
  

  فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري وابسته به انجمن متخصصين بيماري هاي عفوني و گرمسيري
  31_________________________________________________________ 1387 پائيز،  37 تا 31 ، صفحات 42 ، شماره سيزدهمسال 

    
  

شهري تهران با تأكيد بر سويه بررسي بيوشيميايي و ژنتيكي انتروكك هاي جداشده از فاضلاب 
  vanB و   vanAهاي داراي ژن 

  
  ٭3، محمد رضا پورشفيع2، مهناز سيفي2، مليحه طالبي1فاتح رحيمي

  
   ميكروبيولوژي، عضو مركز تحقيقات ميكروب شناسي انستيتو پاستور ايرانPh.Dدانشجوي .  1
2  .Ph.Dتو پاستور ايران ميكروب شناسي، عضو مركز تحقيقات ميكروب شناسي انستي  
3  .Ph.Dميكروبشناسي، دانشيار مركز تحقيقات ميكروب شناسي انستيتو پاستور ايران   
  
  

  Pour@pasteur.ac.ir  ، 66405535: تلفن.  مركز تحقيقات ميكروب شناسي ،تهران، ميدان پاستور، انستيتو پاستور ايران:   :نشاني براي مكاتبه* 
  خرداد هشتاد و هفت: بهمن هشتاد و شش                                پذيرش براي چاپ: دريافت مقاله

 
  

  چكيده 
نقش آنها در ايجاد . انتروككها فلور نرمال دستگاه گوارش بوده كه مستقيما يا از طريق فاضلاب وارد محيط مي شوند:  و هدفسابقه

اين پژوهش جهت .  به سبب توانايي كسب مقاومت نسبت به عوامل ضد ميكروبي بسيار حائز اهميت مي باشدعفونت هاي بيمارستاني
تعيين تنوع بيوشيميايي، ژنتيكي و مقاومت آنتي بيوتيكي و بررسي مقايسه اي ميان آزمونهاي بيوشيميايي و ژنتيكي جهت شناسايي 

  . گرفته استگونه هاي مختلف انتروكك در فاضلاب شهري تهران صورت
 مختلف بيوشيميايي و با آزمونهاي جداسازي و با mEnterococcus agar ايزوله انتروكك بر روي محيط 712: مواد و روشها

 6آزمونهاي تعيين حساسيت دارويي سويه ها نسبت به .  شناسايي شدندPCRاستفاده از پرايمرهاي اختصاصي جنس و گونه با آزمون 
الگوي .  تعيين گرديدEtest سويه هاي مقاوم يا داراي مقاومت بينابيني به ونكومايسين بروش MIC. سيدآنتي بيوتيك به انجام ر

  .    معين گرديدندvanB و  vanAپلاسميدي و سويه هاي داراي ژن
 .E. faecium، E. hirae، E. faecalis ،E. gallinarum ،E سويه بترتيب 1 و 2، 3، 11، 16، 25، 82، 170، 402: يافته ها

casseliflavus ،E. mundtii، E. raffinossus، E. dispar و E. aviumبودند .      
، 18، 4، 4 مقاومت به آنتي بيوتيكهاي ونكومايسين، جنتامايسين، تتراسايكلين، سيپروفلوكساسين، اريترومايسين و كلرامفنيكل بترتيب

% 100.  الگوي پلاسميدي مختلف بودند4ومايسين بوده و داراي به ونكMIC≥512 µg/ml) ( ايزوله مقاوم 19. بود% 6 و 30، 20
منطبق بر نتايج آزمونهاي % 100 در مورد تمامي گونه ها بطور PCRنتايج آزمون .  بودندvanBنيز داراي ژن % 32 و vanAداراي ژن 

  .بيوشيميايي بودند
.  بودندE. faeciumن اما سويه هاي مقاوم تماما محدود به عليرغم تنوع بسيار بالاي انتروككها در فاضلاب شهري تهرا: نتيجه گيري

 براي شناسايي سويه هاي PCR.  بيشتر از گزارشات ديگر بودvanB بودند و فراواني ژن vanAتمامي سويه هاي مقاوم داراي ژن 
 از اختصاصيت و حساسيت مختلف انتروكوكوس، روشي اختصاصي، سريع، مطمئن و برتر در مقايسه با آزمونهاي بيوشيميايي بوده و

  .برخوردار مي باشند% 100
  ، پلاسميد، فاضلاب، تهرانvanA  ،vanBانتروكك، : واژگان كليدي

   
  

 مقدمه
كه وانات بوده ير حيانتروكوك ها فلور همزيست دستگاه گوارش انسان و سا

مستقيما يا از طريق فاضلاب وارد محيط شده و مي توانند نقش مهمي در 
اين باكتريها از ). 2و1(وم عفونتهاي بيمارستاني داشته باشند ايجاد و تدا

از  اندوكارديت و عفونتهاي ادراري بوده؛ همچنينمهمترين عوامل ايجاد 
 به عنوان عامل رايــج عفونتهاي دستگاه تنفسي محسوب مي 1970دهه 

اين باكتريها زمانيكه از طريق فاضلاب وارد محيط شوند مي توانند . شوند
  ).1-4(ي مديدي در آنجا باقي بمانند مدتها

E. faecalis و E. faecium درصد و 80-90 به ترتيب عامل حدود 
 درصـــــد كل عفونتهاي انتروكوكي هستند  ساير انتروكوك ها 15-5

به ندرت عفونتهاي انتروكوكي ايجاد  E. raffinosusو  E. aviumمثل 
  ).3-7(كنند  مي
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 در  انگليس و فرانسهازانتروكوكهاي مقاوم به ونكومايسين نخستين بار 

 دنيا نيز گزارش مي  اما امروزه از بسياري از نقاط، گزارش شدند1988سال 
داراي (اولين گزارشات در مورد انتروكك هاي مقاوم به ونكومايسين  .شوند

مقاوم به ونكومايسين و تيكوپلانين   E. faeciumدر )  vanAژنوتايپ 
 مقاوم به ونكومايسن كه واجد ژنوتايپ E. faeciumسپس ). 5(بود 

vanB در سال . جدا شد 1987 بود از بيماران در ايالت ميسوري در سال
 عفونت هاي ناشي از انتروكك هاي مقاوم به ونكومايسين در 1990

تا سال . بيمارستان هايي در شمال شرق و غرب امريكا گزارش گرديد
 بسياري از بيمارستانهاي امريكا اين سويه هاي مقاوم را جدا سازي 1994

ديرمتوسط  به مقادير بالاي ونكومايسين و مقاvanAيپ ا فنوت).5(نمودند 
در . كه اين مقاومت قابل انتقال مي باشد، تا زياد تيكوپلانين مقاوم است

 مقاومت به مقادير كم تا زياد ونكومايسين و حساسيت به vanBيپ افنوت
اين مقاومت هم القايي و هم انتقال پذير مي . تيكوپلانين مشاهده مي شود

  ).1-4(باشد 
وكـوكي پـايين اسـت، غربـالگري       در موارديكه ميزان شـيوع عفونتهـاي انتر       

Vancomycin Resistant Enterococci (VRE)   در نمونـه هـاي 
روده اي بمنظور بررسي ميزان شيوع گونه هاي انتروكوكي رايج در جامعه و 

با در  ). 4و2(مقاومت آنتي بيوتيكي آنها، يك پروسه بسيار مشكل مي باشد           
فوع هـر يـك از      نظر گرفتن ايـن مطلـب كـه فاضـلاب مجموعـه اي از مـد               

ساكنين آن منطقه در يك شبانه روز مي باشد بنابراين جـستجو در نمونـه               
هاي فاضـلاب شـهري و بيمارسـتاني بعنـوان يـك روش جـايگزين جهـت                 

فاضـلاب  . غربالگري سويه هاي انتروكوك مي تواند بسيار حائز اهميت باشد         
 و سـهولت    حاوي تعداد بسيار زيادي از باكتري هاي با منشاء روده اي بوده           

نمونه گيري باعث افزايش شانس جدا سازي سويه ها بـا تنـوع بيـشتر مـي           
 ). 4(گردد، پس بطور گسترده اي مورد استفاده قرار مي گيرند 

انتروكك ها داراي قابليت كسب مقاومت نسبت به آنتي بيوتيك هاي 
وجــــود مقاومت ذاتي انتروكك ها به بسياري از آنتي . مختلف مي باشند

تيك هاي معمول، سبب مي شود كه در زمان درمان عفونت هاي ساير بيو
باكتري ها و عفونت هاي انتروككي، سويه هاي با مقاومت چندگانه 

)MDR ( در روده زياد شده و جمعيت غالب موجود در آن منطقه را به
بنابراين امكان دريافت ژنهاي مقاومت به مقادير بالاي . خود اختصاص دهند

يدها، پني سيلين، تتراساكلين و ونكومايسين براي آنها فراهم آمينوگليكوز
  ). 8(مي گردد 

انتشار انتروكوك هاي مقاوم به ونكومايسين باعث انتشار كلونال يك سـويه            
مقاوم واحد و انتقال ژنتيكـي ترانـسپوزونها و پلاسـميدهاي مقاومـت بـين               

 اسـتاف   اي ه ـ  سويه چنانكه. هاي مختلف مي شود     ها و حتي بين گونه      سويه
در امريكـا گـزارش شـده        vanA با ژنوتايپ     مقاوم به ونكومايسين   اورئوس

  ).10و9(است 
مي تواند از   ) هم يوغي  (Conjugationوجود مكانيسم هاي مختلف براي      

دلايل كسب مقاومتهاي چند گانـه آنتـي بيـوتيكي در انتروكـك هـا باشـد                 
 در طـي فرآينـد      پلاسميد ها عوامل  خارج كروموزومي هستند كه       ). 11و3(

اكثـر  . كانجوگاسيون موجب انتقال مقاومت به آنتي بيوتيك ها مـي گردنـد           
ــت  ــوارد مقاوم ــي E. faeciumدر  م ــشاهده م ــود  م ــه  ش ــب ب ــه اغل  ك

البتــه .   مقــاوم اســتو نيــز ونكومايـسين هــا  لاكتــامو بتاآمينوگليكوزيـدها  
 E. faecalisهاي ديگر مثل  كمتر در سويهبه مقدار  مقاومت ضد ميكروبي

  .خورد نيز به چشم مي
اين پژوهش جهت تعيين تنوع بيوشيميايي و ژنتيكي انتروككهاي موجود 
در فاضلاب شهر تهران و بررسي ميزان مقاومت اين باكتريها نسبت به آنتي 

بيوتيك هاي مختلف بويژه ونكومايسين و همچنين بررسي مقاسيه اي 
ونه هاي مختلف انتروكك؛ ميان آزمونهاي بيوشيميايي و ژنتيكي در ميان گ

جهت استفاده از يك روش سريع و اختصاصي بمنظور شناسايي گونه هاي 
 .مختلف صورت گرفته است

 
   كار روش

 لغايت خرداد 1383 ماه از مهر ماه سال 21جهت انجام اين بررسي در طي 
 مرتبه نمونه گيري از چهار تصفيه خانه فاضلاب شهر تهران 10، 1385ماه 

هرك اكباتان، شوش، صاحبقرانيه و جنوب انجام گرفت؛ و در بنامهاي ش
 219 نمونه از فاضلاب لجن و 211 نمونه از فاضلاب ورودي، 282مجموع 

  . نمونه از فاضلاب خروجي بدست آمد
- 100 ميلي ليتر نمونه از عمق 200براي جدا سازي و شناسايي ايزوله ها 

دي، خروجي و لجن  سانتيمتري هر يك از حوضچه هاي فاضلاب ورو30
.  ميلي ليتر جمع آوري شد250 گرفته شده و در بطري هاي استريل

تمامي نمونه ها در كنار يخ به آزمايشگاه مركز تحقيقات ميكروب شناسي 
 ساعت مورد بررسي هاي 2انستيتو پاستور ايران منتقل؛ و در كمتر از 

 ).4و1(بعدي قرار گرفتند 
 و همكاران سابقا شرح داده Mollbyسپس بر اساس روشي كه توسط 

، ابتدا نمونه هاي بدست آمده از تمامي حوضچه هاي فاضلاب )4و2(شده 
در .  ميلي ليتر نمونه تهيه گرديد100رقيق شده و از هر رقت نيز به اندازه 

 ,Millipore Corporation)اين روش از سيستم فيلتراسيون
Bedford, MA, USA)  ميكرومتر 45/0 و فيلترهايي با قطر منافذ 

استفاده گرديد و رقتهاي بدست آمده از هر نمونه با كمك اين سيستم 
 mEnterococcus سپس فيلترها به محيط اختصاصي. فيلتر شدند

agar (Becton Dickinson and Co., Sparks, MD, USA) 
  . درجه سانتيگراد انكوبه شدند37 ساعت در اتو 48منتقل شده و بمدت 

 منتقل شده bile esculin agarپليتهاي حاوي محيط  فيلترها به سپس
 درجه سانتيگراد انكوبه گرديدند 45 ساعت در در دماي 2و بمدت 

 bile esculin كلني سياه رنگ در هر پليت حاوي محيط 24). 4و2و1(
agarانتخاب و جهت بررسي هاي بيشتر مورد برسي قرار گرفتند  .  

 10 و 45نهاي قابليت رشد در دماهاي تمامي ايزوله ها با استفاده از آزمو
، همچنين آزمون هاي كاتالاز و %5/6درجه سانتيگراد و محيط نمك 

PYR (L-pyrrolidonyl-B-naphtyl amide) جهت شناسايي 
بنابراين ايزوله ). 13و12(جنس انتروكوكوس مورد بررسي قرار گرفتند 

د و همچنين  مثبت و كاتالاز منفي بودنPYR و Bile esculinهايي كه 
 درجه سانتيگراد را 10 و 45و دماهاي % 5/6قابليت رشد در محيط نمك 

  .داشتند، تحت عنوان جنس انتروكوكوس انتخاب گرديدند
-Lسپس اين سويه ها با استفاده از آزمونهاي بيوشيميايي تخمير قندهاي 

arabinose, D-sorbitol, D-manitol, L-sorbose, lactose, 
sucrose, methyl-α-D-glucopyranoside  هيدروليز اسيد آمينه ، 

Arginine ، هيدروليزHippurate هموليز، آزمون حركت، آزمون ،
 Tetrazoliumبررسي وجود يا عدم وجود پيگمان ، آزمون احياء 

  .)13و12 (شناسايي شده و گونه هاي آنها نيز معين گرديد
 E. faecalis منفي  در تمامي آزمونهاي فوق الذكر از كنترلهاي مثبت و

ATCC 29212, E. faecium BM4147 E. gallinarum 
BM14974, E. hirae, E. casseliflavus, E. mundtii جهت 

  .حصول اطمينان از صحت عملكرد هر يك از آزمونها استفاده شد
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  tetracycline،) ميكروگرمvancomycin ) 30 آنتي بيوتيك6با استفاده از 

 15 (erythromycin ، ) ميكروگرم120(gentamicin ، ) ميكروگرم30(
 30 (chloramphenicolو  ) ميكروگرم5( ciprofloxacin ،)ميكروگرم
 ,BBL (Becton, Dickinson and Company, Sparks) ميكروگرم

MD USA) بروش disk diffusion و با استفاده از استانداردهاي CLSI 
(Clinical Laboratory and Standard Institute)  الگوي مقاومت ،

سپس سويه هايي كه نسبت به ). 14(آنتي بيوتيكي هر سويه مشخص گرديد
 مقاوم و يا داراي مقاومت بينابيني بودند؛ جهت vancomycinتيك آنتي بيو

و هم چنين مقاومت آنتي بيوتيكي ) 15( انتخاب گرديدندMICانجام آزمون 
 ،) ميكروگرمamikacin) 30اين سويه ها نسبت به سه آنتي بيوتيك

ampicillin )120ميكروگرم (  و streptomycin )300نيز  ) ميكروگرم 
  MIC؛CLSIبر اساس استانداردهاي . تعيين گرديدdisk diffusionبروش 

 MIC)( انجام شد، و سويه هاي مقاوم Etestسويه هاي منتخب به روش 
≥32 µg/ml داراي مقاومت بينابيني ،(MIC= 8-16 µg/ml) و حساس 

(MIC≤4 µg/ml) در انجام آزمونهاي ).15( تعيين گرديدند disk 
diffusionوMIC اندارد  از دو سويه استE. faecalis ATCC 51299 

,E. faecalis ATCC 29212 بعنوان شاخصهاي مقاومت و حساسيت به 
در اين مطالعه استخراج پلاسميد به روش .ونكومايسين استفاده گرديد

 انجام  QIA Prep Spin (QIA GENE, Hilden, Germany)كيت
-X 5/0 Trisو همچنين % 8/0 سپس محصولات در يك ژل آگارز .شد

borate-EDTA (TBE) buffer  الكتروفورز شده و پس از رنگ آميزي در
 مورد بررسي Gel Documentationاتيديوم برمايد با استفاده از دستگاه 

 كه بر روي vanB و vanAجهت شناسايي وجود ژنهاي مقاومت .قرار گرفت
ه  استفادDNAپلاسميد قرار دارند، از پلاسميد استخراج شده بعنوان الگوي 

جهت انجام . اضافه شدMaster Mix ميكروليتر از پلاسميد به 2گرديد و 
 براي شناسايي جنس و همچنين گونه هاي مختلف انتروكوكوس PCRآزمون 

 انجام Boilingروش  بDNAو ژنهاي مقاومت به ونكومايسين، استخراج 
  ميكروليتر200 بدين ترتيب كه يك كلني از هر سويه باكتري در). 16(گرفت 

پس از .  دقيقه جوشانده شد15آب مقطر استريل ورتكس شده و بمدت 
 Master به PCR از مايع رويي جهت انجام آزمون  ميكروليتر10 سانتريفوژ 

Mixمتشكل از مواد زير اضافه شد :X 10 PCR Buffer ،Unit 5/0taq 
DNA polymerase (HT Biotechnology, Cambridge, United 

Kingdom) ،µM 2/1 MgCl2، µM 64/0 dNTP، µM 6/1 each 
primer  .جهت انجام آزمون PCR آنزيم ژن (اختصاصي پرايمرهاي از 

superoxide dismutase كننده آنزيم كد ژن همچنين و D-alanine-
D-alanine ligases ( ) 95 و برنامه حرارتي )1جدول شماره°C (4 

min), 30 cycles [ 95°C (30s), 52°C (1 min), 72°C (1 
min)], 72°C for 7 min.  در دستگاه ترموسايكلر  (Mastercycler, 

Eppendorf, Hamburg, Germany) سپس ). 17( استفاده شد
 X 5/0 Tris-borate-EDTAو همچنين % 5/1محصولات در يك ژل آگارز 

(TBE) buffer  الكتروفورز شده و پس از رنگ آميزي در اتيديوم برمايد با
در اين . مورد بررسي قرار گرفتGel Documentation   ستگاهاستفاده از د

 E. faecalis V583 (vanB) and E. faeciumمطالعه از سويه هاي 
BM4147 (vanA)و همچنين  E. faecalis ATCC 29212, E. 

gallinarum BM14974, E. hirae, E. casseliflavus, E. 
mundtiiبعنوان سويه هاي كنترلي استفاده شد .  

  
  
 
 
  

  
  پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه. 1جدول 

  اندازه 
 محصول

(bp) 

 گونه Sequence (5’-3’) منبع

658 17 TTGAGGCAGACCAGATTGACG  
TATGACAGCGACTCCGATTCC E. faecium 

941 17 ATCAAGTACAGTTAGTCT  
ACGATTCAAAGCTAACTG E. faecalis 

1030 17 CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 
CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA vanA 

433 17 GTGACAAACCGGAGGCGAGGA  
CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA vanB 

359 
اين 

 مطالعه
CGAATTTAAATTCAGCAATTGA  
CTTTCCTTCCATCAATGGAG E. faecium 

347 
اين 

 مطالعه
ATGTGACTAACTTAAACGCAG  
AATCTTGGTTTGGTGTTGAA E. faecalis 

189 17 TTACTTGCTGATTTTGATTCG  
TGAATTCTTCTTTGAAATCAG E. gallinarum 

186 
18  

اين 
 مطالعه

TAAATTCTTCCTTAAATGTTG  
CTTTCTGATATGGATGCTGT E. hirae 

253 
18  

اين 
 مطالعه

GCTAGTTTACCGTCTTTAACG  
TTAGCAGACTTTTCTTCTGTAC 

E. 
casseliflavus 

301 
18  

اين 
 مطالعه

CAGACATGGATGCTATTCCATCT  
AGGTTTCTTGCCTTCCATCAAT E. mundtii 

100  19  TTAAAACCATTAGGCGATCG  
CCCATNCCCATNGANGGRTCCAT 

Enterococcus 
genus 

  
  يافته ها 

بر اساس نتايج آزمونهاي بيوشيميايي مختلف مربوط به تعيين جنس و 
 10 ايزوله انتروكوكوس بدست آمده در طي 712گونه انتروكوكوس، از 

شهر تهران در طي اين مرتبه نمونه گيري از چهار تصفيه خانه بزرگ 
توزيع .  گونه مختلف انتروكوكوس شناسايي گرديد9مطالعه، در مجموع 

فراواني كليه سويه هاي مختلف متعلق به جنس انتروكوكوس در جدول 
تمامي سويه هاي مورد بررسي در اين پايان نامه . آورده شده است2شماره 

 و جنوب در سه از چهار تصفيه خانه شهرك اكباتان، صاحبقرانيه، شوش
در جدول . نقطه شمال، جنوب و غرب شهر تهران جداسازي شده است

 نيز درصد فراواني هر يك از گونه هاي مختلف انتروكوكس در 3شماره 
اختلاف معني داري در ميزان . چهار تصفيه خانه فاضلاب ديده مي شود

تمامي . آلودگي و شيوع باكتري در تصفيه خانه هاي مختلف ديده نشد
 مرتبه نمونه گيري در بازه 10 ايزوله مختلف انتروكوكوس در طي 712

 جداسازي 1385 لغايت ارديبهشت ماه 1383هاي زماني مختلف از مهرماه 
 ميزان شيوع سويه هاي مختلف انتروكوكوس 4در جدول شماره . شده اند

بر . بر حسب بازه زماني در تصفيه خانه هاي مختلف نشان داده شده است
 .Eاطلاعات بدست آمده از اين جدول، مشخص گرديد كه اساس 

faecium در تمامي نمونه گيريها وجود داشته است و بعنوان سويه غالب 
 E. faecalisپس از آن، .  مرتبه نمونه گيري مطرح بوده است10در اين 

 E. gallinarum  ، E. mundtii مرتبه ، 6 در E. hirae مرتبه ، 9در 
 .E. raffinosus ،E مرتبه و گونه هاي 5 در E. casseliflavusو 

dispar و E. avium نيز هر كدام تنها در يك مرتبه نمونه گيري 
 اختلاف معني داري در ميزان شيوع گونه هاي مختلف .جداسازي شده اند

  . باكتري در دفعات مختلف نمونه گيري مشاهده شد
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  34_____________________________________________________________________________ انتروكك هاي فاضلاب تهران

  
% 34 نشان داد كه disk diffusionبررسي مقاومت آنتي بيوتيكي بروش 

مقاوم به % 17مقاوم به تتراسايكلين، % 20نمونه ها مقاوم به اريترومايسين، 
نمونه ها نيز مقاوم به آنتي % 3مقاوم به كلرامفنيكل، و % 6وفلوكساسين، سيپر

بيشترين ميزان مقاومت نسبت .  بيوتيكهاي ونكومايسين و جنتاميسين بودند
آنتي بيوتيكهاي ونكومايسين . به آنتي بيوتيك اريترومايسين مشاهده مي گردد

ميزان . مي باشندو جنتاميسين نيز از پايينترين ميزان مقاومت برخوردار 
مقاومت آنتي بيوتيكي هر يك از گونه هاي مختلف انتروكوكوس در جدول 

همانگونه كه از اين جدول بر مي آيد، تمامي گونه .  آورده شده است5شماره 
 فاقد مقاومت به ونكومايسين E. faeciumهاي مختلف انتروكوكوس باستثناء 

به تمامي آنتي بيوتيكهاي  تنها گونه اي بود كه نسبت E. avium. بودند
 نيز تنها نسبت به آنتي بيوتيك تتراسايكلين E. disparمذكور حساس بود و 

 آنتي 3 و 2 نيز بترتيب نسبت به E. hirae و E. raffinosus. مقاوم بود
 دومين گونه غالب در فاضلاب E. hiraeعليرغم اينكه . بيوتيك مقاوم بودند

 وجود از حساسيت فوق العاده بالايي نسبت شهري تهران بوده است اما با اين
عليرغم اينكه بيشتر گونه هاي . به آنتي بيوتيك هاي مختلف برخوردار بود

 .Eمختلف نسبت به آنتي بيوتيك كلرامفنيكل حساس بودند اما سه گونه 
gallinarum و E. casseliflavus و E. mundtii نسبت به اين آنتي 

همچنين بالاترين ميزان مقاومت نسبت به جنتاميسين در . بيوتيك مقاوم بودند
پس از بررسي . بودE. mundtiiميان گونه هاي مختلف نيز متعلق به 

 سويه انتروكوكوس ، معين 712مقاومتهاي آنتي بيوتيكي مختلف در ميان 
پس از شناسايي . يسين بودند سويه مقاوم به آنتي بيوتيك ونكوما19گرديد كه 

سويه هاي مقاوم به ونكومايسين، ميزان مقاومت آنها نسبت به سه آنتي 
 نيز بروش ديسك ampicilln, amikacin , streptomycinبيوتيك 

 مقاوم به ونكومايسين، E. faeciumسويه هاي % 100ديفيوژن معين گرديد 
 و سيپروفلوكساسين مقاوم نسبت به آنتي بيوتيكهاي آميكاسين، اريترومايسين

سويه هاي نيز مقاوم به آنتي بيوتي كهاي آمپي سيلين و % 89همچنين، . بودند
نيز مقاوم به % 53سويه ها مقاوم به كلرامفنيكل و % 58جنتاميسين، 

پايينترين مقاومت نيز نسبت به آنتي بيوتيك . استرپتومايسين بودند
 Discلف انتروكوكوس بروش  سويه مخت65%). 33(تتراسايكلين ديده شد 

Difusion  انتخاب و MICسويه هايي كه .  آنها مشخص شدMIC آنها 
 ميكرگرم در ميلي ليتر بود، جهت بررسي هاي بيشتر 32برابر يا بيش از 
 سويه داراي 19 معين گرديد كه MICپس از انجام آزمون . انتخاب گرديدند

) . (MIC≥ 512 µg/ml. ندمقاومت بسيار بالايي نسبت به ونكومايسين بود
 =MIC.  سويه نيز مقاومت بينابيني نسبت به ونكومايسين داشتند8همچنين 

8µg/ml) .( سويه نيز حساس به ونكومايسين بودند 38و )MIC>4 
µg/ml  .( در تمامي سويه هايي كه داراي مقاومت بينابيني بودند ميزان

MIC 8 آنها µg/mlسويه داراي 12ز در ميان سويه هاي حساس ني.  بود 
MIC<2 µg/ml سويه نيز داراي 25 و MIC<4 µg/mlدر اين . بودند

مقاوم به ( سويه مختلف انتروكوكوس 65پژوهش، پلاسميد مربوط به 
نكته قابل توجه در . استخراج گرديد) ونكومايسين يا داراي مقاومت بينابيني

 E. faeciumاين ميان، وجود الگوي متنوع پلاسميدي در ميان سويه هاي 
در حاليكه در ميان سويه هاي حساس به . مقاوم به ونكومايسين بود

همانگونه كه در شكل . ونكومايسين هيچگونه باند پلاسميدي مشاهده نگرديد
 سويه 19 الگوي پلاسميدي مختلف در ميان 4 مشاهده مي گردد، 1شماره 

  .مقاوم به ونكومايسين ديده مي شود
ه هاي مختلف انتروكوكوس با استفاده از آزمونهاي از شناسايي جنس و گون پس

 PCRبيوشيميايي، صحت عملكرد آزمونهاي بيوشيميايي با استفاده از آزمون 

% 100مورد بررسي قرار گرفت و نتايج حاصل از اين آزمون نيز كاملا و بطور 
پس از بهينه .).2شكل شماره (منطبق بر نتايج آزمونهاي بيوشيميايي بود 

 ژن PCR بر روي سويه هاي فوق، محصول PCRنجام آزمون  سازي و ا
vanA جفت باز و محصول 1033 با وزن ملكولي PCR ژن  vanB  با وزن 
جهت انجام آزمون ). 3شكل شماره ( جفت باز حاصل گرديد 433 مولكولي

PCR براي شناسايي ژنهاي مقاومت، از دو الگوي DNA1.  استفاده گرديد .
 استخراج شده بروش DNA. 2ه با استفاده از كيت،  پلاسميد استخراج شد

boiling . در ابتدا آزمونPCR در مورد تمامي سويه هاي VRE با استفاده 
تمامي سويه هاي .  ، انجام گرفتDNAاز پلاسميد حاصل بعنوان الگوي 

VRE واجد ژن vanAسپس آزمون .  بودندPCR با استفاده از DNA 
 vanBدر بررسي ژن مقاومت . نجام گرفتاboiling استخراج شده بروش 

معين گرديد كه اين ژن در برخي از سويه ها كروموزومي و در برخي نيز 
  .پلاسميدي بود

  
توزيع فراواني گونه هاي مختلف مربوط به جنس . 2جدول 

  نتروكوكوسا
  فراواني گونه هاي مختلف

 گونه انتروكوكوس
 درصد تعداد

E. faecium 402 56 

E. hirae 170 24 

E. faecalis 82 12 

E. gallinarum 25 5/3 

E. casseliflavus 16 2 

E. mundtii 11 5/1 

E. raffinosus 3 5/0 

E. dispar 2 3/0 

E. avium 1 2/0 

 100 712 جمع

  
  

درصد فراواني گونه هاي مختلف جنس انتروكوكوس بر . 3جدول 
  حسب تصفيه خانه محل جداسازي

  تصفيه خانه       
  

  گونه هاي
   انتروكوكوس

شهرك   صاحبقرانيه  شوش جنوب
  اكباتان

انحراف 
  معيار

E. faecium  8/64  8/63  9/47  3/55  9/7  

E. hirae  9/2  7/13  3/25  1/30  1/12  

E. faecalis  8/8  3/15  5/18  7/8  8/4  

E. gallinarum  1/19  0  7/1  5/2  9/8  

E. casseliflavus  5/1  6/5  8/0  8/1  1/2  

E. mundtii  9/2  0  3/3  3/1  5/1  

E. raffinosus  0  0  5/2  0  2/1  

E. dispar  0  6/1  0  0  8/0  

E. avium  0  0  0  3/0  1/0  
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درصد مقاومت آنتي بيوتيكي هر يك از گونه هاي مختلف . 5جدول 

  انتروكوكوس

  آنتي بيوتيك
  

  گونه هاي
  انتروكوكوس

 ونكومايسين تتراسايكلين جنتاميسين اريترومايسين سيپروفلوكساسين كلرامفنيكل

E. faecium 10 24 54 4 22 5 

E. hirae 0 3 2 0 2 0 

E. faecalis 2 12 9 2 41 0 

E. 
gallinarum 

4 12 12 0 16 0 

E. 
casseliflavus 

6 13 50 0 25 0 

  
  بحث

با انجام اين تحقيق مشخص گرديد كه، شيوع گونه هاي انتروككي 
اين . درسيستم فاضلاب شهر تهران از تنوع بسيار بالايي برخوردار مي باشد

 تنوع جداسازي گونه ها در مطالعات مشابه نيز ديده مي شود
  .)20و16و4و3و1(
 بود، اين نتايج E. faeciumدر اين مطالعه بيشترين سويه جدا شده  

در بيشتر مطالعات انجام گرفته در . منطبق بر مطالعات مشابه مي باشد
 بالاترين شيوع را داشته است E. faeciumساير نقاط جهان نيز همواره 

). 21(مي شود اما در مواردي نيز عكس اين قضيه ديده ). 20و16و4و3و1(
E. hirae دومين سويه غالب در فاضلاب شهري تهران بوده است؛ در ساير 

 از شيوع بالايي E. hiraeمطالعات انجام گرفته، كمتر ديده شده است كه 
اما در برخي از مطالعات نيز گزارشاتي از شيوع اين سويه . برخوردار باشد

  ). 23و22و2(مشاهده شده است 
بت به آنتي بيوتيك ونكومايسين در فاضلاب شـهري         مقاومت نس بطور كلي   

ميزان مقاومت نـسبت بـه ونكومايـسين در         . مي باشد %  3تهران در حدود      
بعنوان مثال ميزان مقاومـت     . ساير كشورها نيز تا حدودي متفاوت مي باشد       

 6، 4، 6، 4/0در كشورهاي اسپانيا، زلاندنو، فرانسه، آمريكا و پرتغال بترتيب  
 نيـز   Iversen و   Kuhn). 25و24و21و16و1(ش شـده اسـت      گزار% 20و  

نشان دادند كه ميزان مقاومت نسبت به ونكومايسين بترتيب در كـشورهاي        
  ).4و2(بود % 3 و 8-11اروپايي و همچنين سوئد بترتيب 

هـا در   VREتمامي اين اطلاعات نشان دهنده وجود اخـتلاف در فركـانس            
عليرغم اينكه در   .  مي باشد  كشورهاي مختلف و محلهاي جداسازي مختلف     

تمامي كشورهاي جهان گزارشاتي از وجود گونـه هـاي مختلـف انتروكـك               
ــر   ــسين نظي ــه ونكوماي ــاوم ب  وجــود دارد E. hirae و E. faecalisمق

، اما در اين بررسي و در فاضلاب شـهري تهـران مـا تنهـا                )26و23و4و2و1(
ن امـر خـود مـي    كه اي.   را جداسازي نماييمE. faeciumتوانستيم گونه 

تواند نشان دهنده عدم جود انتقال ژنهاي مقاومت به ونكومايسين در ميـان   
گونه هاي مختلف انتروكوكوس باشد كه در كشورهاي مختلف گزارش شده           

  ). 27(است 

از نظر مقاومت نسبت به آنتي بيوتيكهاي مختلف، مشابه با ديگـر كـشورها              
 درصـد پـايين و مقاومـت        بـا ) 26و24و20(مقاومت نسبت به كلرامفنيكـل      

نسبت به جنتامايسين با درصـد بـالا در ايـن مطالعـه مـشاهده مـي شـود                   
 همچنين مقاومت به اريترومايسين از شيوع بالايي برخوردار بوده      ).24و22(

كه بنظـر مـي     ) 26و24و22و21و20و12(و فراتر از ساير كشورها مي باشد        
  .خوراك دامها باشدرسد كه ناشي از مصرف بالاي اين آنتي بيوتيك در 

در ارتباط با الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي و همچنين محل جداسازي نمونه 
به اين . ها ارتباط معني داري با الگوي پلاسميدي مشاهده مي گردد

ترتيب، الگوي پلاسميدي خاصي در نمونه هايي كه از يك تصفيه خانه 
ي مقاومتي خاصي اين مسأله در مورد الگوها. بدست آمده، تكرار شده است

بطور كلي از . نظير مقاومت به ونكومايسين، شكل ديگري بخود گرفته است
 سويه مشاهده مي 19ي پلاسميدي مختلف در اين الگو 4آنجايي كه 

گردد، الگوهاي اين سويه ها كه از تصفيه خانه هاي مختلف جداسازي شده 
رش كلونال اين به اين ترتيب احتمال گست. متفاوت مي باشدبا يكديگر اند 

در ارتباط با تصفيه خانه هاي مختلف نيز اگر .  مي گردددركسويه ها 
تعداد سويه هاي مقاوم بدست آمده از همه يكسان بود، امكان قضاوت 

در اين مطالعه بيشتر نمونه ها متعلق به تصفيه . صحيح تري وجود داشت
  .خانه شهرك اكباتان مي باشد
يد سويه ها استنباط مي گردد، اين است كه آنچه از بررسي استخراج پلاسم

روش استخراج پلاسميد با توجه به حساسيت اين روش، تكرار پذيري و 
دقت آن مي تواند بعنوان يك روش قابل قبول در بررسي هاي 

در مورد تكرار پذيري آن، با انجام . اپيدميولوژيك مورد استفاده قرار گيرد
 روي سويه هاي فاقد پلاسميد و يا استخراج پلاسميد در دفعات مختلف بر

سويه هاي داراي چندين باند پلاسميدي مختلف و مشاهده الگوي يكسان 
در تمامي دفعات تكرار، مي توان گفت كه با رعايت شرايط مي توان به 

  . الگوهاي بدست آمده استناد نمود
امروزه در كشورهاي مختلف جهان روشهاي بيوشيميايي بعنوان معمولترين 

. اده ترين روشها جهت شناسايي باكتريها مورد استفاده قرار مي گيرندو س
اين روشها عليرغم ساده و قابل دسترس بودن و همچنين عدم نياز به 
امكانات پيچيده و دستگاه هاي خاص در عين حال داراي معايبي نيز مي 

مي از آنجمله، اين روشها زمانبر بوده و از دقت كافي نيز برخوردار ن. باشند
اين اشكال در مورد سويه هاي بدست آمده از نمونه هاي ). 18(باشند 

در طبيعت باكتريها بر . محيطي و مواد غذايي بيشتر نمايان مي گردد
خلاف محيط داخلي بدن و آزمايشگاه از تمامي امكانات لازم جهت رشد و 

. ندتكثير خود برخوردار نيستند و تقريبا همواره به حالت گرسنه بسر مي بر
بنابراين سيستمهاي تخميري قندهاي مختلف را كه بصورت اپروني مي 

  . باشند را خاموش و روشن مي نمايند
 بدليل سرعت و دقت بالا روش بهتري جهت تشخيص PCRاما در مقابل، 

 نيز روشي هزينه بر بوده و PCRالبته بايد توجه داشت كه . مي باشد
همچنين جهت .  خاصي مي باشدنيازمند استفاده از مواد و دستگاه هاي

 كلني باكتري مورد نظر بايد خالص باشد؛ زيرا در غير DNAاستخراج 
اينصورت و در صورت آلودگي ممكن است كه در هنگام آزمون باعث ايجاد 

اما عليرغم تمامي موارد ). 18(باندهاي اضافي و ناخواسته در واكنش شود 
و با سرعت بسيار  يك روش بسيار اختصاصي است PCRگفته شده، 

زيادي در مقايسه با آزمونهاي بيوشيميايي مي تواند با شناسايي ژن مورد 
  .  شناسايي جنس يا گونه باكتري گرددمنجر بهنظر، 
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در بيشتر مطالعات انجام گرفته در ساير نقاط جهان، بيشتر سويه ها يا 

 و كمتر اين دو ژنوتايپ با يكديگر vanB بودند يا ژن vanAداراي ژن 
 در كشورهاي مختلف در حدود vanAميزان شيوع ژن . گزارش شده است

همچنين ). 28و24و22و21و20و16و4و2(گزارش شده است % 100-57
 نيز در كشورهاي پرتغال، سوييس و  vanBميزان شيوع ژن مقاومت 

و در ) 28و22و4(گزارش شده % 23 و 14، 13ايتاليا بترتيب در حدود 
در سال ). 22و21و16و2(ساير نقاط نيز گزارشي از شيوع آن وجود ندارد 

دو سويه واجد هر دو  سويه مورد بررسي، 248 در آمريكا از مجموع 2005
  ).29( بودند vanB و vanAژن 
  

  نتيجه گيري
به رغم اينكه فاضلاب از طريق سيستم هاي لوله كشي و جمع آوري 
مركزي جمع آوري مي شود؛ اما كوچكترين نقصي در اين سيستم و يا 

تركيدگي و پوسيدگي لوله ها منجر به راه يافتن فاضلاب و ارگانيسمهاي 
 VREبا انتقال . به آبهاي زير زميني و سطحي مي گرددپاتوژن همراه آن 

به آبهاي سطحي و همچنين مصرف اين آبها سلامت عمومي جامعه نيز 
  . ممكن است در معرض تهديد قرار گيرد

  
  تشكر و قدرداني

اين مطالعه در قالب طرح تحقيقاتي با حمايت معاونت تحقيقات و فناوري 
.  كشور به انجام رسيده استوزارت بهداشت درمان و آموزش پزشكي

 .Drهمچنين نويسندگان اين مقاله مراتب قدرداني و تشكر خود را از 
Patrice Courvalin از انستيتو پاستور فرانسه كه در تهيه سوشهاي 

  .نمايدمي كنترلي همكاري نمودند، اعلام 
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