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 چکیده
ی مقاومت به ها ژنبرای کسب  ها آنتوانمندی بالای  .باشند یمگوارش انسان ها جز فلور طبیعی دستگاهانتروکوکوس

ی ها یباکتریکی از  انتروکوکوس فکالیسرا با مشکلات جدیدی مواجه کرده است.  ها آنیک، درمان وتیب یآنت

گردد. هدف از این مطالعه بررسی شیوع ی در انسان میتوجه قابلهای باشد و سبب ایجاد عفونتی گوشت می کننده آلوده

 .باشد یمی مصرفی ها گوشتهای مقاوم به جنتامایسین در انتروکوکوس فکالیسدر  bla SHVو  bla TEMی ها ژن

ی ها ی با استفاده از آزمایشآور جمعشهرستان بروجرد پس از   کشتارگاهی مصرفی ها گوشتاز  انتروکوکوس نمونه 181

ها با روش دیسک دیفیوژن بر ی این جدایهبر روی کیوتیب یآنتبیوشیمیایی شناسایی شدند. سپس آزمایش حساسیت 

های مقاوم به جنتامایسین با در سویه bla SHVو  bla TEMی ها ژنانجام گردید و در نهایت فراوانی  CLSIاساس دستور 

 ی قرار گرفت.سموردبرر PCRاستفاده از پرایمرهای اختصاصی، با روش 
به  ها هیسو% از 29/96بیوگرام مشخص گردید جدا شد. با آزمایش آنتی انتروکوکوس فکالیسنمونه  81نمونه،  181از 

 % به کلرامفنیکل،50/39ین، لیس یآمپ% به 50/39% به تتراسیکلین، 96/41ین، لیس یپن% به 79/56اریترومایسین، 

% به مروپنم 46/2% به سیپروفلوکساسین و 70/3% به استرپتومایسین، 38/4جنتامایسین، % به 64/8% به لینزولید، 86/15

 مشاهده نشد. bla SHVو   bla TEMهای ی مقاوم به جنتامایسین ژنسویه 7مقاوم بودند و در بین 

شوند، عدم ردیابی میی منتقل آسان  بههای بتالاکتاماز از طریق پلاسمید های مولد آنزیمبا توجه به این موضوع که ژن

های عامل مقاومت به جنتامایسین ها همراه ژندهد که این ژنی نشان میموردبررسهای های مذکور در میان باکتریژن

  بررسی مشاهده نشد.بیوتیک موردها و آنتیداری بین این ژنی منطقی و معنیشوند، بنابراین رابطهمنتقل نمی
 

 ای پلیمرازیفکالیس، جنتامایسین، واکنش زنجیرهانتروکوکوس  :ها کلیدواژه
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 قدمهم

مثبتی هستند که های گرمها، کوکسیانتروکوکوس

کومنسال در دستگاه گوارش انسان و سایر  صورت به

ها کنند. این باکتریحیوانات نیز زندگی می

هوازی اختیاری و کاتالاز منفی هستند های بی ارگانیسم

% از سدیم 5/6که با داشتن توانایی رشد در غلظت 

( و همچنین با داشتن قدرت pH=9.6بالا ) pHکلرید، 

 --پیرولیدونیل -Lهیدرولیز بایل اسکولین، 

ترین . شایع[]شوند یم( شناسایی PYRنفتیلامید )

های انسانی، های دخیل در عفونتانتروکوکوس

درصد( و  85 -90) انتروکوکوس فکالیس

درصد( هستند که منجر  5 -10) انتروکوکوس فاسیوم

های مجاری ادراری، باکتریمی، به ایجاد عفونت

های داخل شکمی و لگنی، اندوکاردیت و عفونت

 شوند.اندوفتالمیت می

 انتروکوکوسییک منبع  عنوان بهی غذایی  رهیزنج

و  []است شده شناختهمقاوم به عوامل ضدمیکروبی 

حیوانی مانند گوشت  منشأها در غذاهای با این باکتری

 ها آنزیستگاه اصلی  که ییآنجا ازو شیر وجود دارند. 

ی برای توجه قابلد، پتانسیل باش یمدستگاه گوارش 

ی . مرحله []در زمان کشتار دارند ها گوشتآلودگی 

ها از نقاط بحرانی در ی احشاء در کشتارگاهتخلیه

. در میان []ای استی گوشت به مواد رودهآلودگ

ترین مواد محصولات غذایی، گوشت یکی از حساس

آید، زیرا محیطی بسیار به شمار می ریفسادپذغذایی 

ها ها، مخمرها و کپکمساعد جهت فعالیت میکروب

ترموتولرانت بوده که اسپور  اکثراًها است. این باکتری

ها ی بقای آندهندهنشانکنند و این موضوع تولید نمی

است. تعداد  شده پختههای خام و در گوشت

های آلوده مرغ، های زنده در گوشتانتروکوکوس

 .[]باشد یم  cfu/g104-102 بین  معمولاًخوک و گاو 

ی ها ژنها سبب اکتساب و نیز انتقال انتروکوکوس

عوامل مقاومت  توانند یم ها آن. شوند یمعامل مقاومت 

 که نیا تر کننده نگرانرا از چندین گونه کسب کنند و 

ی مهم بالینی ها یباکتری مقاومت به ها ژنسبب انتقال 

 اشریشیا کلی، کلستریدیوم دیفیسیل،همچون: 

ها و استرپتوکوکوس استافیلوکوکوس اورئوس،

یی که ها مقاومت ازجمله .[]شوند لیستریای ها گونه

به مقاومت  توان یماست  جادشدهیاها انتروکوکوسدر 

ها و نسبت به دوزهای بالای آمینوگلیکوزیدها، بتالاکتام

. در اکثر موارد مقاومت []گلیکوپپتیدها اشاره کرد

اکتسابی بتالاکتامازها سبب مقاوم شدن به طیف وسیعی 

ها نظیر آمینوگلیکوزیدها )مانند بیوتیکاز سایر آنتی

ها که بسیاری از . این آنزیم[]گرددجنتامایسین( می

( نامیده ESBLsالطیف )ها بتالاکتامازهای وسیعآن

تقسیم  Dتا  Aشوند، به چهار گروه اصلی  می

های بتالاکتاماز بندی آنزیم. در این تقسیم[]شوند می

TEM  وSHV  در گروهA  وسیعی  طور بهقرار دارند و

توسط  معمولاًو  اند شده گزارش اشریشیا کلیدر 

های . ژن[]شوندهای پلاسمیدی رمزدهی می ژن

ESBLs ًقرار  انتقال قابلبر روی پلاسمیدهای  معمولا

های مقاومت به سایر ها ژندارند که اغلب آن

کنند، لذا بیوتیکی را نیز با خود حمل میهای آنتی گروه

. []ارندبیوتیکی نقش مهمی ددر انتقال مقاومت آنتی

های موجود در عنوان یکی از بحرانبه مسئلهو این 

 ها مطرح است.های ناشی از این باکتریدرمان عفونت

تعیین میزان مقاومت  هدف بااین مطالعه 

 جداشده انتروکوکوس فکالیسهای بیوتیکی جدایه آنتی

شهرستان بروجرد و  های مصرفی کشتارگاهاز گوشت

در  SHVو  TEMالطیف شناسایی بتالاکتامازهای وسیع

 .های مقاوم به جنتامایسین انجام شدسویه
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 هامواد و روش

نمونه  181 آوری و شناسایی باکتری: جمع

از  1393-1394های در طی سال انتروکوکوس

شهرستان بروجرد  های قرمز کشتارگاهگوشت

برداری به روش سوآب  نمونه آوری گردید. جمع

برداری انجام شد، بدین صورت که از سطح 

مترمربع با دو سوآب از سطح گوشت سانتی100

هایی که برداری انجام شد. این سطح با فریمنمونه

متر مربع بود تعیین سانتی 100مساحت داخلی آن

برداری از چهار ناحیه گردن، قسمت شد. نمونه می

کفل انجام شد. عمل خلفی عضلات دست، تهیگاه و 

صورت افقی و عمودی ابتدا با سوآب سوآب کشی به

مرطوب و سپس با سوآب خشک انجام گرفت. در 

براث  BHIهای حاوی نهایت هردو سوآب در لوله

 ها به آزمایشگاه منتقل شدند.قرار داده شدند و نمونه

آمیزی پس از تهیه کشت خالص، با استفاده از رنگ

، رشد در PYRتالاز، بایل اسکولین، های کاگرم، آزمون

ها % کلرید سدیم، نمونه5/6براث حاوی  BHIمحیط 

های . سپس نمونه[7]در حد جنس شناسایی شدند

با استفاده از آزمایشات تولید اسید از  انتروکوکوس

مانیتول، سوربیتول، سوربوز، آرابینوز و ساکاروز در 

مایشات حد گونه شناسایی شدند. که بعد از انجام آز

انتروکوکوس جدایه  81فوق مشخص گردید که 

بودند. از  انتروکوکوس فاسیومجدایه  100و  فکالیس

 و E. faecalis ATCC29212های استاندارد  سویه

E. faecalis ATCC51299 کنترل  هایعنوان سویهبه

استفاده شد. جهت بررسی مقاومت دارویی با روش 

( مقاومت Kirby- Baurاستاندارد دیسک دیفیوژن )

 هایبیوتیکهای جداسازی شده نسبت به آنتیسویه

(، μg/disc10سیلین )(، آمپیμg/disc15اریترومایسین )

(، μg/disc30(، ، تتراسیکلین )μg/disc10جنتامایسین )

(، سیپروفلوکساسین μg/disc10سیلین )پنی

(μg/disc5( کلرامفنیکل ،)μg/disc30 لینزولید ،)

(μg/disc30مر ،)( وپنمμg/disc10 و استرپتومایسین )

(μg/disc30بیوتیکی از های آنتی( ارزیابی شد. )دیسک

دانمارک تهیه گردید(. سپس با به  ROSCOشرکت 

ها بر دست آوردن قطر هاله، سنجش مقاومت سویه

اساس کمیته استانداردهای بالینی و آزمایشگاهی 

CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute.انجام گرفت ) 

، از کشت DNAجهت استخراج : DNAاستخراج 

 Merckبراث ) BHIها در محیط ساعته نمونه 24

آلمان( استفاده شد که با استفاده از سانتریفیوژ، رسوب 

آوری گردید و استخراج طبق دستورالعمل سلولی جمع

)سینا ژن( انجام گردید و  DNAکیت استخراج 

DNAردیده تا زمان انجام های استخراج گPCR  در

 داری شد.نگه -20فریزر 

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی : PCRآزمون 

( گرفته شده از 1 )جدول SHVو  TEMهای ژن

مقالات و خریداری شده از شرکت پیشگام صورت 

 5/7)مقدار  μl25در حجم  PCRگرفت. واکنش 

، Master mix 1Xمیکرولیتر  dsH2O ،5/12میکرولیتر 

با  Primer Rمیکرولیتر  1و  Primer Fمیکرولیتر  1

 DNA Templateمیکرولیتر  3پیکومولار و  20غلظت

( طبق برنامه دمایی و زمانی زیر ng/µl15با غلظت 

 انجام شد.

به  DNA، برای دناتوراسیون اولیه TEMدر ژن 

 دقیقه در دمای 5مدت 
o
c95  قرار داده شد و بعد از آن

o دناتوراسیون در
c95  دقیقه، الحاق پرایمرها  1به مدت

oهدف در  DNAبه 
c60  دقیقه و تکثیر  1به مدت

oپرایمرها در 
c72  چرخه تکرار  35دقیقه در  1به مدت
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oدقیقه جهت تکثیر نهایی در  10شد و سرانجام 
c72 

 قرار گرفت. 

در دستگاه  PCRفرآیند  SHVبرای ژن 

oدقیقه دمای  3ترموسایکلر شامل؛ 
c95ه دنبال آن ، ب

دقیقه دمای  1سیکل که هر دوره سیکل شامل؛  35
o
c95 ،1  دقیقه دمایo

c53  دقیقه  1برای واسرشتگی و

oدمای 
c72  جهت تکثیر و در آخر جهت تکثیر نهایی

oدقیقه در دمای  7
c72 .بود 

از ژل آگاروز  PCRجهت الکتروفورز محصولات 

)سینا ژن( استفاده شد. برای  TBE 0.5 X% و بافر 5/1

از یک مارکر مولکولی  PCRتعیین سایز محصولات 

آلمان( استفاده شد. باندهای  Merckجفت بازی ) 100

DNA آمیزی توسط  بعد از رنگSafe stain (Merck 

 Gel-documentationآلمان( با استفاده از دستگاه 

(Vilber-Lourmat مشاهده گردید. در )نهایت  فرانسه

 آنالیز شدند. Excelنتایج حاصل با استفاده از نرم افزار 

عنوان کنترل مثبت به E. faecalis ATCC29212از 

)تهیه شده از بانک  SHVو  TEMهای برای ژن

میکروبی انستیتو پاستور( استفاده شد. سویه استاندارد 

به شکل لیوفیلیزه خریداری و عملیات احیای آن با 

براث و گرماگذاری آن به کشت در محیط نوترینت 

درجه سلسیوس انجام  37ساعت در دمای  24مدت 

 .[]گردید

 هایافته

آوری های قرمز جمعی گوشتنمونه 181از 

های شهرستان بروجرد بعد از انجام ی کشتارگاه شده

 81ی، مشخص شد که دییتأهای بیوشیمیایی و تست

نمونه  100و  انتروکوکوس فکالیس%( 75/44نمونه )

 جداسازی شد. انتروکوکوس فاسیوم%( 24/55)

بیوگرام به روش انتشار از دیسک نتایج تست آنتی

نمونه، مقاوم  81%( از 64/8مورد ) 7مشخص کرد که 

بیوگرام باشند. نتایج حاصل از آنتیبه جنتامایسین می

ی های چندگانهی مقاومتدهنده( نشان1)نمودار

. بیشترین میزان مقاومت های مختلف بودسویه

نسبت به  CLSI 2013برحسب استاندارد 

سیلین %(، پنی29/96های اریترومایسین ) بیوتیک آنتی

%( و لینزولید 96/41) %(، تتراسیکلین79/56)

%(، و کمترین میزان مقاومت نسبت به 86/41)

%(، سیپروفلوکساسین 46/2های مروپنم )بیوتیک آنتی

%( و جنتامایسین 83/4) %(، استرپتومایسین70/3)

%( مشاهده شد. پس از بررسی ژنوم استخراج 64/8)

های مقاوم به جنتامایسین انتروکوکوس فکالیسی شده

ی سویه 7یک از ، مشخص شد در هیچPCRبا آزمون 

وجود  SHVو  TEMهای مقاوم به جنتامایسین، ژن

 (.1 ندارد )تصویر

 
 استفاده شده در این پژوهشتوالی پرایمرهای  :1جدول

 (35توالی پرایمر ) ژن
طول قطعه 

(bp) 
 منبع

TEM F: ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 

R: TTACCAATGCCTTAATCAGTGA 
1000 (15). 

SHV 
F: TCAGCGAAAAACACCTTG 

R: TCCCGCAGATAAATCACCA 
475 (1). 
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 جدا شده از گوشت انتروکوکوس فکالیسهای  بیوتیکی سویه توزیع الگوی مقاومت آنتی: 1نمودار 

 

 
bla TEM  bla SHV 

 

 .bla SHVو  bla TEM های های مقاوم به جنتامایسین برای ژنانتروکوکوس فکالیسهای نمونه PCR: ژل الکتروفورز محصولات 1تصویر

 عنوانبه  ATCC 29212 (PC) (، ستون سومNCجفت بازی، ستون دوم کنترل منفی ) 100( مارکر Ladderاز چپ به راست به ترتیب، ستون اول)

 های مورد آزمایش.نمونه 1 -3های شماره کنترل مثبت  و

 

 یریگ جهینتبحث و 

عنوان یکی از ی غذایی بهی زنجیرهطورکل به

های مقاوم به مسیرهای اصلی برای انتقال باکتری

بیوتیک بین جمعیت انسانی و حیوانی به شمار  آنتی

ترین منابع پروتئینی به . گوشت یکی از مهم[]رود می

های مشترک بین انسان آید. بسیاری از بیماریشمار می

های آلوده یق خوردن گوشتتوانند از طرو حیوان می

سالم بودن گوشت از  رو نیازابه انسان منتقل شوند. 

اهمیت بالایی در حفظ سلامت جامعه برخوردار است. 

به دلیل ماهیت خود گوشت و تهیه آن از منابع 

حیوانی، عدم وجود فرآیند حرارتی در حین کشتار و 

اندک انجماد در کاهش بار میکروبی، گوشت خام  ریتأث

 در گروه غذاهای با ریسک بالای میکروبی قرار دارد

[,]. ًی ها نمونهدر  انتروکوکوس فکالیس  معمولا

و  ها گوشتدر  انتروکوکوس فاسیومبالینی و 

 181در این پژوهش  ی غالب هستند.ها گونهسبزیجات 

 81شد که  از گوشت جداسازی انتروکوکوسنمونه 

نمونه  100%( و 75/44) انتروکوکوس فکالیسنمونه 

یی ها پژوهشدر %( بود. 24/55) انتروکوکوس فاسیوم

، دکتر سیما 2015در سال  Merk vrabecکه توسط 

و محمد امانه ای و  2008سود و همکاران در سال 

انجام شد مشخص گردید که  2008همکاران در سال 
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بیشتر  انتروکوکوس فکالیسهای بالینی تعداد در نمونه

 . [,,] باشدمی فاسیوماز 

ی ویرولانس در ها ژنلازم به ذکر است شیوع 

جدایه های بالینی بیشتر از مواد غذایی و گوشت است 

ی نیز در کیوتیب یآنتی ها مقاومت جهینت درپس 

ی ها پژوهشی بالینی بیشتر خواهد شد. که ها نمونه

Abriouel و همکاران این موضوع را ثابت کردند[] . 

بیوتیکی، آمار مقاومت در مورد مقاومت آنتی زنظرا

های مختلف، متفاوت بود. مقاومت نسبت بیوتیکآنتی

%(، سیپروفلوکساسین 46/2های مروپنم )بیوتیکبه آنتی

%( و جنتامایسین 83/4%(، استرپتومایسین )70/3)

ود اختصاص دادند و %( کمترین میزان را به خ64/8)

های بیوتیکبیشترین مقاومت نسبت به آنتی

%( مشاهده 79/56سیلین )%(، پنی29/96اریترومایسین )

تواند بیانگر میزان مصرف این مسئله میشد. 

هایی بیوتیکبیوتیک در یک منطقه باشد. آنتی آنتی

سیلین به مراتب بیشتر از همانند اریترومایسین و پنی

گیرند. قرار می مورداستفادهها، بیوتیکسایر آنتی

ها در مناطق بیوتیکمقاومت دارویی نسبت به آنتی

مختلف ایران و جهان به دلیل تغییرات ژنتیکی در 

و تفاوت در میزان مصرف  جادکنندهیاهای سویه

میزان دسترسی به  درها و وجود اختلاف بیوتیک آنتی

 هایباکتری ازآنجاکهگیرد. ها صورت میبیوتیکآنتی

 باقی محیط در طولانی مدت برای توانندمحیطی می

 برای اصلی مخازن عنوانبه را هاتوان آنمی بمانند،

 مقاومت یها ژن گرفت. در نظر مقاومت هایژن انتقال

ها طریق پلاسمید، ترنسپوزون و یا اینتگرون از اغلب

که  شده مشخص یخوب بهیابند. ها انتشار میبین باکتری

 سریع انتشار عوامل نیتر مهماز  یکی پلاسمیدها

در  .[]هستند ها یباکتر میان در یکیوتیب یآنتمقاومت 

 2012و همکاران در سال   Chedlyهایپژوهش

مقاومت بالا نسبت به اریترومایسین و نیز در 

، 2003و همکاران در سال Hayesهای  پژوهش

مشاهده شد. سیلین  بیشترین مقاومت نسبت به پنی

همچنین بیشترین میزان حساسیت نسبت به 

های مروپنم و سیپروفلوکساسین مشاهده  بیوتیک آنتی

مطالعات فرزاد محمدی و  شده حاصلشد. در نتایج 

 انتروکوکوس فکالیسهای  همکاران نشان داد سویه

 ی فوق داشتندها کیوتیب یآنتحساسیت بالایی نسبت به 

[,]. 

تواند بیانگر میزان مصرف این مسئله می

هایی بیوتیکبیوتیک در یک منطقه باشد. آنتی آنتی

بیشتر از  مراتب بهسیلین همانند اریترومایسین و پنی

گیرند. قرار می مورداستفادهها، بیوتیکسایر آنتی

ها در مناطق بیوتیکمقاومت دارویی نسبت به آنتی

در  مختلف ایران و جهان به دلیل تغییرات ژنتیکی

و تفاوت در میزان مصرف  جادکنندهیاهای سویه

میزان دسترسی به  درها و وجود اختلاف بیوتیک آنتی

 گیرد.ها صورت میبیوتیکآنتی

ی بتالاکتاماز ها ژندر این پژوهش میزان حضور 

TEM  وSHV  های مقاوم به جنتامایسین  یهسودر

 Merk ی مشابهی که توسط  مطالعهمشاهده نشد. در 

vrabec  در دانشگاه پزشکی و  2015در سال

ی ها ژنبررسی  منظور  بهداروسازی اسلواکی 

 جداهای انتروکوکوسدر  SHV و TEMبتالاکتاماز 

از پنیرهای مصرفی صورت گرفت در هیچ  شده

 تواند یمکه  .[]ی نامبرده مشاهده نشدها ژنی ا هیسو

عامل مقاومت در  SHVو  TEM ی ها ژننشان دهد 

 ها نبوده است. انتروکوکوس

در  bla SHVو  bla TEMهای در این بررسی ژن

لذا این  های مقاوم به جنتامایسین مشاهده نشد.سویه

 bla SHVو  bla TEMی ها ژن دهد یمموضوع نشان 
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 کیوتیب یآنتهای عامل مقاومت به همراه با ژن

و همچنین این احتمال  دنشو ینمجنتامایسین منتقل 

های مقاومت به رود که علاوه بر وجود ژنمی

 هایجنتامایسین و انتقال توسط پلاسمیدها، مکانیسم

مانند  الطیفوسیع بتالاکتامازهای از غیر دیگری

 مقاومت سبب هادر پورین تغییر و ترشحی های پمپ

یی مواد غذاهای موجود در گوشت و باکتری .گردند یم

ها دارند. تاکنون بیوتیکزیادی نسبت به آنتیحساسیت 

های بتالاکتاماز در ی ژنبر روهای مستقیمی بررسی

های مقاوم به جنتامایسین در انتروکوکوس فکالیس

های قرمز مصرفی چه در داخل و چه در خارج گوشت

 از کشور صورت نگرفته است.

 الگوی مقاومتی هایشباهت اثبات با است بدیهی

 با توانها، میباکتری محیطی و بیمارستانی ی ها سویه

 بروز محیطی، احتمال یها یآلودگ از پیشگیری و کنترل

توان . در نتیجه می[]داد کاهش را بالینی یها مقاومت

بالینی به زنجیره  منشأهای با از انتقال و انتشار باکتری

غذایی جلوگیری کرد و سلامت و کیفیت مواد غذایی 

 .حفظ شود
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