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چكيده
زمينه: جداسازى انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين از نمونه هاى بالينى بسيار با اهميت است. ما در اين مطالعه به بررسى اپيدميولوژى اين مقاومت در سطح فنوتيپى 

و ژنوتيپى پرداخته ايم.

مواد و روش ها: اين مطالعه بر روى 411 انتروكوك جمع آورى شده از مهر ماه 1383 لغايت مهرماه 1387 از شش بيمارستان منتخب تهران انجام گرفته است. پس از 
جدا سازى و انجام تست هاى تأييدى، انتروكوك ها از نظر مقاومت به ونكومايسين با روش انتشار ديسك و رقت سازى در آگار مورد بررسى قرار گرفتند و سويه هاى مقاوم 

پس از استخراج DNA با انجام PCR از نظر حضور ژن هاى vanA,B,C,D and E بررسى شدند.

نتايج: 185(45%) و 23(5/6%) انتروكوك با روش انتشار ديسك و رقت سازى در آگار به ونكومايسين مقاوم بودند و هر 23 انتروكوك با مقاومت سطح بالا، انتروكوك 
فاسيوم بودند. 12(52/2%) و 7 (30/4%) انتروكوك به ترتيب داراى ژن van A و van B و 3 (13%) انتروكوك نيز داراى هر دو ژن بودند.

نتيجه گيرى: مهم ترين مكانيسم مقاومت سطح بالا نسبت به ونكومايسين در انتروكوك ها حضور ژن van مى باشد كه توانايى انتقال اين ژن را در بين خود دارند و فنوتيپ 
مقاومت سطح بالا ارتباط نزديكى با حضور ژن مذكور دارد و به دليل اين ارتباط بررسى در سطح مولكولى نيز براى مطالعه اين مقاومت نياز است.

VRE، PCR، vanA,B,C,D and E ،كلمات كليدى: انتروكوك، نمونه هاى بالينى

مقدمه

انتروكوك ها كوكسى هاى گرم مثبت و ساكنان طبيعى دستگاه   
گوارش انسان و گروهى از حيوانات مى باشند. اين باكترى فلور نرمال 
روده محسوب مى شود و به صورت بى ضرر در روده انسان حضور دارد و 
وقتى مى تواند مشكل آفرين باشد كه به مكان ديگرى غير از محل 
زندگى خود وارد شود. ورود انتروكوك به خون، دستگاه ادرارى و هر 
نقطه ديگر بدن مخصوصاً در افراد حساس مى تواند سبب ايجاد عفونت 

گردد (1).
عفونت هاى انتروكوكى به صورت بالقوه مى تواند دو خطر را به همراه   
خود داشته باشند، اولاً عفونت در اندوكارد يا مننژ اتفاق بيافتد و مسئله 
دوم مقاومت هاى گسترده آنتى بيوتيكى اين باكترى است كه سبب 

شكست در درمان آنتى بيوتيكى اين عفونت ها مى شود (2).
انتروكوك ها به طور ذاتى به سفالوسپورين ها، پنى سيلين هاى   
مقــاوم به پنـى سيلينـاز و كـليندامايسين مقــاومند (3). نسبت بـه 
اكثر  با  مقايسه  در  و  تر  پائين  در سطح  مقاومتى  آمينوگليكوزيدها 

استرپتوكوك ها در برابر پنى سيلين ها مقاومت بيشترى دارند (4).
توليد بتالاكتاماز توسط تعدادى از سويه هاى انتروكوك فكاليس و   

فاسيوم سبب بروز مشكلاتى جهت درمان عفونت هاى انتروكوكال حاد 
و  ونكوماسين  بالاى  غلظت هاى  به  مقاومت  بر  علاوه  است.  گرديده 
به  بالا  سطح  مقاومت  با  انتروكوك هاى  اكثر  آمينوگليكوزيدها، 
با  مقاومتى   (Vancomycin Resistant Enterococcus) ونكومايسين 
منشاء كروموزومى نسبت به پنى سيلين ها از خود نشان مى دهند (4).

بالائى  اهميت  از  انتروكوك  در  ونكومايسين  به  نسبت  مقاومت   
برخوردار است، زيرا اين آنتى بيوتيك يك راه درمان بسيار مؤثر بر عليه 
عفونت هاى ناشى از گرم مثبت ها به خصوص انتروكوك مى باشد ولى در 
سال هاى اخير شيوع مقاومت بر عليه اين آنتى بيوتيك در اين باكترى ها 
رو به افزايش است و علت اين افزايش حضور ژن عامل مقاومت بر روى 

يك پلاسميد قابل انتقال مى باشد (5).
ژن مسئول ايجاد مقاومت به ونكومايسين، موسوم به ژن van مى باشد   
كه نوع A و B بر روى ترانسپوزون Tn1546 قرار دارند كه توانائى ورود 
در پلاسميد كونژوگاتيو را دارد كه اين پلاسميد علاوه بر توانائى انتقال 
در بين گونه هاى مختلف انتروكوك، به جنس هاى ديگر باكترى از قبيل 
استافيلوكوك نيز منتقل مى شود و باعث ايجاد استافيلوكوك هاى مقاوم 

بررسى اپيدميولوژيك ژن هاى مقاومت به ونكومايسين در انتروكوك هاى جدا شده از نمونه هاى بالينى
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ونكومايسين  به  بالا  سطح  مقاومت  داراى  انتروكوك   23 از   
15 (%65/2) ،(VRE) انتروكوك 1024MIC يا بالاى 1024 داشتند، 
12 (52/1%) انتروكوك به تيكوپلانين نيز مقاوم بودند و 2 (%8/7)  

انتروكوك داراى مقاومت متوسط به تيكوپلانين بودند. 
 12 ونكومايسين،  به  بالا  سطح  مقاومت  انتروكوك هاى   PCR در   
(52/2%) انتروكوك داراى ژن van A و 7 (30/4%) انتروكوك نيز داراى 
van B و 3 (13%) انتروكوك نيز داراى هر دو ژن بودند. انجام آزمايش 

PCR براى ژن هاى van C,D,E به نتيجه مثبت منتج نشد (شكل 1).

شكل multiplex PCR :1 از انتروكوك هاى با مقاومت سطح بالا نسبت به ونكومايسين جدا شده 
از نمونه هاى بالينى، چاهك 2: انتروكوك فكاليس ATCC 51299 داراى ژن vanA با محصول 
734 جفت بازى، چاهك 3: انتروكوك فاسيوم ATCC 51599 داراى ژن vanB با محصول 420 
جفت بازى، چاهك 5 و 7: انتروكوك فاسيوم داراى هر دو ژن vanA و vanB است كه MIC بالاى 
1024 ميكروگرم در ميلى ليتر داشتند كه نمونه شماره 5 از خون و 7 از ادرار جدا شده بود، 
چاهك 8: انتروكوك فاسيوم داراى vanA جدا شده از ادرار با MIC بالاى 1024 ميكروگرم در 
 MIC: 512 با از ادرار  انتروكوك فاسيوم داراى ژن vanB جدا شده  ميلى ليتر، چاهك 10: 

ميكروگرم در ميلى ليتر، چاهك 6: نشانگر 100 جفت بازى.

نتايج:

از بين 411 نمونه هاى بالينى، 270 (65%) از ادرار، 82 (19/9%) از   
تراشه، 1   (%0/2) آسيت، 1   (%0/7) زخم، 3  از   (%12/9) خون، 53 

(0/2%) مدفوع و 1 (0/2%) ترشح مجرا وجود داشت (جدول 2).

در اين مطالعه از 411 انتروكوك مورد مطالعه 23(5/6%) انتروكوك   
داراى مقاومت بالا به ونكومايسين (VRE) بودند كه از بيماران بسترى 
در بخش هاى          (6 مورد)، خون و سرطان (3 مورد)، پيوند كليه (2 
مورد) و پيوند مغز استخوان (يك مورد)، جراحى اعصاب (يك مورد)، 
سرپايى (يك مورد)، نفرولوژى (يك مورد)، عفونى مردان (3 مورد)، 
عفونى زنان (2 مورد)، گوش زنان (يك مورد) و دياليز (2 مورد) جدا 

شدند (جدول 3 ).

از ميان 411 انتروكوك جدا شده از نمونه هاى بالينى 185 (%45)   
انتروكوك با روش انتشار ديسك به ونكومايسين مقاوم بودند، اما با روش 
رقت سازى در آگار فقط 23 (5/6%) انتروكوك داراى مقاومت سطح بالا 
به ونكومايسين (VRE) بودند، و با تعيين گونه مشخص شد كه تمامى 
23 انتروكوك مقاوم به ونكومايسين (VRE) انتروكوك فاسيوم هستند.

از 23 انتروكوك كه با روش رقت سازى در آگار مقاوم به ونكومايسين 
(VRE) بودند، 13 (56/5%) انتروكوك از ادرار، 8 (34/8%) انتروكوك از 

خون و 2 (8/7%) انتروكوك از زخم جدا شدند (نمودار 1).

ICU

نمودار 1: درصد پراكندگى انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين
در نمونه هاى جدا شده از بيماران

%75%35

%9

درصد پراكندگي انتروكوك هاي مقاوم در نمونه هاي باليني

زخم
خون
ادرار

ادرار خون          زخم      آسيت      تراشه      مدفوع      ترشح مجرا      محل  عفونت    

پراكندگى
عفونت در بدن

(%65) 270     (%19/9) 82    (%12/9) 53         (%0/7) 3           (%0/2) 1             (%0/2) 1               (%0/2) 1

جدول 2: ميزان جداسازى انتروكوك از نواحى مختلف بدن

بخش
مراقبت هاى

ويژه
خون و
سرطان

پيوند
كليه

پيوند مغز
استخوان

جراحى
نفرولوژىسرپايىاعصاب

عفونى
مردان

عفونى
دياليزگوش زنانزنان

2            1               2             3              1              1               1            1              2              3 تعداد             6             

جدول 3: ميزان جداسازي انتروكوك با مقاومت سطح بالا از بخش هاي مختلف بيمارستاني

از مشكلات بزرگ درمان  به ونكومايسين خواهد شد كه خود يكى 
عفونت هاى خطرناك استافيلوكوكى است. اين دو ژن سبب مقاومت 
باعث   E و C,D اما ژن هاى نوع به ونكومايسين مى شوند  بالا  سطح 
مقاومت سطح پايين به ونكومايسين شده و بر روى كروموزوم واقع 

شده اند (6 و 7).
ما در اين مطالعه به بررسى شيوع انتروكوك هاى با مقاومت سطح بالا   
به ونكومايسين (VRE) و ژن هاى مسبب آن (vanA,B,C,D and E) در 

نمونه هاى بالينى جدا شده از بيمارستان هاى منتخب تهران پرداختيم.

مواد و روش ها

نمونه گيرى: اين مطالعه بر روى 411 انتروكوك جمع آورى شده از   
مهر ماه 1383 لغايت مهرماه 1387 كه از بيمارستان هاى لبافى نژاد، 
شهداى تجريش، شريعتى، بقيه االله، مركز طبى كودكان و امير اعلم تهيه 

شده بودند، انجام گرفت.  
جداسازى  و  نمونه ها  اوليه  كشت  از  پس  شناسائى:  و  كشت   
انتروكوك ها، سويه ها براى تأييد در محيط به ايل اسكولين آگار و محيط

                                                 براث حاوى نمك 6/5% كشت داده شد. 
فقط انتروكوك مى تواند در محيط حاوى صفرا و نيز نمك 6/5% رشد 

كرده و اسكولين را مصرف كند.
تعيين گونه: تفاوت گونه هاى مختلف انتروكوك در مصرف قندها و   
توليد پيگمان كليد شناسائى آن ها مى باشد. در اين بررسى از آرابينوز و 
 BHI سوربيتول براى شناسائى گونه هاى مختلف انتروكوك و از محيط

آگار براى بررسى توليد پيگمان استفاده شد.
بررسى حساسيت آنتى بيوتيكى: براى غربالگرى اوليه با روش   
 30 ديسك هاى  به  نسبت  انتروكوك ها  مقاومت  ديسك،  انتشار 
بود  تهيه شده   (Mast,UK) از شركت  ونكومايسين كه  ميكروگرمى 
بررسى شد. در مرحله بعد انتروكوك هائى كه هاله عدم رشدى معادل 
14 ميلى متر يا كمتر داشتند بـا آزمـايش حداقل غلظت مهـاركنندگى

                                                                       با روش رقت سازى در 
آگار مورد بررسى قرار داده شدند و انتروكوك هايى كه در غلظتى معادل 
ونكومايسين  بيوتيك  آنتى  از  بيشتر  يا  بر ميكروليتر  16 ميكروگرم 
رشدشان مهار شد، انتروكوك مقاوم به ونكومايسين (VRE) در نظر 

گرفته شدند.
بر روى انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين با روش رقت سازى در   
آگار، الگوى مقاومت به تيكوپلانين با روش انتشار ديسك نيز مورد 
 Mast,) 30 تيكوپلانين از شركتµgr ارزيابى قرار گرفت، ديسك هاى

UK) تهيه شده بود.
 DNA در اين بررسى براى جداسازى و استخراج :DNA جداسازى  

از كيت استخراج DNA TM شركت سيناژن استفاده شد.

(MIC) Minimum Inhibitory Concentration

(Brain Heart Infusion) BHI

 PCR از آزمايش vanA,B,C,D and E براى شناسائى ژن هاى :PCR  
استفاده شد تا حضور اين ژن ها در انتروكوك هاى مقاوم مورد بررسى قرار 
گيرد، در اين تحقيق از پنج جفت پرايمر براى شناسائى اين پنج ژن 
آزمايش  در  و  آگارز %1  ژل  در   PCR محصول  شد. سپس  استفاده 

الكتروفورز مورد بررسى قرار گرفت (جدول 1).

جدول 1: توالى آغازگرهاى واكنش زنجيره پليمراز

van A,B,C,D and E            PCR Product size              Reference

van A : Forward, 
5'–-
AATACTGTTTGGGGGTT-
GCTC-3' 

PCR
product
734 bp

van A : Reverse, 
5'-CTTTTTCCGGCTC-
GACTTCCT-3'

PCR
product
734 bp

vanB: F, 5’-GCG GGG 
AGG ATG GTG CGA-3).      

PCR
product
420 bp

vanB : R, 5’-GGA AGA 
TAC CGT GGC TCA 
AAC-3).

PCR
product
420 bp

vanC: F, 5- GAAAGACAA-
CAGGAAGACCGC -3

PCR
product
775 bp

vanC: F, 5- GAAAGACAA-
CAGGAAGACCGC -3

PCR
product
775 bp

van D: F, TTTGTA-
AAGCCTGCCCGTTC

PCR
product
327 bp

van D: R, CCAAGTAYCC-
GGTAAATCTTC

PCR
product
327 bp

van E: F, AAATAATGCTC-
CATCAATTTGCTGA

PCR
product
246 bp

vanE: R, ATAGTC-
GAAAAAGCCATCCA-
CAAG 

*F= Forward, R=Reveres

PCR
product
246 bp
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ونكومايسين  به  بالا  سطح  مقاومت  داراى  انتروكوك   23 از   
15 (%65/2) ،(VRE) انتروكوك 1024MIC يا بالاى 1024 داشتند، 
12 (52/1%) انتروكوك به تيكوپلانين نيز مقاوم بودند و 2 (%8/7)  

انتروكوك داراى مقاومت متوسط به تيكوپلانين بودند. 
 12 ونكومايسين،  به  بالا  سطح  مقاومت  انتروكوك هاى   PCR در   
(52/2%) انتروكوك داراى ژن van A و 7 (30/4%) انتروكوك نيز داراى 
van B و 3 (13%) انتروكوك نيز داراى هر دو ژن بودند. انجام آزمايش 

PCR براى ژن هاى van C,D,E به نتيجه مثبت منتج نشد (شكل 1).

شكل multiplex PCR :1 از انتروكوك هاى با مقاومت سطح بالا نسبت به ونكومايسين جدا شده 
از نمونه هاى بالينى، چاهك 2: انتروكوك فكاليس ATCC 51299 داراى ژن vanA با محصول 
734 جفت بازى، چاهك 3: انتروكوك فاسيوم ATCC 51599 داراى ژن vanB با محصول 420 
جفت بازى، چاهك 5 و 7: انتروكوك فاسيوم داراى هر دو ژن vanA و vanB است كه MIC بالاى 
1024 ميكروگرم در ميلى ليتر داشتند كه نمونه شماره 5 از خون و 7 از ادرار جدا شده بود، 
چاهك 8: انتروكوك فاسيوم داراى vanA جدا شده از ادرار با MIC بالاى 1024 ميكروگرم در 
 MIC: 512 با از ادرار  انتروكوك فاسيوم داراى ژن vanB جدا شده  ميلى ليتر، چاهك 10: 

ميكروگرم در ميلى ليتر، چاهك 6: نشانگر 100 جفت بازى.

نتايج:

از بين 411 نمونه هاى بالينى، 270 (65%) از ادرار، 82 (19/9%) از   
تراشه، 1   (%0/2) آسيت، 1   (%0/7) زخم، 3  از   (%12/9) خون، 53 

(0/2%) مدفوع و 1 (0/2%) ترشح مجرا وجود داشت (جدول 2).

در اين مطالعه از 411 انتروكوك مورد مطالعه 23(5/6%) انتروكوك   
داراى مقاومت بالا به ونكومايسين (VRE) بودند كه از بيماران بسترى 
در بخش هاى          (6 مورد)، خون و سرطان (3 مورد)، پيوند كليه (2 
مورد) و پيوند مغز استخوان (يك مورد)، جراحى اعصاب (يك مورد)، 
سرپايى (يك مورد)، نفرولوژى (يك مورد)، عفونى مردان (3 مورد)، 
عفونى زنان (2 مورد)، گوش زنان (يك مورد) و دياليز (2 مورد) جدا 

شدند (جدول 3 ).

از ميان 411 انتروكوك جدا شده از نمونه هاى بالينى 185 (%45)   
انتروكوك با روش انتشار ديسك به ونكومايسين مقاوم بودند، اما با روش 
رقت سازى در آگار فقط 23 (5/6%) انتروكوك داراى مقاومت سطح بالا 
به ونكومايسين (VRE) بودند، و با تعيين گونه مشخص شد كه تمامى 
23 انتروكوك مقاوم به ونكومايسين (VRE) انتروكوك فاسيوم هستند.

از 23 انتروكوك كه با روش رقت سازى در آگار مقاوم به ونكومايسين 
(VRE) بودند، 13 (56/5%) انتروكوك از ادرار، 8 (34/8%) انتروكوك از 

خون و 2 (8/7%) انتروكوك از زخم جدا شدند (نمودار 1).

ICU

نمودار 1: درصد پراكندگى انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين
در نمونه هاى جدا شده از بيماران

%75%35

%9

درصد پراكندگي انتروكوك هاي مقاوم در نمونه هاي باليني

زخم
خون
ادرار

ادرار خون          زخم      آسيت      تراشه      مدفوع      ترشح مجرا      محل  عفونت    

پراكندگى
عفونت در بدن

(%65) 270     (%19/9) 82    (%12/9) 53         (%0/7) 3           (%0/2) 1             (%0/2) 1               (%0/2) 1

جدول 2: ميزان جداسازى انتروكوك از نواحى مختلف بدن

بخش
مراقبت هاى

ويژه
خون و
سرطان

پيوند
كليه

پيوند مغز
استخوان

جراحى
نفرولوژىسرپايىاعصاب

عفونى
مردان

عفونى
دياليزگوش زنانزنان

2            1               2             3              1              1               1            1              2              3 تعداد             6             

جدول 3: ميزان جداسازي انتروكوك با مقاومت سطح بالا از بخش هاي مختلف بيمارستاني

از مشكلات بزرگ درمان  به ونكومايسين خواهد شد كه خود يكى 
عفونت هاى خطرناك استافيلوكوكى است. اين دو ژن سبب مقاومت 
باعث   E و C,D اما ژن هاى نوع به ونكومايسين مى شوند  بالا  سطح 
مقاومت سطح پايين به ونكومايسين شده و بر روى كروموزوم واقع 

شده اند (6 و 7).
ما در اين مطالعه به بررسى شيوع انتروكوك هاى با مقاومت سطح بالا   
به ونكومايسين (VRE) و ژن هاى مسبب آن (vanA,B,C,D and E) در 

نمونه هاى بالينى جدا شده از بيمارستان هاى منتخب تهران پرداختيم.

مواد و روش ها

نمونه گيرى: اين مطالعه بر روى 411 انتروكوك جمع آورى شده از   
مهر ماه 1383 لغايت مهرماه 1387 كه از بيمارستان هاى لبافى نژاد، 
شهداى تجريش، شريعتى، بقيه االله، مركز طبى كودكان و امير اعلم تهيه 

شده بودند، انجام گرفت.  
جداسازى  و  نمونه ها  اوليه  كشت  از  پس  شناسائى:  و  كشت   
انتروكوك ها، سويه ها براى تأييد در محيط به ايل اسكولين آگار و محيط
                                                 براث حاوى نمك 6/5% كشت داده شد. 
فقط انتروكوك مى تواند در محيط حاوى صفرا و نيز نمك 6/5% رشد 

كرده و اسكولين را مصرف كند.
تعيين گونه: تفاوت گونه هاى مختلف انتروكوك در مصرف قندها و   
توليد پيگمان كليد شناسائى آن ها مى باشد. در اين بررسى از آرابينوز و 
 BHI سوربيتول براى شناسائى گونه هاى مختلف انتروكوك و از محيط

آگار براى بررسى توليد پيگمان استفاده شد.
بررسى حساسيت آنتى بيوتيكى: براى غربالگرى اوليه با روش   
 30 ديسك هاى  به  نسبت  انتروكوك ها  مقاومت  ديسك،  انتشار 
بود  تهيه شده   (Mast,UK) از شركت  ونكومايسين كه  ميكروگرمى 
بررسى شد. در مرحله بعد انتروكوك هائى كه هاله عدم رشدى معادل 
14 ميلى متر يا كمتر داشتند بـا آزمـايش حداقل غلظت مهـاركنندگى
                                                                       با روش رقت سازى در 
آگار مورد بررسى قرار داده شدند و انتروكوك هايى كه در غلظتى معادل 
ونكومايسين  بيوتيك  آنتى  از  بيشتر  يا  بر ميكروليتر  16 ميكروگرم 
رشدشان مهار شد، انتروكوك مقاوم به ونكومايسين (VRE) در نظر 

گرفته شدند.
بر روى انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين با روش رقت سازى در   
آگار، الگوى مقاومت به تيكوپلانين با روش انتشار ديسك نيز مورد 
 Mast,) 30 تيكوپلانين از شركتµgr ارزيابى قرار گرفت، ديسك هاى

UK) تهيه شده بود.
 DNA در اين بررسى براى جداسازى و استخراج :DNA جداسازى  

از كيت استخراج DNA TM شركت سيناژن استفاده شد.

(MIC) Minimum Inhibitory Concentration

(Brain Heart Infusion) BHI

 PCR از آزمايش vanA,B,C,D and E براى شناسائى ژن هاى :PCR  
استفاده شد تا حضور اين ژن ها در انتروكوك هاى مقاوم مورد بررسى قرار 
گيرد، در اين تحقيق از پنج جفت پرايمر براى شناسائى اين پنج ژن 
آزمايش  در  و  آگارز %1  ژل  در   PCR محصول  شد. سپس  استفاده 

الكتروفورز مورد بررسى قرار گرفت (جدول 1).

جدول 1: توالى آغازگرهاى واكنش زنجيره پليمراز

van A,B,C,D and E            PCR Product size              Reference

van A : Forward, 
5'–-
AATACTGTTTGGGGGTT-
GCTC-3' 

PCR
product
734 bp

van A : Reverse, 
5'-CTTTTTCCGGCTC-
GACTTCCT-3'

PCR
product
734 bp

vanB: F, 5’-GCG GGG 
AGG ATG GTG CGA-3).      

PCR
product
420 bp

vanB : R, 5’-GGA AGA 
TAC CGT GGC TCA 
AAC-3).

PCR
product
420 bp

vanC: F, 5- GAAAGACAA-
CAGGAAGACCGC -3

PCR
product
775 bp

vanC: F, 5- GAAAGACAA-
CAGGAAGACCGC -3

PCR
product
775 bp

van D: F, TTTGTA-
AAGCCTGCCCGTTC

PCR
product
327 bp

van D: R, CCAAGTAYCC-
GGTAAATCTTC

PCR
product
327 bp

van E: F, AAATAATGCTC-
CATCAATTTGCTGA

PCR
product
246 bp

vanE: R, ATAGTC-
GAAAAAGCCATCCA-
CAAG 

*F= Forward, R=Reveres

PCR
product
246 bp
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باكتريايى از اهميت بالايى برخوردار است و همان طور كه در اين مطالعه 
به  مقاومت  ايجاد  براى  نيز  ديگرى  مكانيسم هاى  شد  مشخص 

ونكومايسين وجود دارد كه بايد مورد بررسى قرار گيرد.

تشكر و قدردانى

بدين وسيله از دانشگاه تربيت مدرس به دليل حمايت مالى از پروژه و از 
كارشناسان بخش ميكروبشناسى در بيمارستان هاى شهداى تجريش، 
امير اعلم، شريعتى، لبافى نژاد، بقيه االله و مركز طبى اطفال كه در جمع 

آورى انتروكوكسى ها نهايت همكارى را داشتند تشكر مى نمايم.
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داراى   كه  بود   van A-,B-,C-,D-,E- ژنوتيپ  داراى  سويه  يك   
به  و  ونكومايسين  به  نسبت  ليتر  ميلى  بر  ميكروگرم   1024MIC
تيكوپلانين نيز مقاوم بود. در يك مطالعه كه در سال 1993 در برزيل 
انجام شد يك ژن كه همولوژى با ژن هاى van A,B,C داشت كشف شد 
كه باعث مقاومت به ونكومايسين مى شد ولى مقاومت به تيكوپلانين را 

سبب نمى شد (17).

نتيجه گيرى

ارتباط نزديك بين حضور ژن van و فنوتيپ مقاومت به ونكومايسين   
و همچنين انتشـار اين ژن در بيـن انتروكوك ها و حتى گونه هـاى ديگر 

4/9%، در آمريكا در فاصله سال هاى 1989-1993 از 0/3% به %7/9 
رسيده و در سال 2000 نيز حدود 26/3% از انتروكوك هاى جدا شده 
از ICU مقاوم به ونكومايسين بودند كه يك افزايش 31% را نسبت به 
سال هاى قبل نشان مى داد با اين حال مقاومت در كشورهاى اروپائى 
به ميزان پايين باقى مانده و حدود 2% است كه علت آن عدم استفاده 
آنتـى بيوتيك هــاى گليكوپپتيدى مثل آووپــارسين در غـذاى دام 

مى باشد (12 و 11).
فاكتورهاى مستعد كننده شامل اقامت طولانى در بيمارستان، استفاده   
كردن از آنتى بيوتيك ها، اعمال جراحى، همودياليز، مصرف مترونيدازول، 
بيمارى هاى زمينه اى، ابتلا به سرطان، دريافت پيوند و داروهاى سركوب 
كننده سيستم دفاعى مى توانند از عوامل احتمالى مستعد كننده ابتلا به 

عفونت انتروكوكى باشند.
از بين انتروكوك فاسيوم هاى جدا شده داراى مقاومت سطح بالا،   
52/2% داراى ژن vanB              ،vanA و 13% نيـز داراى هــر دو ژن 
بودند. آزمايش PCR براى ژن هاى vanC,E,D منفى شد. در آمريكا 
انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين داراى فنوتيپ vanA %25 گزارش 
شده است و به طور متوسط در حدود 10 در صد از انتروكوك هاى مقاوم 

به ونكومايسين داراى فنوتايپ vanB مى باشند (13).
ژنوتيپ vanA و vanB اكتسابى و قابل انتقال به انتروكوك هاى ديگر   
و حتى در محيط invitro به استاف MRSA مى باشد، لذا درمان اين 

بيماران و جلوگيرى از آلودگى ديگران بسيار مهم مى باشد. 
داراى  ونكومايسين كه  به  مقاوم  انتروكوك هاى  است  به ذكر  لازم   
فنوتيپ هاى vanA,B,C نبودند، به احتمال زياد از طريق افزايش ساخت 

پپتيدوگليكان ديواره سلولى به گليكوپپتيدها مقاوم شده اند (13).
 (VRE) در اين مطالعه از مجموع 23 انتروكوك با مقاومت سطح بالا  
مقـــاوم بـه ونكــومــايسين 12(52/2%) سـويــه داراى ژنـوتيپ
-van A+,B+,C-,D-,E بودند، كه در ميان اين ها انتروكوك حساس به 
به  متوسط  مقاومت  داراى  نمونه  دو  فقط  و  نشد  ديده  تيكوپلانين 
تيكوپلانين بودند كه يكى 512MIC و يك نمونه نيز 1024 ميكروگرم 
بر ميلى ليتر نسبت به ونكومايسين داشتند مابقى سويه ها با اين ژنوتيپ 

MIC بين 256-1024 ميكروگرم بر ميلى ليتر داشتند.
ژنوتيپ -van A-,B+,C-,D-,E،                   سويه را به خود اختصاص   
داد و در اين ژنوتيپ تمامى سويه ها به جز يك سويه به تيكوپلانين 
حساس بودند، سويه مقاوم، 1024MIC ميكروگرم بر ميلى ليتر نسبت 
به ونكومايسين داشت، بقيه سويه ها MIC بين 128-1024 ميكروگرم 

بر ميلى ليتر داشتند.
ژنوتيپ -van A+,B+,C-,D-,E،               سويه بود و در اين ميان   
يك سويه به تيكوپلانين حساس و دو سويه به اين آنتى بيوتيك مقاوم 
بودند، سويه حساس داراى 512MIC ميكروگرم بر ميلى ليتر نسبت به 
ونكومايسين داشت و سويه هاى مقاوم تماماً 1024MIC ميكروگرم بر 
ميلى ليتر نسبت به ونكومايسين داشتند. احتمالاً فعاليت و يا عدم 
در  البته  مى شود.  فنوتيپى  تغييرات  اين  سبب  ژن  دو  اين  فعاليت 
مطالعه اى كه در برزيل در سال 2006 انجام شده دو سويه انتروكوك 
 ( Van B فنوتيپ) ولى حساس به تيكوپلانين van A فكاليس با ژنوتيپ

گزارش شده است (16).
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انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين از سال 1986 مطرح شدند و   
اين  وجود  به  لندن  در  بيمارستانى  كليه  بخش  در  بار  اولين 

ميكروارگانيسم ها پى بردند (8).
شايع ترين مكان جداسازى انتروكوك ها دستگاه ادرارى مى باشد ولى   
انتروكوك ها مى توانند باعث عفونت هاى جدى از جمله التهاب كيسه 
صفرا، التهاب مجارى صفراوى، پريتونيت، سپتى سمى، اندوكارديت، 
مننژيت و عفونت زخم شوند. در دو دهه اخير انتروكوك ها در ايجاد 
عفونت بيمارستانى مقام سوم را كسب كرده اند و پس از اشرشياكلى و 
استافيلوكوك اورئوس قرار گرفته اند. انتروكوك ها مسئول 12-10% تمام 
عفونت هاى بيمارستانى، 12-10% عفونت هاى دستگاه ادرارى كسب 
شده در بيمارستان و 10-5% عفونت خون در بيمارستان مى باشند. 
مخزن انتروكوك ها روده بزرگ و اكثر عفونت هاى انتروكوكى منشاء 

داخلى دارند (9).
در اين مطالعه از بين 411 انتروكوك جدا شده از نمونه هاى بالينى،   
270 (65%) از ادرار، 82 (19/9%) خون، 53 (12/9%) زخم، 3 (%0/7) 
آسيت، 1 (0/2%) تراشه، 1 (0/2%) مدفوع و 1 (0/2%) از ترشح مجرا 
جداسازى شد و تمام انتروكوك هاى با مقاومت سطح بالا انتروكوك 
فاسيوم بودند. در مطالعه اى كه در سال 1999-2001 در كويت صورت 
گرفت نيز از 415 انتروكوك جدا شده 85/3 درصد انتروكوك فكاليس و 
7/7 درصد انتروكوك فاسيوم و 7 درصد نيز ساير انتروكوك ها گزارش 
شد، كه بيشترين انتروكوك هاى جدا شده 36/6% از ادرار، 12 درصد از 
مدفوع، 11 درصد از زخم و 10/4 درصد از خون گزارش شده است (10).

انتروكوك ها به ويژه انتروكوك فاسيوم به صورت ذاتى، مقاومت بالايى   
نسبت به آنتى بيوتيك ها نشان مى دهند و توانايى كسب ژن هاى مقاومت 
از طريق پلاسميدها و ترانسپوزون ها را نيز دارند، به طورى كه امروزه 
به  مقاومت  خصوص  به  آنتى بيوتيكى  مقاومت  كه  شده  مشاهده 
گليكوپپتيدها (ونكومايسين و تيكوپلانين) در بين انتروكوك ها رو به 

افزايش مى باشد.
امروزه انتروكوك هاى با مقاومت بالا به ونكومايسين (VRE) كه باعث   
بيمارى هاى عفونى مى شود رو به افزايش است، به طورى كه در سال 
به       درصد   %0/8 از  مقاومت  اين  ميزان  آرژانتين  در   2002-1998

جدول 4: مقايسه فنوتيپ مقاومت به ونكومايسين وتيكوپلانين
با ژنوتيپ انتروكوك هاى جدا شده از نمونه هاى بالينى
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باكتريايى از اهميت بالايى برخوردار است و همان طور كه در اين مطالعه 
به  مقاومت  ايجاد  براى  نيز  ديگرى  مكانيسم هاى  شد  مشخص 

ونكومايسين وجود دارد كه بايد مورد بررسى قرار گيرد.
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آورى انتروكوكسى ها نهايت همكارى را داشتند تشكر مى نمايم.
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داراى   كه  بود   van A-,B-,C-,D-,E- ژنوتيپ  داراى  سويه  يك   
به  و  ونكومايسين  به  نسبت  ليتر  ميلى  بر  ميكروگرم   1024MIC
تيكوپلانين نيز مقاوم بود. در يك مطالعه كه در سال 1993 در برزيل 
انجام شد يك ژن كه همولوژى با ژن هاى van A,B,C داشت كشف شد 
كه باعث مقاومت به ونكومايسين مى شد ولى مقاومت به تيكوپلانين را 

سبب نمى شد (17).

نتيجه گيرى

ارتباط نزديك بين حضور ژن van و فنوتيپ مقاومت به ونكومايسين   
و همچنين انتشـار اين ژن در بيـن انتروكوك ها و حتى گونه هـاى ديگر 

4/9%، در آمريكا در فاصله سال هاى 1989-1993 از 0/3% به %7/9 
رسيده و در سال 2000 نيز حدود 26/3% از انتروكوك هاى جدا شده 
از ICU مقاوم به ونكومايسين بودند كه يك افزايش 31% را نسبت به 
سال هاى قبل نشان مى داد با اين حال مقاومت در كشورهاى اروپائى 
به ميزان پايين باقى مانده و حدود 2% است كه علت آن عدم استفاده 
آنتـى بيوتيك هــاى گليكوپپتيدى مثل آووپــارسين در غـذاى دام 

مى باشد (12 و 11).
فاكتورهاى مستعد كننده شامل اقامت طولانى در بيمارستان، استفاده   
كردن از آنتى بيوتيك ها، اعمال جراحى، همودياليز، مصرف مترونيدازول، 
بيمارى هاى زمينه اى، ابتلا به سرطان، دريافت پيوند و داروهاى سركوب 
كننده سيستم دفاعى مى توانند از عوامل احتمالى مستعد كننده ابتلا به 

عفونت انتروكوكى باشند.
از بين انتروكوك فاسيوم هاى جدا شده داراى مقاومت سطح بالا،   
52/2% داراى ژن vanB              ،vanA و 13% نيـز داراى هــر دو ژن 
بودند. آزمايش PCR براى ژن هاى vanC,E,D منفى شد. در آمريكا 
انتروكوك هاى مقاوم به ونكومايسين داراى فنوتيپ vanA %25 گزارش 
شده است و به طور متوسط در حدود 10 در صد از انتروكوك هاى مقاوم 

به ونكومايسين داراى فنوتايپ vanB مى باشند (13).
ژنوتيپ vanA و vanB اكتسابى و قابل انتقال به انتروكوك هاى ديگر   
و حتى در محيط invitro به استاف MRSA مى باشد، لذا درمان اين 

بيماران و جلوگيرى از آلودگى ديگران بسيار مهم مى باشد. 
داراى  ونكومايسين كه  به  مقاوم  انتروكوك هاى  است  به ذكر  لازم   
فنوتيپ هاى vanA,B,C نبودند، به احتمال زياد از طريق افزايش ساخت 

پپتيدوگليكان ديواره سلولى به گليكوپپتيدها مقاوم شده اند (13).
 (VRE) در اين مطالعه از مجموع 23 انتروكوك با مقاومت سطح بالا  
مقـــاوم بـه ونكــومــايسين 12(52/2%) سـويــه داراى ژنـوتيپ
-van A+,B+,C-,D-,E بودند، كه در ميان اين ها انتروكوك حساس به 
به  متوسط  مقاومت  داراى  نمونه  دو  فقط  و  نشد  ديده  تيكوپلانين 
تيكوپلانين بودند كه يكى 512MIC و يك نمونه نيز 1024 ميكروگرم 
بر ميلى ليتر نسبت به ونكومايسين داشتند مابقى سويه ها با اين ژنوتيپ 

MIC بين 256-1024 ميكروگرم بر ميلى ليتر داشتند.
ژنوتيپ -van A-,B+,C-,D-,E،                   سويه را به خود اختصاص   
داد و در اين ژنوتيپ تمامى سويه ها به جز يك سويه به تيكوپلانين 
حساس بودند، سويه مقاوم، 1024MIC ميكروگرم بر ميلى ليتر نسبت 
به ونكومايسين داشت، بقيه سويه ها MIC بين 128-1024 ميكروگرم 

بر ميلى ليتر داشتند.
ژنوتيپ -van A+,B+,C-,D-,E،               سويه بود و در اين ميان   
يك سويه به تيكوپلانين حساس و دو سويه به اين آنتى بيوتيك مقاوم 
بودند، سويه حساس داراى 512MIC ميكروگرم بر ميلى ليتر نسبت به 
ونكومايسين داشت و سويه هاى مقاوم تماماً 1024MIC ميكروگرم بر 
ميلى ليتر نسبت به ونكومايسين داشتند. احتمالاً فعاليت و يا عدم 
در  البته  مى شود.  فنوتيپى  تغييرات  اين  سبب  ژن  دو  اين  فعاليت 
مطالعه اى كه در برزيل در سال 2006 انجام شده دو سويه انتروكوك 
 ( Van B فنوتيپ) ولى حساس به تيكوپلانين van A فكاليس با ژنوتيپ

گزارش شده است (16).
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ميكروارگانيسم ها پى بردند (8).
شايع ترين مكان جداسازى انتروكوك ها دستگاه ادرارى مى باشد ولى   
انتروكوك ها مى توانند باعث عفونت هاى جدى از جمله التهاب كيسه 
صفرا، التهاب مجارى صفراوى، پريتونيت، سپتى سمى، اندوكارديت، 
مننژيت و عفونت زخم شوند. در دو دهه اخير انتروكوك ها در ايجاد 
عفونت بيمارستانى مقام سوم را كسب كرده اند و پس از اشرشياكلى و 
استافيلوكوك اورئوس قرار گرفته اند. انتروكوك ها مسئول 12-10% تمام 
عفونت هاى بيمارستانى، 12-10% عفونت هاى دستگاه ادرارى كسب 
شده در بيمارستان و 10-5% عفونت خون در بيمارستان مى باشند. 
مخزن انتروكوك ها روده بزرگ و اكثر عفونت هاى انتروكوكى منشاء 

داخلى دارند (9).
در اين مطالعه از بين 411 انتروكوك جدا شده از نمونه هاى بالينى،   
270 (65%) از ادرار، 82 (19/9%) خون، 53 (12/9%) زخم، 3 (%0/7) 
آسيت، 1 (0/2%) تراشه، 1 (0/2%) مدفوع و 1 (0/2%) از ترشح مجرا 
جداسازى شد و تمام انتروكوك هاى با مقاومت سطح بالا انتروكوك 
فاسيوم بودند. در مطالعه اى كه در سال 1999-2001 در كويت صورت 
گرفت نيز از 415 انتروكوك جدا شده 85/3 درصد انتروكوك فكاليس و 
7/7 درصد انتروكوك فاسيوم و 7 درصد نيز ساير انتروكوك ها گزارش 
شد، كه بيشترين انتروكوك هاى جدا شده 36/6% از ادرار، 12 درصد از 
مدفوع، 11 درصد از زخم و 10/4 درصد از خون گزارش شده است (10).

انتروكوك ها به ويژه انتروكوك فاسيوم به صورت ذاتى، مقاومت بالايى   
نسبت به آنتى بيوتيك ها نشان مى دهند و توانايى كسب ژن هاى مقاومت 
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افزايش مى باشد.
امروزه انتروكوك هاى با مقاومت بالا به ونكومايسين (VRE) كه باعث   
بيمارى هاى عفونى مى شود رو به افزايش است، به طورى كه در سال 
به       درصد   %0/8 از  مقاومت  اين  ميزان  آرژانتين  در   2002-1998

جدول 4: مقايسه فنوتيپ مقاومت به ونكومايسين وتيكوپلانين
با ژنوتيپ انتروكوك هاى جدا شده از نمونه هاى بالينى

حساس به
تيكوپلانين

مقاومت
متوسط به
تيكوپلانين

مقاوم به
تيكوپلانين

مقاومت به
ژنوتيپتعدادونكومايسين

van A+,B-,C-,D-,E-

van A-,B+,C-,D-,E-

vanA+,B+,C-,D-,E-

van A-,B-,C-,D-,E-

0

6

1

0

12

7

3

1

12

7

3

1

10

1

2

1

2

0

0

0
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چكيده 

زمينه: سكته مغزى شايع ترين بيمارى ناتوان كننده مى باشد. در بررسى ها مشخص شده منيزيوم و پتاسيم اثرات نوروپروتكتيو قابل توجهى دارند. هدف از مطالعه حاضر 
بررسى سطح سرمى پتاسيم و منيزيوم در بيماران مبتلا به سكته مغزى مى باشد.

مواد و روش ها: در اين مطالعه مورد- شاهدى 70 نفر بيمار سكته مغزى به شرح زير وارد مطالعه شدند. براى هر بيمار پرسشنامه اى شامل سن، جنس و نوع استروك 
در نظر گرفته شد و سپس سطوح سرمى منيزيم و پتاسيم در هر پرسشنامه ثبت گرديد. نتايج K و Mg بيماران با گروه كنترل شامل 70 نفر (از همراهان بيمار) كه از 

لحاظ سن و جنس يكسان بودند مقايسه شد و نتايج با آزمون آمارىt-test  آناليز و تحليل گرديد.

نتايج: از 70 نفر گروه مورد 39 نفر مرد (55/7%) و 31 نفر زن (44/3%) بودند. ميانگين سنى افراد گروه مورد 10/76 ± 72/11 بود. ميانگين سطح سرمى منيزيم و 
پتاسيم در گروه مورد به ترتيب 0/25meq/L±1/89 و 0/26meq/L±3/81 بود و در گروه شاهد به ترتيب 0/25meq/L±1/95 و 0/41meq/L±3/9 بود و نشان داد كه 

.(P=0/004) ميانگين سطح سرمى منيزيوم و پتاسيم بيماران نسبت به گروه شاهد پائين تر مى باشد كه فقط در مورد پتاسيم اين كاهش ميانگين معنى دار بوده است

نتيجه گيرى: ميزان سطح سرمى منيزيوم و پتاسيم به طور قابل توجهى در بيماران سكته مغزى نسبت به گروه شاهد پايين تر مى باشد.

كلمات كليدى: سكته مغزى ايسكميك، سكته مغزى هموراژيك، منيزيوم، پتاسيم.

مقدمه

سكته مغزى سومين علت شايع مرگ در ايالات متحده و شايع ترين   
بيمارى ناتوان كننده ى نورولوژيك است. بروز سكته مغزى با بالا رفتن 
سن افزايش مى يابد و در حدود دو سوم موارد سكته مغزى در سنين 
بالاى 65 سال رخ مى دهد. عواملى كـه بر احتمـال بروز سكته مغـزى 
مى افزايد عبارتند از پر فشارى سيستولى يا دياستولى خون، افزايش 
كلسترول خون، مصرف سيگار و مصرف مقادير زياد الكل، بيمارى هاى 
قلبى و استفاده از داروهاى ضد باردارى خوراكى. ولى علت اكثر سكته ها 
چند عاملى است و در بر گيرنده ى عوامل چند ژنى و محيطى مى باشد. 
سكته همچنين نتيجه ى اختلالات مندلى متعددى است كه عمدتاً 
عروق خونى و قلب را گرفتار مى سازد مانند كارديوميوپـاتـى هــا و 
ها.  هموگلوبينوپاتى  و  ها  ليپيدمى  ديس  و  خانوادگى  هاى  آريتمى 
كواگولوپاتى ها وانسفالوپاتى هاى ميتوكندريال و اختلالات بافت همبند 
و ميگرن. علاوه بر اين، سندرم هاى تك ژنى گوناگونى نيز وجود دارند كه 

در آن ها سكته تظاهر اصلى است و ژن هايى كه در آن ها نقش دارند كه 
خطر سكته را تغيير مى دهند (1).

با توجه به مرگ و مير بالاى استروك مطالعات بسيارى بر روى عوامل   
محافظت كننده عصبى من جمله پتاسيم و منيزيوم انجام شده است. 

پاره اى از مطالعات دلالت بر آن دارند كه نقص منيزيوم با افزايش   
حوادث نورولوژيك در بيمارانى كه بيمارى هاى علامت دار شريان هاى 
محيطى دارند همراه است (2) و همچنين بر ايجاد و گسترش فرآيند 
آترواسكلروزيس با ايجاد تغيير در فرآيندهاى التهابى صدمات ناشى از 
اكسيداسيون سلولى، افزايش سطوح LDL سرمى و تحريك فاكتورهاى 

رشد دخالت مى كنند (8-3).
كانال ها  بلوك  و  آمينواسيدها  آزادسازى  مهار  مكانيسم  با  منيزيم   
رسپتورهـاى NMDA-glutamate اثــر نوروپروتكتيـو خـود را اعمـال 
مى كند همچنين آنتاگونيست غير رقابتى كلسيم وابسته به ولتاژ است، 

مقايسه سطح سرمى پتاسيم و منيزيم در بيماران مبتلا به استروك و افراد سالم
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Abstract

Background & Objectives: Isolation of vancomycin resistant Enterococcus from clinical samples is very 
important. The aim of this study was evaluation of phenotype and genotype of van genes in vancomycine 
resistant Enterococcus.

Materials and Methods: 411 Enterococcus isolates were collected from selected Tehran’s hospitals between 
March 2004 and December 2007. The enterococcal isolates were identified by biochemical confirmation 
tests. Resistance of each isolate to vancomycin determined by disk diffusion and agar dilution test. The 
presence of the vanA, B, C, D, E resistance gene was assessed by PCR.

Results: 185(45%) and 23(5.6%) with disc-diffusion method and agar-dilution method were resistant to 
vancomucin (VRE) and all of VREs were Enterococcus faecium. 12 (52.2%), 7(30.4%) of the VRE isolates 
had vanA, vanB and 3(13%) had both of vanA and vanB gene.

Conclusion: Most important mechanism for high level resistance to vancomycin is presence of van genes 
and these genes can transfer between Enterococci. Significance of investigation in molecular level of 
resistance to vancomycin was due to relation between phenotypic resistant and presence of van genes.

Keywords: Enterococcus, Clinical sample, VRE, PCR, vanA, B, C, D, E
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