر ر

با استفاده از پرايمرهای اختصاصی تا حد گونه مورد شناسايی قرار گرفتند و مقاومت  درجه سانتیگراد انکوبه شدند. کلنیهای حاصل
مشخص  PCRمون ت به ونکومايسین نیز با آزژن مقاوم 9سويه ها نسبت به ونکومايسین و تیکوپلانین تعیین گرديد. همچنین حضور 

 شد.

 17) انتروکوکوس فکالیسدرصد(،  80) انتروکوکوس فسیومامل مقاوم به ونکومايسین ش انتروکوکوسجدايه  92در مجموع  يافته ها:
های درصد( بر روی محیط اختصاصی جمع آوری شدند. تمامی سويه ها نسبت به ديسک 3) انتروکوکوس گالینارومدرصد( و 

 128-2048ايسین ت کننده از رشد آنتی بیوتیک ونکومونکومايسین و تیکوپلانین مقاومت نشان دادند و محدوده حداقل غلظت ممانع
 vanA ،vanBدرصد( نسبت به بالاترين غلظت مقاومت نشان دادند. سه ژن  82میکروگرم/میلی لیتر بود که بیشترين تعداد سويه ها )

درصد سويه های مقاوم به ونکومايسین حاضر بود. همچنین، حضور  100در  vanAژن  شناسايی شدند که در میان سويه ها vanCو 
 بود.  انتروکوکوس گالینارومها محدود به گونه نیز تن vanCژن 

ر شهر مقاوم به ونکومايسین و تیکوپلانین در فاضلاب خروجی بیمارستان مورد مطالعه د انتروکوکوسحضور سويه های نتيجه گيري: 
 تهران مؤيد ناکارآمد بودن سیستم تصفیه فاضلاب در اين بیمارستان است.

   .، فاضلاب بيمارستاني، تيکوپلانينکوکوسانتروونکومايسين،  کليدي:واژگان 
 

 

 مقدمه

فلور همزيست دستگاه گوارش انسان و به عنوان ها  انتروکوك

 که مستقیما يا از طريق شناخته می شوندساير حیوانات 

توانند مدتهای مديدی در آنجا  میو  فاضلاب وارد محیط شده

يجاد ها از شايعترين عوامل ا . اين باکتری(2, 1)باقی بمانند

به اندوکارديت و عفونتهای دستگاه تنفسی  ،عفونتهای ادراری

شمار می روند و می توانند نقش مهمی در ايجاد و تداوم 

 عفونتهایند؛ همچنین عفونتها در جامعه و بیمارستان ايفا نماي

توان در زمره مهمترين مشکلات و  را می وسانتروکوک ناشی از

, 3)ی بالینی قلمداد نمودچالشهای پیش رو در بیماريهای عفون

گونه  2، انتروکوکوسدر میان گونه های مختلف  .(4

به عنوان  انتروکوکوس فسیومو  فکالیس انتروکوکوس

شناخته می  وکوسروکانتمهمترين گونه های بیمايزای جنس 

در انتروکوکی مختلف عفونتهای  شوند و منجر به ايجاد

 .(5, 3)ندشو میبیمارستانها و جامعه 

ايسین يک آنتی بیوتیک گلیکوپپتیدی است که به ونکوم

عنوان آخرين سلاح درمانی جهت درمان عفونتهای ناشی از 

بیوتیکها مانند باکتريهای گرم مثبت مقاوم به ساير آنتی 

 ستافیلوکوکهای مقاوم به متی سیلین و انتروکوکهای مقاوم به ا
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رد. فاده قرار می گیلیکوزيدها مورد استپنی سیلین و آمینوگ

، vanAژنوتايپ مختلف مقاومت به ونکومايسین  9تاکنون، 

vanB ،vanC ،vanD ،vanE ،vanG ،vanL ،vanM  و

vanN  شناسايی شده  انتروکوکوسدر میان گونه های مختلف

از  vanCو  vanA ،vanBاست که همچنان ژنوتايپهای 

, 6, 2)س برخوردار می باشندبیشترين میزان شیوع در اين جن

و به میزان  انتروکوکوس فسیوم موارد مقاومت در تر. بیش(7

انتروکوکوس مانند  انتروکوکوس هایساير گونه در کمتر 
شود. انتروککها  مشاهده می انتروکوکوس گالینارومو  فکالیس

بیوتیکهای مختلف  دارای قابلیت کسب مقاومت نسبت به آنتی

 نتیکها به بسیاری از آومت ذاتی انتروکباشند. وجود مقا می

شود که در  ، سبب میل از جمله پنی سیلینهابیوتیکهای معمو

زمان درمان عفونتهای ساير باکتريها و عفونتهای انتروککی، 

سويه های با مقاومت چندگانه در روده زياد شده و جمعیت 

غالب موجود در آن منطقه را به خود اختصاص دهند. بنابراين 

بالای ان دريافت ژنهای مقاومت به مقادير امک

کلین و ونکومايسین يسیلین، تتراسا آمینوگلیکوزيدها، پنی

که میزان شیوع  در مواردی. (8)گردد برای آنها فراهم می

جدايه های مقاوم  عفونتهای انتروکوکی پايین است، غربالگری

منظور بررسی میزان ه ای ب های روده در نمونه به ونکومايسین

مقاومت بررسی امعه و های انتروکوکی رايج در ج یوع گونهش

. با (3, 2)باشد بیوتیکی آنها، يک پروسه بسیار مشکل می آنتی

نمونه ای از  در نظر گرفتن اين مطلب که فاضلاب مجموعه

)شهری، روستايی هر يک از ساکنین آن منطقه  یمدفوعهای 

و در ين جستجبنابرا ؛باشد در يک شبانه روز میو بیمارستانی( 

عنوان يک روش ه ی و بیمارستانی بهای فاضلاب شهر نمونه

تواند بسیار  های انتروکوك می جايگزين جهت غربالگری سويه

حائز اهمیت باشد. فاضلاب حاوی تعداد بسیار زيادی از 

باکتريهای با منشاء روده ای بوده و سهولت نمونه گیری باعث 

گردد،  می وع بیشترها با تن افزايش شانس جداسازی سويه

. (3)گیرد مورد استفاده قرارمی تواند ای  دهطور گستره پس ب

مقاوم  انتروکوکوساين مطالعه با هدف جداسازی سويه های 

به ونکومايسین در فاضلاب خروجی يک بیمارستان در شهر 

 به انجام رسیده است. 1395تهران در طی سال 

 

 کار   روش

مرتبه نمونه گیری از فاضلاب ، يک 1395در طی فروردين ماه 

ان در شهر تهران انجام گرفت. برای انجام تی يک بیمارسخروج

 نمونه گیری از ظروف استريل استفاده شد و نمونه ها در کنار 

يخ به آزمايشگاه منتقل شدند. جهت آماده سازی، از نمونه 

فاضلاب با استفاده از سرم فیزيولوژی استريل سريال رقت تهیه 

ر جهت سپس از سیستم فیلتراسیون میلی پو گرديد و

فیلتراسیون نمونه های رقیق شده استفاده گرديد. در هر مرتبه 

میلی لیتر نمونه فیلتر گرديد و سپس  100فیلتراسیون، 

 m-Enterococcus agarفیلترها بر روی محیط اختصاصی 

(Merck, Germany)  میکروگرم/میلی لیتر آنتی  6واجد

 قرار (Sigma-Aldrich, Germany)ین بیوتیک ونکومايس

درجه سانتی گراد  37ساعت در دمای  48گرفتند و به مدت 

. کلنی های قرمز و صورتی رنگ انتخاب شده (9)انکوبه شدند 

کشت  BHI agar (Merck, Germany)و بر روی محیط 

درجه سانتی  44داده شدند و پس از انکوباسیون در دمای 

مرهای اختصاصی تا حد گونه مورد گراد با استفاده از پراي

از کلنیهای  DNAجهت استخراج .(10)اسايی قرار گرفتند شن

باکتريايی از روش جوشاندن بر اساس دستورالعمل رحیمی و 

. برای اين منظور، يک کلنی (10)همکاران استفاده گرديد 

میکرولیتر آب مقطر استريل به خوبی ورتکس  200باکتری در 

 Thermoblockدقیقه در دستگاه  20و حل شد و به مدت 

(Biometra, Germany)  انکوبه گرديد. سپس ويالها درg 

دقیقه سانتريفیوژ شدند و از  15به مدت  13000 ×

 PCRجهت انجام آزمون  DNAسوپرناتانت به عنوان الگوی 

 استفاده شد.

، از انتروکوکوسبه منظور شناسايی گونه های مختلف 

اساس دستورالعمل رحیمی و پرايمرهای اختصاصی بر 

. همچنین، جهت تعیین ژنهای (10)استفاده شد  کارانهم

با  PCRنیز از آزمون  vanA-vanGمقاومت به ونکومايسین 

جهت .(11)استفاده از پرايمرهای اختصاصی استفاده گرديد 

تعیین مقاومت سويه های جداسازی شده بر روی محیط 

نتی بیوتیکهای اختصاصی واجد آنتی بیوتیک نسبت به آ

میکروگرم( از  30یکروگرم( و تیکوپلانین )م 30ونکومايسین )

 Clinicalروش ديسک ديفیوژن بر اساس دستورالعملهای 

Laboratory and Standards Institute (CLSI) 
. همچنین، به منظور تعیین حداقل غلظت (12)استفاده گرديد

دستورالعمل آنتی بیوتیک ونکومايسین با توجه به  مهارکننده

CLSI (13)کرودايلوشن استفاده گرديداز روش براث می. 

 

 يافته ها 

در طی يک مرتبه نمونه گیری از فاضلاب خروجی بیمارستان 

 انتروکوکوسکلنی مشکوك به جنس  92مورد نظر در مجموع 

 واجد  m-Enterococcus agarبر روی محیط اختصاصی 
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ونکومايسین جداسازی شدند. جهت شناسايی و تأيید هر 

ا استفاده از پرايمرهای اختصاصی ب PCRجدايه از آزمون 

وان درصد( به عن 80جدايه ) 74 استفاده شده و بر اين اساس

درصد( به عنوان  17جدايه ) 16، انتروکوکوس فسیوم

درصد( به عنوان  3جدايه ) 3و  انتروکوکوس فکالیس

 مورد شناسايی قرار گرفتند. انتروکوکوس گالیناروم

جهت تعیین مقاومت  نتايج حاصل از آزمون ديسک ديفیوژن

از  زی شدهجداسا انتروکوکوسآنتی بیوتیکی سويه های 

نشان داد که تمامی سويه ها نسبت  کیوتیب یآنتمحیط واجد 

به ونکومايسین و تیکوپلانین مقاومت بودند. همچنین، نتايج 

حاصل از آزمون حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد 

نشان  1در جدول ونکومايسین به روش براث میکرو دايلوشن 

مامی سويه داده شده است. بر اين اساس مشخص گرديد که ت

 2048، نسبت به غلظت انتروکوکوس فسیومهای 

میکروگرم/میلی لیتر ونکومايسین مقاوم بودند. علاوه بر اين، در 

سويه نسبت به  2نیز  انتروکوکوس فکالیسمیان سويه های 

بت به غلظت سويه نس 4میکروگرم/میلی لیتر،  2048غلظت 

 512سويه نسبت به غلظت  7میکروگرم/میلی لیتر،  1024

 256سويه نسبت به غلظت  2میکروگرم/میلی لیتر، 

 128سويه نیز نسبت به غلظت  1میلی لیتر و /میکروگرم

میکروگرم/میلی لیتر ونکومايسین مقاومت نشان دادند. در 

بت سويه نس 3نیز هر  انتروکوکوس گالیناروممیان سويه های 

 .میکروگرم/میلی لیتر ونکومايسین مقاوم بودند 128به غلظت 

شناسايی شده  گالینارومو  فکالیس، فسیومگونه  3در میان هر 

 vanCو  vanA ،vanBژن مقاومت  3در اين مطالعه، تنها 

مورد شناسايی قرار گرفتند و سويه های مقاوم به ونکومايسین 

ن اساس مشخص گرديد که تنها واجد اين ژنوتايپها بودند. بر اي

مقاوم به  کوکوسانتروسويه  92در میان تمامی  vanAژن 

 vanCو  vanBونکومايسین شناسايی گرديد و شیوع ژنهای 

درصد(  3) 3درصد( و  8سويه ) 7نیز به ترتیب محدود به 

 انتروکوکوس گالینارومسويه بود. همچنین، تمامی سويه های 

سويه  16بودند و  vanCو  vanAواجد هر دو ژنوتايپ 

 بودند. vanAتنها واجد ژنوتايپ  انتروکوکوس فکالیس

 

 
 .انتروکوکوسحداقل غلظت ممانعت کننده از رشد ونکومايسين در ميان گونه هاي مختلف  -1جدول 

 گونه باکتريايی
 غظت آنتی بیوتیک ونکومايسین )میکروگرم/میلی لیتر(

 تعداد
2048 1024 512 256 128 

 انتروکوکوس

 فسیوم

74 (100 

 درصد(
- - - - 

74 (80 

 درصد(

 انتروکوکوس

 فکالیس

2 (5/12 

 درصد(

4 (25 

 درصد(

7 (44 

 درصد(

2 (5/12 

 درصد(

1 (6 

 درصد(

16 (17 

 درصد(

انتروکوکوس 

 گالیناروم
- - - - 

3 (100 

 درصد(

3 (3 

 درصد(

 تعداد
76 (82 

 درصد(

4 (4 

 درصد(

7 (8 

 درصد(

2 (2 

 درصد(

4 (4 

 درصد(
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 بحث

امروزه استفاده گسترده از آنتی بیوتیکها با افزايش روزافزون 

مقاومت آنتی بیوتیکی همراه شده است. آنتی بیوتیکها در 

ای انسانی و همچنین در دامپزشکی به عنوان درمان عفونته

محرك رشد در خوراك دام مورد استفاده قرار می گیرند. در 

یکی در میان باکتريهای بیوتايران نیز انتشار مقاومت آنتی 

بیماريزا، به عنوان يک چالش مهم برای جامعه پزشکی مطرح 

فاضلاب  در بسیاری از مراکز درمانی علیرغم اينکهشده است. 

بیمارستانی و عفونی تحت فرآيند تصفیه قرار می گیرد و 

سپس وارد سیستم فاضلاب شهری می شود، اما در پاره ای از 

آيی کافی و مناسب برخوردار نبوده و موارد اين سیستم از کار

همچنین در برخی از مراکز درمانی نیز فاضلاب بیمارستانی 

رد فاضلاب مستقیما و بدون انجام هرگونه فرآيند تصفیه وا

شهری می شود که اين امر خود باعث انتشار باکتريهای بالقوه 

بیماريزا و مقاوم نسبت به بسیاری از آنتی بیوتیکها از محیط 

ارستان به جامعه و وورد آن به سیستم فاضلاب شهری می بیم

شود. وجود هرگونه نقص در سیستم تصفیه فاضلاب شهری و 

پوسیدگی  وترکیدگی  و يا بیمارستانی، سیستم انتقال فاضلاب

ارگانیسمهای میکرومنجر به راه يافتن فاضلاب و  لوله ها

بر . شود همراه آن به آبهای زيرزمینی و سطحی می بیماريزا

اساس شواهد موجود، از يک طرف اعتقاد به انتقال افقی 

انتروکوکهای مقاوم به ونکومايسین از محیط به انسان وجود 

دارد و از طرفی ديگر مشخص شده است که انواع گونه های 

انتروکوکی توانايی تکثیر و بقاء در آب و خاك را دارند که 

یار مشکل ساخته همین مقاومت در محیط، مبارزه با آنها را بس

است. بنابراين، بايد توجهات زيادی را به جلوگیری از انتقال و 

پخش اين میکروارگانیسمها در طبیعت معطوف داشت. راه 

يافتن انتروکوکهای مقاوم به ونکومايسین که خود به عنوان 

مخازن بالقوه انتشار مقاومت نسبت به ونکومايسین شناخته 

ده شهر تهران که در نهايت می شوند، به فاضلاب تصفیه ش

جهت آبیاری مزارع و صیفی جات مورد استفاده قرار می گیرد، 

می تواند امکان مواجه شدن افراد به شکلهای مختلف با اين 

باکتريها را افزايش دهد و باعث گسترش عفونتهای شديد در 

 جامعه گردد. 

 انتروکوکوسدر مورد جداسازی و اپیدمیولوژی جدايه های 

به ونکومايسین در نمونه های بالینی، فاضلاب شهری و  مقاوم

مواد غذايی مقالات متعددی در ايران و ساير کشورها منتشر 

شده است، اما علیرغم مطالعات انجام گرفته در نقاط مختلف 

دنیا تاکنون اطلاعات بسیار محدودی در مورد فراوانی گونه 

فاضلاب مقاوم به ونکومايسین در  انتروکوکوسهای مختلف 

بیمارستانی اطلاعاتی در کشور در اختیار قرار گرفته است. در 

مقاوم به  انتروکوکوسجدايه  92اين مطالعه، در مجموع 

ونکومايسین از فاضلاب خروجی يک بیمارستان در شهر تهران 

، انتروکوکوس فسیومگونه  3جداسازی گرديد که در نهايت 

در میان اين  ومانتروکوکوس گالینارو  انتروکوکوس فکالیس

جدايه ها شناسايی گرديدند. در ساير مطالعات انجام گرفته در 

کشور بر روی نمونه های  بالینی، فاضلاب شهری، دامی و مواد 

به عنوان گونه غالب در  انتروکوکوس فسیومغذايی همواره 

. در مطالعات انجام (21-14, 10, 9)کشور معرفی شده است 

 انتروکوکوسه های مختلفی از گرفته در کشور تاکنون گون

 2007شناسايی و گزارش شده است. به عنوان مثال در سال 

، انتروکوکوس هايره، انتروکوکوس فسیومگونه های 

انتروکوکوس ، انتروکوکوس گالیناروم، انتروکوکوس فکالیس
، رافینوزوز انتروکوکوس، انتروکوکوس موندتی، کسلی فلاووس

از فاضلاب شهری  کوس اويومانتروکوو  انتروکوکوس ديسپار

تهران جداسازی شدند که شامل بیشترين میزان تنوع گونه 

. در (10)جداسازی شده در کشور می باشد  انتروکوکوسهای 

مطالعه ای در جنوب استان فارس که بر روی فاضلاب 

بیمارستانی و شهری به انجام رسیده است، دو گونه 

شناسايی شدند  انتروکوکوس فکالیس و انتروکوکوس فسیوم

، تنها 2016. در مطالعه ای در کشور آرژانتین در سال (19)

مقاوم به  انتروکوکوس دورانسو  انتروکوکوس فسیومدو گونه 

. (22)ونکومايسین از فاضلاب بیمارستانی جداسازی شدند 

، 2013همچنین، در مطالعه ای در کشور پرتغال در سال 

، انتروکوکوس فسیوم ،انتروکوکوس فکالیسچهار گونه مختلف 

از فاضلاب بیمارستانی  اويوم انتروکوکوسو  انتروکوکوس هايره

نیز تنها  2005. علاوه بر اين، در سال (23)جداسازی شدند 

از  انتروکوکوس فکالیسو  انتروکوکوس فسیومحضور دو گونه 

 . (24)فاضلاب بیمارستانی در پرتغال گزارش گرديد 

مقاوم به  نتروکوکوسادر مطالعه حاضر، سويه های 

 vanCو  vanA ،vanBژنوتايپ  3ونکومايسین تنها واجد 

بودند و ساير ژنوتايپها در اين مطالعه شناسايی نشدند. اين 

يافته ها منطبق بر ساير گزارشات در کشور می باشند که 

به عنوان ژنوتايپ غالب معرفی شده  vanAهمواره ژنوتايپ 

مامی سويه ها در اين . ت(25, 21, 19, 16-14, 9)است 

نیز تنها در میان  vanCبودند و ژن  vanAمطالعه واجد ژن 

 شناسايی شد. همچنین،  انتروکوکوس گالینارومسويه های 
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بالايی نسبت به  MICسويه مورد بررسی  92تمامی 

میکروگرم/میلی لیتر( که  128-2048ونکومايسین داشتند )

شد. ژن مقاومت کاملا منطبق بر يافته های ژنوتیپی می با

vanA  بر روی ترانسپوزونTn1546  واقع شده است که

نسبت به ونکومايسین و باعث ايجاد مقاومت سطح بالا 

تیکوپلانین می شود. اين ترانسپوزون قابلیت اينتگره شدن بر 

روی پلاسمید و کروموزوم را دارد که بیشتر بر روی پلاسمید 

ز شیوع مشابهی . در ساير کشورها نی(20)گزارش شده است 

 .(26, 24-22, 3)در اين زمینه گزارش شده است 

لعه حاضر مؤيد حضور سويه در پايان بايد توجه داشت که مطا

 مقاوم به ونکومايسین و تیکوپلانین در  انتروکوکوسهای 

 

 

 

 

 
 

فاضلاب خروجی بیمارستان مورد مطالعه در شهر تهران است. 

فاضلاب و يا استفاده از سیستمهای نوين تصفیه بنابراين، 

استفاده از ترکیبات ضدعفونی مؤثر بر علیه اين باکتريها در 

سیاری از بیمارستانهای کشور کاملا ضروری به پساب خروجی ب

نظر می رسد. انتقال و راه يافتن اين سويه های مقاوم، به 

 سلامتمی تواند  یسطح یآبهاسطوح بالای ونکومايسین، به 

 جدی قرار دهد. ديتهد عرضم را در جامعه یعمومو بهداشت 

 

 تقدير و تشکر 

 کارشناسی شجويیدان نامه پايان از بخشی قالب در مطالعه نيا

 فناوری و پژوهش معاونت حمايت با میکروبیولوژی رشته ارشد

 .است رسیده انجام به اصفهان دانشگاه
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