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ABSTRACT 
Background and Aim: Enterococcus species are opportunistic pathogens and their 

pathogenicity seems to be related to the presence of a number of pathogenicity genes. Since 

donkey’s milk is a new non-allergenic source of nutrition, this study was performed to assess 

the antibiogram and detection of pathogenicity genes in some Enterococcus faecalis isolates 

from donkey’s milk.  

Materials and Method: In this experimental study, several Enterococcus faecalis isolates 

were isolated from donkey’s milk. Resistance patterns of the isolates to 10 antibiotics 

including vancomycin were investigated based on CLSI protocol. Statistical comparison was 

made by Fisher's exact test. Polymerase chain reaction (PCR) amplification was used to study 

gel E, esp, ace, as and efaA pathogenicity related genes. 

Results: Enterococcus faecalis isolates showed a different antibiogram pattern. Isolates were 

resistant to azithromycin, and erythromycin, but were susceptible to ampicillin and penicillin. 

Previously isolated LUB93929 and LUB93101 isolates were found to be susceptible and 

resistance to vancomycin, respectively. GelE, ace and efaA genes were detected in both 

Enterococcus faecalis isolates and also in Enterococcus faecalis in the control strains. The 

aggregation substance gene (as) was only amplified in LUB93101 isolate. Interestingly, esp 

gene was not detected in any of the isolates.  

Conclusion: Despite resistance to vancomycin and presence of some pathogenicity related 

genes in this study, Enterococcus faecalis isolates may not be human pathogens due to lack of 

pathogenic factors. The esp gene is crucial for biofilm formation and rise of nosocomial 

infections. Donkey’s milk Enterococcus faecalis isolates are not able to form biofilm and 

seem not to bring any problem.  
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 های انتروکوکوس فکالیسزا در سویهبیماریمرتبط های و ردیابی ژنبیوگرام بررسی آنتی 
 

 1، محمد جواد اکرمی3، احمد اسماعیلی2، فرهاد نظریان فیروزآبادی1مهدی باقری ششده

 .، ایرانآباد خرم، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، زراعت و اصلاح نباتات بیوتکنولوژی، گروه  کارشناس ارشد انشجوی د .1

 :ترونیکپست الک، 322-200033312 :ثابت تلفن ،(مولف مسئول)ایران ، آباد خرم، دانشکده کشاورزی دانشگاه لرستان، اصلاح نباتاتگروه زراعت و بیوتکنولوژی، استاد . 2

nazarian.f@lu.ac.ir  

 .ایران  ،آباد خرم، دانشکده کشاورزی دانشگاه لرستان، گروه  زراعت و اصلاح نباتاتدانشیار ژنتیک مولکولی،  . 0

 

 چکیده

زایی  ناشی از حضور چند ژن عامل بیماری ها آنزایی  هستند که بیماری یطلب فرصتهای ها، پاتوژن انتروکوکوس: زمینه و هدف

بیوتیکی و تشخیص حضور  یآنت مقاومتی جدید غیر آلرژیک برای انسان است؛ لذا بررسی الگوی ا منبع تغذیه الاغ یرش. است

  .های جداسازی شده از آن ضرورت دارد زایی انتروکوکوس فکالیس در بیماری مؤثرهای مهم و  برخی ژن

ها  الگوی مقاومت این سویه. آوری شدانتروکوکوس فکالیس از شیر الاغ جمع  ین مطالعه تجربی، تعدادی سویهدر ا: روش بررسی

قرار و مقایسه مورد بررسی و با استفاده از آزمون فیشر  CLSIبر اساس پروتکل بیوتیک از جمله ونکومایسین  آنتیده نسبت به 

 .صورت گرفت PCRبه کمک  efaAو  gelE ،esp ،ace ،asزایی  های بیماری آزمون تکثیر ژن. گرفت

سیلین و  های اریترومایسین و آزیترومایسین مقاوم و نسبت به آمپی بیوتیک های انتروکوکوس فکالیس نسبت به آنتی سویه: هایافته

نکومایسین نسبت به وجداسازی شده در مطالعه قبلی، به ترتیب  LUB93101و  LUB93929 هایسویه. سیلین حساس بودند پنی

 ، gelEهای  انتروکوکوس فکالیس به همراه سویه شاهد، دارای ژن ی یهدوسوهر نشان داد که  PCRآزمون . حساس و مقاوم بودند

efaA   وace  ژن . بودندas ها ژن از سویه کدام هیچ دردر نهایت . حضور داشت تنها در یک سویهesp مشاهده نشد. 

ها، به دلیل عدم وجود مجموع  زا و مقاومت به ونکومایسین در برخی از سویه های بیماریژنرغم وجود برخی یعل :گیری نتیجه

در تشکیل بیوفیلم و اجتماع eps ن ژ .زا نباشند های انتروکوکوس فکالیس شیر الاغ احتمالاً بیماریزایی، سویه فاکتورهای بیماری

 رسد یمرو به نظر دهند و از اینکالیس شیر الاغ بیوفیلم تشکیل نمیهای انتروکوکوس فدخالت دارد، سویه بیمارستانیهای عفونت

 . ساز نباشندمشکل که

 زایی، شیر الاغژن بیماری، انتروکوکوس فکالیس، آنتی بیوگرام :کلید واژه ها

 7/2/79:پذیرش    2/2/79:   اصلاحیه نهایی    12/13/79:  وصول مقاله
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 مقدمه

گرم  ییها یباکتر (Enterococcus)ها وسانتروکوک

در دستگاه  و کاتالاز منفی هستند که به طور طبیعی مثبت

میان  در .شوند یم یافت خاک و آب، گوارش پستانداران

، دو گونه انتروکوکوس وسجنس انتروکوکهای  گونه

 وسو انتروکوک (Enterococcus faecalis)فکالیس

 ییها نپاتوژ عنوان به (Enterococcus faecium)یومفاس

 یومیباکتر های عفونتدرصد  یشافزا عاملو  طلب فرصت

ی شناخته شده دستگاه ادرار یها عفونت ی وداخل شکم

از  ها بیوتیک یاز آنت یاریبه بسنسبت  هر دو گونه .(1)هستند 

و سطوح  یلینس یپن ینکوزامیدها،ل ها، سفالوسپورین جمله

. ر هستندینوگلیکوزیدها از مقاومت ذاتی برخورداآم یینپا

 های گونه در ییح مقاومت چند دارووسط یشافزا

به صورت  انتروکوکوس فاسیومانتروکوکوس فکالیس و 

 (2)ی و از جمله ایران بهداشت عمومی در بزرگ تهدید

های  گزینه مطرح شده است که پیامد آن محدود شدن

سیلین وجود داشته  مقاومت به آمپی که یهنگام. ی استدرمان

هایی چون  بیوتیک یشامل آنت ینی معمولاًبالباشد، درمان 

دارای  و تر گران یارکه بس لینوزئید و ونکومایسین است

های انتروکوکوس  گونه .عوارض جانبی بیشتری هستند

هایی  های بیمارستانی، در بسیاری از کشورها نگرانی عفونت

که  دهند مینشان  مطالعات جدید. اند را ایجاد کرده

یکی، تبادل مواد ژنت انایی بسیار زیادی درتو هاوسانتروکوک

های ژنو  ها بیوتیک به آنتی مقاومت های جمله ژن از

و  یدپلاسم از طریق هاپاتوژن سایرخود و  ینب زایی در بیماری

ه ها ب زایی انتروکوکوس بیماری. را دارند ها ترانسپوزون

های  خصوص انتروکوکوس فکالیس، تحت کنترل ژن

های پروتئولیتیک و  آنزیم هایی چون؛ ی آنزیم کدکننده

تجمع )، چسبندگی (ژلاتیناز و سرین پروتئاز)سیتولیزین 

esp: )ماده، پروتئین سطحی انتروکوکوس 

enterococcal surface protein) پروتئین چسبندگی ،

ژن  یآنت، (ace: collagen-binding protein)کلاژن 

A (efaA: E. faecalis Endocarditis Antigen 

A ) (0-2) استو کپسول پلی ساکاریدی دیواره سلولی .

و ژل الکتروفورز در میدان  زایی های بیماری مشخصات ژن

 یمنشأها با  انتروکوکوس فکالیس های ضربانی باکتری

 هایبا توجه به الگو ،و مدفوع انسان ییمواد غذا یوانی،ح

در نتیجه  هستند، بسیار شبیه به یکدیگر ها، آن مقاومت

ی برای ا بالقوهحیوانی خطر  منشأروکوکوس فکالیس با انت

محسوب ریسک اپیدمی در جوامع انسانی  نظراز انسان 

 .(9)د نشو می

مصرف  به صورت استریلکه  یهنگامشیر  یژهبه و لبنی، مواد

از منشأ  زا بیماری وسهای انتروکوک گونه عامل انتقال، نشوند

دستگاه گوارش  توانند در می یتنها در که یوانی هستندح

انتروکوکوس  های گونههجوم  .(9) دنبمان یانسان باق

 در به دستگاه گوارش انسان محصولات لبنی زای بیماری

گزارش و مورد بررسی از کشورها در سراسر جهان  یبرخ

توسط  شیرآلودگی  ین،علاوه بر ا. (7)قرار گرفته است 

 آینددر طول فر حیواناز مبدأ مدفوع  هاوسانتروکوک

دوشش  یزاتمانند تجه) یطیمح یستاز منابع ز یردوشی یاش

 یکروبیدر آلودگی م مهمعامل  یک( آلوده یا آب

های  گونه از طرف دیگر،. (13) است محصولات لبنی

حیوانات ورم پستان  در بیماریپاتوژن غالب  ،انتروکوکوس

را  یرش کیفیت و سلامت که سلامت پستان و شیرده هستند

 .(11) دهند می تحت تأثیر قرار

در  زایی یماریبمرتبط به  یها ژنمطالعه میزان رخداد 

انسانی و مواد لبنی در شمال ایتالیا نشان داد که هر  یها نمونه

و   Enterococcus faecalisدو گونه 

Enterococcus faecium   زای یماریب یها ژندارای 

به  ها آنمشترکی هستند، اما نحوه مقاومت 

در مطالعه دیگری . (12) رایج متفاوت استایه بیوتیک یآنت
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که در برزیل روی سلامت شیر بوفالو صورت گرفت، 

ها و فاکتورهای محققان نتیجه گرفتند که به دلیل وجود ژن

، ریسک Enterococciهای جنس در گونه زایی یماریب

-ایجاد بیماری در انسان محتمل است زیرا این قبیل میکروب

 (.10)هستند  طلب  فرصت یاربسها 

رغم مزایای فراوان شیر الاغ همانند چربی کم، کازئین یعل

پایین، لیزوزیم فراوان، وجود مقادیر بالایی از اسیدهای 

ی از ابهنمتچرب اشباع نشده، کلسترول اندک، وجود مقادیر 

تر شباهت  و از همه مهم Cو  A ،Bهای  های گروه ویتامین

یق جامعی در خصوص یر آن به شیر انسان، هنوز تحقنظ کم

مطالعات در مورد . فلور باکتریایی آن صورت نگرفته است

ی طولانی ا سابقهای شیر الاغ  یهتغذترکیبات غذایی و ارزش 

تحقیقات سعی شده است تا به  در بیشتر این قبیل. (10)دارد 

، ضد میکروبی، ضد  یضدالتهاببررسی خواصی چون اثرات 

هایت اثبات ارزش غذایی سرطانی، ضد تصلب شرایین و در ن

توان  مطالعات اندکی را می .این نوع شیر پرداخته شود

های بهداشتی و شناسایی عوامل  برشمرد که روی جنبه

زای موجود در این شیر در دنیا و بخصوص ایران  بیماری

تمایل به استفاده از شیر الاغ در جهان . باشند متمرکزشده

ت به شیر گاو در حال عنوان یک منبع غذایی جانشین نسب به

ها  یشت آنمعدر ایران عشایر با توجه به نوع . افزایش است

احتمالی  های صورت روزانه در تماس با شیر الاغ و پاتوژن به

های فرصت  با توجه به وجود پاتوژن. باشند موجود در آن می

ها، احتمال آلودگی و انتقال این طلب از جمله انتروکوکوس

این قشر بسیار زیاد است، به خصوص آنکه ها در میان پاتوژن

-امروزه بسیاری از مردم به مصرف لبنیات محلی روی آورده

مقاوم در برابر  های وسانتروکوک یوعشایران در . اند

در  یتاستفاده از آزمون حساس ی مختلف باها بیوتیک آنتی

بررسی شده است  های انسانی های حاصل از عفونت جدایه

بررسی شیوع  ای نسبت به اکنون مطالعه، اما ت(2، 19-11)

های عامل  ها و ژنبیوتیکی انتروکوکوس مقاومت آنتی

زایی آن در شیر، به خصوص شیر الاغ صورت  بیماری

های  این مطالعه با هدف بررسی ارتباط ژن .نگرفته است

های انتروکوکوس فکالیس جداسازی شده زایی سویه بیماری

با بروز مقاومت یا حساسیت به ها  از شیر الاغ و ارتباط آن

بیشتر به اهمیت این مطالعه . ها صورت گرفت بیوتیک آنتی

موجود در میکروبی هایی از سویهاین خاطر است که اطلاع 

ها مواد غذایی، به درک بهتر محققان از رفتار میکروارگانیسم

در ایجاد اپیدمی و مخاطرات آتی به وسیله  طلب فرصت

 .کندکمک می ها آن

 

 ها مواد و روش

 های انتروکوکوس شناسایی باکتری

Akrami  کلونی باکتری اسید  00و همکاران تعداد

ی یکلاکتیک را بر اساس مطالعات استاندارد میکروبیولوژ

 ،کریستیان گرمهای گرم بر اساس روش  همانند آزمون

و  C˚ 02و  C˚ 11 ی یی رشد در دماهاتوانا کاتالاز،

توانایی رشد در غلظت  و =2/7pHهمچنین توانایی رشد در 

(w/v )1/2 با . (19)شناسایی کردند  میسد یدکلر درصد

( 1جدول ) R1072و  F29استفاده از آغازگرهای عمومی 

انتخابی به شکل تصادفی  ی یهدوسو S rRNA12ناحیه 

های بیوانفورماتیکی بر اساس روش. تعیین توالی شد تکثیر و

شباهت  درصد 77 لیساین دو سویه با انتروکوکوس فکا

و  LUB93101های  به نام یهدوسواین . نشان دادند

LUB93929 های به شماره ها آنگذاری شدند و سپس توالی  نام

در پایگاه  KP298395و  KP298396بانک ژن  دسترسی

NCBI انتروکوکوس فکالیس از این دو سویه از . به ثبت رسیدند

 .قیق استفاده شدی مطالعات در این تحی بقیهبرای ادامه

 ژنومی DNAاستخراج 

ایزوآمیل : ژنومی به روش کلروفرم ی DNAاستخراج  

 20لیتر از محیط کشت میلی 2مقدار . الکل صورت گرفت

لیتری انتقال یافت  یلیم 2های به میکروتیوب ها یباکترساعته 

مایع . دقیقه سانتریفیوژ شد 1به مدت  rpm 0333و در 

به منظور مرتبه  0ها یباکتر رسوبو  دور ریخته شد روشناور
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کلرید -ادتا-تریس با بافردر فاز مایع،  DNAحل نمودن 

 ,TEN (EDTA100mM, NaCl 150mM سدیم

Tris HCl 100mM)  و هر بار درrpm 0333 1 به مدت 

ی حاصل، بافری متشکل ها رسوببه . دقیقه شستشو داده شد

اضافه شد  ملیزوزی mg/ml0 و TENمیکرولیتر بافر 233از 

شکسته  هاها در دیواره باکتریتا ارتباطات بین پپتیدوگلیکان

دقیقه در دمای  01و به دنبال آن انکوباسیون به مدت شود 

C˚ 09  1/9محلول  یترل یکروم 13سپس . صورت گرفت 

های تا مولکولیم دوسیل سولفات اضافه گردید درصد سد

و در وند جدا ش DNAهای چربی و پروتئینی از مولکول

انجام  C˚ 91 دقیقه در بن ماری 03ادامه انکوباسیون به مدت 

با  M 1 (مولار) میکرولیتر استات پتاسیم113مقدار  .گرفت

2/1pH=  یم سدتا کمپلکس  اضافه شد ها نمونهروی یخ به

به کمک ایزوامیل  هاها و چربیپروتئین-دوسیل سولفات 

 C˚ 0 دقیقه در 23 ها نمونهسپس . جدا شوند DNAاز  الکل

 دقیقه در 1سپس سانتریفیوژ به مدت . نگهداری شدند

rpm0333 جدا شد و برای خالص روشناورمایع . انجام شد-

 :کلروفرم: از مخلوط فنل ،ها ینپروتئاز  DNAسازی 

 یده رسوب به منظور. استفاده شد ( 20:21:1(ایزوامیل الکل 

DNA ، ر، برای در آخ .شدایزوپروپانول سرد استفاده از

. درصد استفاده شد 93، از اتانول DNAشستشوی 

در دمای آزمایشگاه خشک شدند و  DNAی ها رسوب

تقطیر استریل  دو بارآب  یترلیکروم 13رسوب حاصل در 

فتومتری و توسط روش اسپکترو DNAغلظت  .حل شدند

درصد مشخص  9/3الکتروفورز در ژل آگارز  ینچن هم

ژنومی در غلظت نهایی  DNA نانوگرم از 23 میزان .گردید

 .استفاده شد PCRدر واکنش 

 (آنتی بیوگرام)آزمون تعیین حساسیت 

 Disk)یسکددر ها با روش انتشار  حساسیت سویه 

diffusion)  و بر اساس پروتکل آگارCLSI  مورد

ها به شکل میکروب یبند گروه .(17)بررسی قرار گرفت 

در  شده ارائه حساس، نیمه حساس و مقاوم بر اساس جداول

 (www.padtanteb.ir)دستورالعمل شرکت پادتن طب 

برای این منظور سوسپانسیون میکروبی از . صورت گرفت

آمده در محیط مولر براث تهیه شده و  دست های به سویه

رسانده ( cfu/ml139×1/1 )مک فارلند  1/3غلظت آن به 

استریل روی محیط مولر هینتون سواب اده از با استف. شد

ترین آگار کشت متراکم صورت گرفت و برخی از متداول

شامل  (شرکت پادتن طب) یوتیکیب های آنتی دیسک

، (µg 1) یپروفوکساسینس، (µg 03) یسینونکوما

، (µg 13) یترومایسینار،  (µg 13) یتروفورانتوئینن

 ) یلینس پنی ،(µg 13) یسینجنتاما، (µg 03 ) یترومایسینآز

µg 13)،  سفوتاکسیم(µg 03 )سفتریاکسون  و(µg 03)  با

متری بر اساس روش انتشار سانتی 1/2فاصله مناسب حداقل 

 20دیسک دیفیوژن روی محیط قرار داده شدند و به مدت 

های  قطر هاله (.1 نمودار)صورت گرفت  یگرما گذارساعت 

کردن از انکوباتور ها بعد از خارج  عدم رشد اطراف دیسک

ها ی دیسکبر اساس دستورالعمل شرکت سازنده

لازم به ذکر است که در آزمون تعیین . گیری شد اندازه

 )زایی، از باکتری  های عامل بیماری حساسیت و شناسایی ژن
Enterococcus faecalis (ATCC 29212 عنوان  به

، سازمان مرکز کلکسیون میکروارگانیسم های صنعتی)شاهد 

 .استفاده شد( های علمی و صنعتی ایرانپژوهش

  زایی های عامل بیماری شناسایی ژن

پروتئین سطحی  ،gelE))ژلاتیناز  زایی های عامل بیماری ژن

تجمع ماده  ،ace) )کلاژن چسبندگی  (esp) خارج سلولی

((as یسفکالیت انتروکوکوس ژن اندوکارد و آنتی (   

(efaA جدول)ها  استفاده از آغازگرهای اختصاصی آن با 

 .تکثیر شدند PCRتوسط ( 1
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 1دقیقه، اتصال به مدت  1به مدت  C˚ 70 چرخه واسرشتگی در دمای 03: شامل PCRهای  تمامی برنامه. و شرایط واکنش PCRآغازگرهای : 1جدول 

 دقیقه صورت گرفته بودند 1زمان  در مدت  C˚ 92 مربوطه و گسترش در دمایدقیقه در دماهای اتصال 

 ژن (´3→′5) توالی آغازگر PCRطول محصول  دمای اتصال منبع

(01) 12 023 AAAGTAGAATTAGATCCACAC ACE F 

   TCTATCACATTCGGTTGCG ACE R 

(02) 12 032 AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC gelE F 

   CTTCATTATTTACACGTTTG gelE R 

(01) 12 077 CGTGAGAAAGAAATGGAGGA efaA F 

   CTACTAACACGTCACGAATG efaA R 

(01) 10 032 CCAGTAATCAGTCCAGAAACAACC AS F 

   TAGCTTTTTTCATTCTTGTGTTTGTT AS R 

(01) 19 702 TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC esp46 F 

   CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG esp47 R 

 

ها با استفاده از مورفولوژیکی باکتری شناسایی

 میکروسکوپ الکترونی

-به منظور اطمینان از شناسایی بیوشیمیایی و مولکولی سویه

های این مطالعه، از تصویربرداری میکروسکوپ الکترونی 

 دیگلوتارالدئها از یبرای تثبیت باکتر. استفاده شد

((Glutaraldehyde)  بر اساس روش گلورت و رید

روش کار به این ترتیب بود  ،به طور کلی. (19)ده شد استفا

پس از . که ابتدا کشت یک شبه از باکتری تهیه شد

دقیقه، مایع  13به مدت  rpm 0333سانتریفیوژ باکترها در 

. ها نگهداری شدروشناور دور ریخته شد و رسوب باکتری

های کشت اضافه شد و لیتر آب استریل به لولهمیلی 1مقدار 

 rpm 0333ها پس از حل شدن با دور باکتری رسوب

دیگر تکرار شد تا بقایای  دو بارشستشو . شستشو داده شدند

 13به رسوب باکتری مقدار . محیط کشت حذف شود

از محلول گلوتارآلدهید و بافر فسفات اضافه شد و  تریلکرویم

ساعت  2های آزمایش به مدت لوله. حل شد کاملاًرسوب 

 C˚ 0 سپس به مدت یک شب در دمایدر دمای اتاق و 

 rpm1333یک روز بعد از سانتریفیوژ در . نگهداری شدند

دقیقه، مایع روشناور دور ریخته شد و شستشو با  1به مدت 

پس از آخرین . (19)اتانول طی هشت مرحله انجام شد 

ساعت در  2-0ی شستشو، رسوب باکتری به مدت مرحله

پس از . خشک شود لاًکامقرار داده شد تا  C˚ 09 دمای

باکتری برای  یساز آمادهتثبیت باکترها، مراحل 

برای این کار از دستگاه . میکروسکوپ الکترونی انجام شد

DSR1-Desk sputter coater  Denton(

LLC, USA) Vacuum  طلا  نانو ساختاربا پوشش

پس از پوشش سطح سلول باکترها با ذرات طلا، . استفاده شد

 FE SEM / Mira3مدل )لکترونی از میکروسکوپ ا

Lmu)  باkV 23HV=  ی از سطح سلول بردار عکسبرای

 .باکتری استفاده شد

 آماری روش

میکروبی  هیدوسودر بین  ییزا یماریبهای فراوانی رخداد ژن

Enterococcus faecalis  با  توسط آزمون فیشر
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ها از ژن هرکدامبرای  SAS ver 9.1افزار استفاده از نرم

 .مورد مقایسه قرار گرفت P< 31/3سطح احتمال در 

 

 نتایج

های نتایج حاصل از آزمون تعیین حساسیت سویه

انتروکوکوس فکالیس جداسازی شده از شیر الاغ نشان داد 

. ها مقاوم هستند بیوتیک به طیفی از آنتی که هر دو سویه

این مطالعه  ی یهدوسوشود، هر  طوری که دیده می همان

های  بیوتیک ی شاهد نسبت به آنتیهمانند گونه

. اریترومایسین، آزیترومایسین و سفتریاکسون مقاوم هستند

های بتا  بیوتیک یآنتبیشترین میزان حساسیت مربوط به 

که در این مورد  بود( سیلین سیلین و آمپی پنی)لاکتام 

از . هم نداشتندبا   (P > 31/3) داریاختلاف معنی یهدوسو

 بهLUB93101  یرد آزمایش سویهمو ی یهدوسومیان 

همانند شاهد به  LUB93929ونکومایسین مقاوم و سویه 

از نظر سطح  یهسو دو(. 1 شکل)حساس بودند  ونکومایسین

-ها تفاوتمقاومت یا حساسیت نسبت به سایر آنتی بیوتیک

 .را نشان دادند ییها

ی  یهدوسوزایی، هر  های عامل بیماری در آزمون شناسایی ژن

وکوکوس فکالیس جداسازی شده از شیر و گونه شاهد، انتر

تنها در . بودند gelE ،ace ،efaAهای  همگی دارای ژن

در  espتکثیر شد و ژن  asژن  LUB93929سویه 

  (.2 شکل)ها یافت نشد یک از نمونه یچه

 

 

 
  نیتروفورانتوئین، (AM) نیلیس یآمپ. الاغ ریش از حاصل انتروکوکوس فکالیس یها یباکتر تیحساس نییتع آزمون از حاصل جینتا: 1 شکل

(FM) ،نیسیترومایار (E) ،نیسیجنتاما (GM) ،سیپروفوکساسین (CP) ،میسفوتاکس (CTX) ،نیسیترومایآز (AZM) ،نیسیونکوما (V) ،

و  حد واسطحساسیت ن مقاومت، مقاومت یا یها برای تعیی دیسکاز دستورالعمل شرکت سازنده(. CRO) اکسونیسفتر، (P) نیلیس یپن

از . ها بر حسب واحد میکروگرم هستند بیوتیک میزان غلظت آنتی ی دهنده نشاناعداد داخل پرانتز . بیوتیک استفاده شد حساسیت به آنتی

 عنوان شاهد استفاده شد به( Enterococcus faecalis ATCC29212 (باکتری
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 هایسویه الاغانتروکوکوس فکالیس جداسازی شده از شیر های زایی در سویه های عامل بیماری تشخیص ژن :2 شکل

LUB93101 (101)  وLUB93101 (929)  . از سویه( Enterococcus faecalis (212 اندازه  .عنوان شاهد استفاده شد به

 تاس Kb 1مارکر بیانگر  M. هر ژن در داخل پرانتز ذکر شده است PCRمحصول 

 

از کروسکوپ الکترونی میبا نتایج حاصل از تصویربرداری 

در این مطالعه نشان داده  شده ییشناسا LUB ی یهدوسوهر 

با مقایسه این تصاویر با تصاویر . (0 شکل) شده است

-های استرپتوکوکوس، شباهت زیادی مشاهده میباکتری

ها کوکسی شود، این باکتریهمان طور که مشاهده می. شود

 .شکل و دوتایی هستند

 

 
 با استفاده از میکروسکوپ الکترونی LUB93101ها های انتروکوکوس فکالیس سویهباکتریتصویر  :0 شکل

 

 بحث

عنوان سومین عامل عفونت مجاری  ها به از انتروکوکوس

اعضای این جنس . شود ادراری در مراکز درمانی یاد می

یژه انتروکوکوس فاسیوم به طور ذاتی نسبت به و به

ها و  ها، فلوروکینولون ها، سفالوسپورین بتالاکتام

ی اولیه مربوط به ها گزارش .آمینوگلیکوزیدها مقاوم هستند

های انتروکوکوس فاسیوم مقاوم به  پیدایش سویه

ونکومایسین در اروپا و انتروکوکوس فکالیس در امریکا، 

 های انتروکوکوس بروز سویه هشداری جدی در خصوص

امروزه درمان . رود ها به شمار می بیوتیک مقاوم به آنتی

هایی نیاز به توجه و  عفونت ناشی از چنین انتروکوکوس

همکاری مشترک بین پزشک، میکروبیولوژیست، 
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ی کادر مراقبت بهداشتی ها تخصصبیوتکنولوژیست و سایر 

ر الاغ به دلیل حجم رغم آنکه بار میکروبی شییعل. (23)دارد 

تا  mg/l 233 مقایسه با در mg/l 0913)بالای لیزوزیم 

mg/l 033 اما به نظر (22)پایین است ( در شیر گاو و انسان ،

در شیر  اسید لاکتیک های یباکتریی از ها جنسرسد که  یم

و همچنین  الاغ وجود دارند که از نظر خواص پروبیوتیکی

 یا سیلین یاز پن یبیترک. زایی حائز اهمیت باشند بیماری

 یبرا معمولاً ینوگلیکوزیدآم یک به علاوه یلینس یآمپ

یت ، مانند اندوکاردانتروکوک منشأبا  یجد یها عفونت

های مورد  خوشبختانه نتایج حساسیت جدایه. شود تجویز می

دهد  سیلین این امید را می سیلین و پنی آزمایش نسبت به آمپی

ندوکاردیت حاصل از های ا که در درمان عفونت

. ها استفاده نمود بیوتیک توان از این آنتی ها می انتروکوک

ها به ونکومایسین مقاومت نشان داد  تنها یک سویه از جدایه

از آنجایی که . ها همگی حساس بودند و سایر سویه

هستند، احتمال  طلب فرصتهایی  ها پاتوژن انتروکوکوس

ها نیز  به سایر سویهانتقال عامل مقاومت به ونکومایسین 

  های این پاتوژن را به وجود دارد و این نکته سلامت میزبان

مقاومت به ونکومایسین در میزان با این حال، . اندازد خطر می

 در مقایسه با های حاصل از شیر الاغ بسیار کم بود و جدایه

 های های بیمارستانی و سایر سویه اطلاعات مربوط به سویه

اسید لاکتیک بسیار با  های منابع باکتریجداسازی شده از 

و همکاران نشان دادند که شیوع  Emaneini. استارزش 

های انتروکوکوس مقاوم به ونکومایسین در  سویه

در مطالعه . (20)بود درصد  12های تهران  بیمارستان

Saderi و همکاران در بیمارستان شهید مصطفی خمینی 

موارد مثبت بعد از درصد  1/13ها با  ، انتروکوکتهران

در مطالعه . (12)اشرشیاکولی در مقام دوم قرار داشتند 

و همکاران در بیمارستان امام  Aminدیگری که توسط 

ها بعد از اشرشیاکولی، خمینی اهواز انجام شد انتروکوک

و سودوموناس در رتبه  ها، انتروباکتر کلبسیلا، استافیلوکوک

ها مانند کوسکه انتروکو ییاز آنجا. (19)ششم قرار داشتند 

 یلوکوکوساستاف ی چونگرم مثبت های یباکتر سایر

 وساسترپتوکوک ،(Staphylococcus aureus)اورئوس

 یا و  (Streptococcus pneumoniae) پنومونیه

 (Streptococcus pyogenes)  وس پیوژنزاسترپتوکوک

زایی  مطالعه بیماری یستند،ن یمبدخ زای یماریبجز عوامل 

ی ا مطالعهاگرچه تاکنون در هیچ . تر است مشکل نیز اه آن

ها را در  زایی انتروکوکوس های بیماری مستقیم عامل تأثیر

اند، اما تعدادی از این  های انسانی مشخص نکرده عفونت

اند  و شرح داده شده هقرارگرفتزا مورد مطالعه  عوامل بیماری

نایی شکستن یز با تواگر آبژلاتیناز یک متالوپروتئاز . (20)

انسولین، کازئین، هموگلوبین، کلاژن، ژلاتین و فیبرین است 

خواص  بین ارتباط ی برقراریدر تلاش برا یمطالعات. (2)

در  ها وسبالاتر از انتروکوک حضور با یتیکپروتئول

و  (22) یعفونت ادرار ،(21)یومی و باکتر یتاندوکارد

ال، با این ح. انجام شده است (29) دهان یها عفونت

، gelEمیکروارگانیسم ممکن است حتی در حضور ژن 

 Kbآنزیم ژلاتیناز را به دلیل حذف کروموزومی  نتواند

این ژن در تمامی . (29)د نبیان کن fsrدر جایگاه  7/20

و  Heidari. های مورد آزمایش وجود داشت گونه

های بیمارستانی همکاران میزان فراوانی این ژن را در سویه

جداسازی شده از بیماران بیمارستان فکالیس  انتروکوکوس

برآورد  درصد 13در حدود سوانح و سوختگی تهران را 

 espتوسط ژن  وسانتروکوک یسطح ینپروتئ. (27)کردند 

این پروتئین  این احتمال وجود دارد که. شود ی میگذاررمز

انتروکوکوس فکالیس در طول عفونت  دوامو  استقراردر 

 ای در واسطه ، همچنین ممکن است(03)شته باشند نقش دا

یوفیلم ب یلطول تشک یزبان درپاتوژن با سطوح م یهاول واکنش

نتایج این مطالعه نشان داد که هیچ یک از دو . (01)باشند 

ی شاهد ی جداسازی شده از شیر الاغ همانند سویهسویه

Enterococcus faecalis ATCC29212  دارای ژن

esp  ی جالب توجهی ین موضوع یافتها(. 2 نمودار)نبودند

در  KDa 202~) (است، زیرا این پروتئین نسبتاً بزرگ
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 (02)تشکیل لایه بیوفیلم روی ادوات جراحی دخالت دارد 

های زایی این سویه بنابراین با وجود پتانسیل بیماری

، شاید خطری جدی برای بیماران بستری در  طلب فرصت

رستان محسوب های کشور بخصوص استان لبیمارستان

-از سویه درصد 17های این تحقیق، در در تائید یافته. نشوند

مشاهده شد که نشان  espهای انتروکوکوس بیمارستانی ژن 

باشند و در بروز  طلب فرصتها احتمالاً دهد این سویهمی

انتروکوکوس شیوع همچنین . (27)بیماری نقش داشته باشند 

با  همراه ندانتحت درمان د یشهرکانال در  فکالیس

بسیار  (Apical Periodontitis)یکالآپ یودنتیتپر

ها و  رسد که ژن گونه به نظر می این. (02)متداول است 

زایی شامل ژلاتیناز و پروتئین سطحی  عوامل بیماری

ها در کانال ریشه  انتروکوکوس با حضور این گونه

همچنین توانایی  و اند شدهتر درمان  یشپیی که ها دندان

از آنجای که . های ریشه مرتبط باشد کیل بیوفیلم از جدایهتش

های لازم برای اتصال به سطح های این مطالعه فاقد ژنسویه

های مرتبط به دندان هستند، ممکن است در بروز بیماری

 . کانال ریشه نقش نداشته باشند

دهد، این تحقیق برای اولین تا آنجا که اطلاعات ما نشان می

های اسید لاکتیک موجود در ایران روی باکتریبار است که 

ها متمرکز عنوان منبع جدیدی از این باکتری در شیر الاغ به

عنوان یکی از  از انتروکوکوس فکالیس به. شده است

های اسید لاکتیک فرصت طلب در مقاوم شدن به باکتری

برای مثال؛ بررسی . (00، 00) شودها یاد میبیوتیکآنتی

های انتروکوکوس جداسازی شده از ت سویهمیزان مقاوم

خط تولید پنیر محلی لیقوان در آذربایجان ایران نشان داد که 

از مشخصات مطلوب  یبرخورداراین سویه ضمن 

های رایج در بیوتیکنتی آپروبیوتیکی، نسبت به بسیاری از 

سیلین مقاوم آمپی یتا حدودایران به جز ونکومایسین و 

 انتروکوکوس های یهسومطالعه روی  همچنین. (09)هستند 

 مشابهجداسازی شده از پنیرهای محلی جنوب ایتالیا نیز نتایج 

-های این تحقیق را نشان میبا مطالعه قبلی و همچنین یافته

های این مطالعه، در همانند سویهبه علاوه  (.09)دهد 

ها جداسازی شده از پنیر برزیلی، انتروکوکوس فکالیس

ها دارای نداشتند، اما این سویه وجود esp و efaA یها ژن

با توجه لذا (. 07)بودند  gelEو   ace زای یماریب یها ژن

های شیر در باکتری زایی یماریببه وجود برخی فاکتورهای 

شود تا در صورت نیاز و مصرف شیر الاغ، پیشنهاد میالاغ، 

( تیمار حرارتی مناسب)صورت پاستوریزه  این شیر حتماً به

 .صرف شودم

 

 گیرینتیجه

-نتایج این مطالعه نشان داد که با وجود حضور برخی از ژن

بیوتیک ونکومایسین در زایی و مقاومت به آنتی های بیماری

های انتروکوکوس فکالیس شیر الاغ، به نظر برخی از سویه

رسد که به دلیل عدم وجود مجموع فاکتورهای می

های انتروکوکوس سویهلاً ها، احتمازایی در این سویه بیماری

زا  بیماریفکالیس جداسازی شده از شیر الاغ در این مطالعه 

های ها سویه در سویه espعدم وجود ژن  .نباشند

تشکیل بیوفیلم و اجتماع  این مطالعه که در انتروکوکوس

دلیل دیگری است که های بیمارستانی دخالت دارد، عفونت

این مطالعه احتمالاً  الاغهای انتروکوکوس فکالیس شیر سویه

رو به نظر می رسد که دهند و از اینبیوفیلم تشکیل نمی

 .ساز نباشندمشکلنبوده و از نظر بالینی  زا یماریب

 

 قدردانی تشکر و

های این تحقیق از محل گرانت پژوهشی دانشگاه هزینه

از آقایان دکتر شیرخانی  وسیله ینبد. است شده ینتأملرستان 

و دکتر رفیعی و ( تشخیص طبی دکتر شیرخانی آزمایشگاه)

آزمایشگاه تشخیص طبی )همچنین سرکار خانم اعتمادی 

در انجام برخی  دریغشانهای بیبرای مساعدت( مرکزی

 .شودقدردانی می های میکروبیآزمایش
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