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ونكومايسين به مقاوم ونكومايسينانتروكوكهاي به مقاوم انتروكوك هاي مقاوم به ونكومايسينانتروكوك هاي مقاوم به ونكومايسينانتروكوكهاي
VancomycinVancomycin--Resistant Enterococci (VREResistant Enterococci (VRE))

vanA
مقاومت به ونكومايسين و تايكوپلانين

vanBva
مقاومت به ونكومايسين



هـاروشمـواد و



انتروكوك تاييد شدهنمونه هاي باليني 100آوريجمع

جنسانجام تست هاي تشخيصي و تاييدي و شناسايي باكتري در سطح 



بيوگرامتست آنتي 
Di k diff iDisk diffusion

نيازديسك هاي آنتي بيوتيك مورد 
)انگلستان Mastنماينده شركت راين، شركت (

Ampicillin (25µg)

Linezolid (30µg)

Vancomycin (30µg)

Gentamicin (10µg)

Ciprofloxacin (5µg)

Tetracycline (30µg)



بيوگراممقاوم به ونكومايسين در آنتي نمونه يMIC21تست ي يو ر ين ي و و ب موم ر بيو

ط١ اBHIت ا1آگا لف خ ق رقت مختلف از 10آگار باBHIتهيه محيط١.
ونكومايسين

٢S مك فارلند0/5از سوسپانسيونSpotتلقيح يك٢.
ايزوله ها بر روي محيط

0/5 1 2 4 8 16 32 64 128 رقت هاي 256
ونكومايسين



به روشانتروكوك ها از ايزوله هاي DNAاستخراج  
Boiling

استخراج شده توسطDNAبررسي كيفي  
الكتروفورز ژل آگارز



شناسايي نمونه ها در سطح گونه
وو

PCRبه روش  vanBو vanAژن هاي شناسايي 

پرايمرهاي مورد استفادهپرايمرهاي مورد استفاده
ترکيبات واکنش Single 

PCR
Doublex
PCR

PCR PCR    حجم و غلظت مواد مصرفي حجم و غلظت مواد مصرفي
نام پرايمر5→′3′توالی PCR PCR

Master Mix ١٢.۵ ١٢.۵

Primer Forward ١ ٢ × ١

پی م
CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA

VanA CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA

GTGACAAACCGGAGGCGAGGA

Primer Reverse ١ ٢ × ١

D.W. ۵/۵ ٣.۵

GTGACAAACCGGAGGCGAGGA
VanB CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA

ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG
D.W. / .

Template DNA ۵ ۵

٢۵

E.faecalis ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT

TTGAGGCAGACCAGATTGACG
E.faecium TATGACAGCGACTCCGATTCC

Primers Reference: Kariyama R et al. (Journal of clinical microbiology) 

Final volume  ٢۵ ٢۵TATGACAGCGACTCCGATTCC



PCRبرنامه دمايي واكنش هاي

اول   سيكل سيكل دومسيكل سوم  

نام پرايمر

ل ولي وم ل ي

دناتوراسيون دناتوراسيون اتصال پرايمرها تكثير     تعداد  تكثير نهايي 

وم ل ي

)ا سيكل(اوليه  )annealing( سيكل ها )ا سيكل(  

VanA 94 °C 5min 94°C 1min 54°C 45 s 72°C 1min 3 72°C 1 minVanA 94 C, 5min 94 C, 1min 54 C,45 s 72 C,1min 30 72 C, 10min

VanB 94 °C, 5min 94°C,1min 54°C,  45 s 72° C,1min 30 72°C, 10min

E faecalis 94°C 5min 94°C 1min 58°C 45 s 72° C 1min 72°C 1 minE.faecalis 94°C, 5min 94°C,1min 58°C,45 s 72° C,1min 30 72°C, 10min

E.faecium 94°C, 5min 94°C,1min 58°C,  45 s 72° C,1min 30 72°C, 10min

 ATCC51299و انتروكوكوس فكاليس  ATCC51559انتروكوكوس فاسيوم  : كنترل مثبت 
ATCC29213استافيلوكوكوس اورئوس : كنترل منفي



نتـــايــــج



بيوگرام آنت نتايج آنتي بيوگرامنتايج
در(%)تعدادآنتيبيوتيكها كل(%)تعدادمقاومت(%)تعدادمقاومت(%)تعدادمقاومت مقاومت در (%)تعدادآنتي بيوتيك ها

Enterococcus 
faecalis

مقاومت(%)تعداد
 Enterococcusدر 

faecium

مقاومت  (%)تعداد
Otherدر 

Enterococcus

كل  (%) تعداد 
مقاومتايزوله هاي 

)n  =100(
)n  =69()n  =10()n  =21(

)21( 21)67( 14)70( 07ونكومايسين
)22( 22)57( 12)100( 010آمپي سيلين
)86( 86)71( 15)90( 9)90( 62تتراسيكلين
)50( 50)57( 12)70( 7)45( 31جنتامايسين
)5( 5)5( 01)6( 4لينه زولايد

)73( 73)81(17)90(9)68(47سيپروفلوكساسين



PCRوMICنتايج PCRوMICنتايج

انتروكوك هاي
مقاومت به 
ونكومايسين

vanژن هاي (%) تعداد )MIC )n =21(%) تعداد

حساس
ميكروگرم4(

حدواسط
)8-10

مقاوم
ميكروگرم32(

vanAvanBNegetive
ن و ميكروگرم4(و

)بر ميلي ليتر
)81

ميكروگرم بر  
)ميلي ليتر

ميكروگرم32(
)بر ميلي ليتر

000000فكاليس. ا
502%)33(007فاسيوما 502%)33(007فاسيوم.ا

0014%)38(08%)28(6ساير انتروكوك ها و رو )()(ر



بحـــث



آنتي بيوگرام مطالعه
آمپي سيلين جنتامليسين سيپروفلوكساسين ونكومايسين

87% 62% 62% 0% Jenaو همكاران
2015

ايزوله 1521
I t ti lInternational 
Journal of 
Biomedical 
Research

طال ژنا طالنتا ا نتا
22% 50% 73% 21% مطالعه ما
مطالعه ژننام مطالعه نتايج نتايج ما
Praharaj و همكاران

2013
هند

vanA 7% 5%

% هند%
ايزوله باليني 367 vanB 0/5% 0%

Cekin و همكاران
2013

vanA 13% 5%
2013
تركيه

ايزوله باليني 193 vanB 1% 0%



Tripathiو همكاران
2016

Journal of Medical Microbiology

ن1488از ال له ز ا ايزوله باليني1488از 

فكاليس انتروكوك = انتروكوك فكاليس 61% 61  %
انتروكوك فاسيوم   =  39  %

8= ن% ماي نك به م مقا مقاوم به ونكومايسين% = 8



نتيجـــــه گيـــرين



ا ا ف سپاس فراوانا


