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چکیده
زمینه و هدف: فاضلاب یکي از خطرناک ترین و مهم ترین منابع انتشار باکتري های بیماری زاست و تصفیه و تیمار آن ها همواره 
مؤیدحذف باکتری های بیماری زا نیست. انتروکوک ها به عنوان باکتری های بیماری زای فرصت طلب، سخت رشد و عامل عفونت های 
میزان  افزایش  انسان، آب و فاضلاب می باشد.  به  انتقال آن ها  از مسیرهای  دارند که یکی  پراکندگی محیطی وسیعی  بیمارستانی، 
مقاومت آنتی بیوتیکی در بین باکتری ها نشان دهنده نیاز به بررسی عوامل ضدباکتریایی جدید یا اثرات ترکیبی آن هاست. این مطالعه 
با هدف بررسی اثر ترکیبی لینزولید و ریفامپین در حذف انتروکوک های مقاوم به چند آنتيبیوتیك در دو پایگاه تصفیه فاضلاب 

استان گلستان انجام شد.
روش بررسی: گونه های انتروکوک از 80 نمونه ی حاصل از پایگاه های تصفیه فاضلاب در دو شهر استان گلستان )شمال ایران( 
باکتری ها،  احتمالی  تعداد  روش های  اساس  بر  ها  جدایه  شدند.  تیر1400 جدا  تا   1399 بهمن  طی  بندرترکمن  و  گرگان  شامل 
فیلتراسیون، تست های میکروبیولوژیك و نهایتاً با استفاده از ردیابی ژن اختصاصی توسط پرایمر ddlE با روش واکنش زنجیره ای 
پلیمراز شناسایی شدند. الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی با روش کربی بائر و طبق دستورالعمل CLSI-2020 نسبت به شش کلاس 
آنتی بیوتیکی انجام شد. تعیین حداقل غلظت لینزولید در حالت منفرد و در ترکیب با ریفامپین با روش میکرودایلوشن براث انجام 

شد.   
یافته ها: پس از بررسی فنوتیپی و تشخیص مولکولی )PCR( نمونه های فاضلاب خام و تیمارشده، در40% نمونه های فاضلاب)32 
درصد   100 حدود  به طوری که  شد؛  گزارش  آنتی بیوتیك  کم اثرترین  تتراسایکلین  گردیدند.  شناسایی  انتروکوک  گونه های  نمونه( 
جدایه های انتروکوکوس فکالیس و انتروکوکوس فاسیوم به آن مقاومت نشان دادند. فراوانی انتروکوکوس فکالیس مقاوم به لینزولید 
11% تایید شد. در مجموع، 20 جدایه انتروکوکی)62/5%( دارای مقاومت چندگانه بودند. حداقل غلظت مهاری لینزولید و ریفامپین 
که رشد 90% جدایه ها را مهار کرد)MIC90( 1 میکروگرم بر میلی لیتر و 4 برابر کمتر از فرم منفرد لینزولید)4 میکروگرم بر 
 .)P=0/001(بود. ضمن این که هیچ یك از جدایه های انتروکوکی به ترکیب لینزولید/ ریفامپین مقاومتی نشان ندادند )MIC90 =میلیلیتر
نتیجه گیری: نتایج حاصل از این تحقیق، حضور انتروکوکسی های مقاوم به ونکومایسین و سایر آنتی بیوتیك ها را در تصفیه خانه 
فاضلاب تایید نمود. اثر مطلوب ترکیب لینزولید و ریفامپین در مهار کامل جدایه های انتروکی مقاوم به چند دارو، دلالت بر هم افزایی 

آن ها داشت.
واژه های کلیدی: انتروکوک، فاضلاب، مقاومت دارویی، لینزولید، ریفامپین
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هم افزایــی لینزولیــد و ریفامپیــن در مبارزه با ...

مقدمه 
فاضلاب تقریباً 99/9 درصد آب و حدود یك دهم درصد مواد جامد 

دارد. بوی بد فاضلاب اغلب به علت مواد آلی موجود در آن است که قابلیت 

تجزیه توسط میکروارگانیسم ها را دارد)1(. فاضلاب های شهری می توانند 

حاوی آلودگی های میکروبی و شیمیایی باشند؛ به طوری که ناقل بسیاری از 

میکروب های بیماری زا)باکتری، ویروس، قارچ، انگل( بوده و برای بهداشت 

عمومی مشکلات زیادی به وجود می آورند. از این رو سازمان بهداشت جهانی، 

در همکاری با سازمان غذا و دارو و برنامه محیط زیست سازمان ملل متحد 

دستورالعمل هایی را برای ایمن سازی فاضلاب ها نوشته اند)3و2(.

اگرچه مهم ترین شاخص آلودگی فاضلاب ها، کلی فرم ها هستند، لیکن 

انتروکوک های مدفوعی از جمله انتروکوکوس فکالیس و انتروکوکوس فاسیوم 

از دیگر باکتری های مهم آلوده کننده ی آب و فاضلاب می باشند)4(. انتروکوک ها 

کوکسی های بی هوازی اختیاری گرم مثبت در زنجیره های کوتاه و متوسط 

هستند که درمان عفونت ها را در شرایط بیمارستانی دشوار می کنند. آن ها یکی 

از علل شایع عفونت های ادراری، باکتریمی و اندوکاردیت عفونی هستند و 

به ندرت باعث عفونت های داخل شکمی و مننژیت می شوند؛ به علاوه دارای 

مقاومت ذاتی به بسیاری از آنتی بیوتیك ها بوده و توانایی فراگیری مکانیسم های 

جدید مقاومت شامل طیف گسترده ای از آنتی بیوتیك های گروه بتالاکتام)مانند 

سفالوسپورین ها(، آمینوگلیکوزیدها، لینکوزامیدها و گلیکوپپتیدها دارند و بر 

اساس گزارش ها، مقاومت دارویی این سویه ها در حال افزایش است)6و5(؛ 

به طوری که انتروکوک های مقاوم به آنتی بیوتیك در پساب تصفیه خانه های 

فاضلاب)7(، در فاضلاب های بیمارستان، درون ریزهای خام شهرداری)9و8( 

و در آب های سطحی یافت می شوند)13-10(. گزارش های مبنی بر افزایش 

مقاومت آنتی بیوتیکی در انتروکوک ها نشان می دهد که در دو دهه گذشته، 

سویه های انتروکوکی مقاوم به ونکومایسین )VRE( در بیماران افزایش 

یافته اند. در تحقیقات انجام شده، حضور انتروکوک های با مقاومت بالا به 

ونکومایسین و مقاوم به چند دارو در پایگاه های تصفیه فاضلاب تایید شده 

است)7و6(. بنابراین برای کنترل عفونت های ناشی از این باکتری ها، توجه 

محققان به آنتی بیوتیك های موثرتر و نیز درمان های ترکیبی با توان هم افزایی 

جلب شده است. به عنوان مثال در پژوهشی، درمان های ترکیبی ضدباکتریایی 

با اثر هم افزایی از جمله ریفامایسین ها با اگزازولیدینون ها موثرتر از درمان 

مونوتراپی گزارش شده است)14(. ریفامپین از جمله آنتی بیوتیك هایی است 

که به زیر واحد β آنزیم RNA پلیمراز وابسته به DNA متصل شده و 

از تشکیل پیوندهای فسفودی استر در طی شروع الگوبرداری جلوگیری 

می کند و لینزولید یك آنتی بیوتیك اگزازولیدینونی است که از سنتز پروتئین 

 rRNA باکتریایی و طویل شدن زنجیره های پپتیدی از طریق اتصال به 

ریبوزومی جلوگیری می کند و بر علیه بسیاری از باکتری های گرم مثبت 

از جمله استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین، استافیلوکوک های 

کواگولاز منفی مقاوم به متی سیلین و استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به 

ونکومایسین موثر است)16و15(.

هدف از این تحقیق علاوه بر تجزیه وتحلیل فراوانی مقاومت دارویی 

انتروکوک های جداشده از فاضلاب، ارزیابی نقش آب و فاضلاب به عنوان منبع 

انتشار این باکتری های مقاوم به آنتی بیوتیك، تعیین نسبت گونه های انتروکوک 

در فاضلاب به عنوان منبع انتشار و همچنین مطالعه ی فنوتیپ های مقاومت 

آنتی بیوتیکی در جدایه ها و تاثیر ضدباکتریایی ترکیب دارویی لینزولید و ریفامپین 

بر این سویه ها بوده است. 

روش بررسی
•  نمونه برداری

در این مطالعه ی مقطعی-توصیفی، 80 نمونه طی بهمن 99 تا تیر 1400 از 

دو پایگاه تصفیه فاضلاب واقع در استان گلستان شامل: گرگان و بندرترکمن 

قبل از تصفیه)پساب خام( و بعد از تصفیه جمع آوری شد. به دلیل اعمال بیشتر 

دقت مطالعه، نمونه گیری از هر تصفیه خانه دو بار انجام شد. در هر روز 5 

نمونه از عمق 70-50 سانتی متری فاضلاب با بطری های استریل با حجم 250 

سی سی جمع آوری و به فلاسك های یك لیتری منتقل و در مجاورت یخ به 

آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرگان ارسال شده و 

در عرض کمتر از 3 ساعت مورد بررسی قرار گرفتند. تحلیل هاي فیزیك  و 

شیمیایی شامل اندازه گیري مقدار اکسیژن محلول،pH ، کدورت و دما توسط 

دستگاه هاي پرتابل کالیبره در محل نمونه برداري و به جهت قیاس و برقراری 

تعادل بین نمونه های منتخب انجام شد. 

•  جداسازی و شناسایی سویه های انتروکوکی 
در ابتدا فیلتراسیون حجم های مناسب از آب انجام شد و فیلترها بر 
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مبینا نوری و همکاران

روی محیط کشت انتروکوکوس آگار)مرک، آلمان( گذاشته و در 37 درجه 

سانتی گراد انکوبه شدند. سپس به منظور غنی سازی و جداسازی انتخابی 

ازید  براث و سدیم   BHI در محیط های  پساب  نمونه  هر  انتروکوک ها، 

براث)مرک، آلمان( تلقیح شد و پس از 2 ساعت گرماگذاری در انکوباتور 

37 درجه سانتی گراد، در محیط بلاد آگار حاوی 5% خون گوسفند کشت 

 CO2 %5 داده شد و به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه در جار حاوی

گرماگذاری شد. جنس انتروکوکی براساس تست های فنوتیپی میکروبیولوژیك 

از جمله رنگ آمیزی گرم، کاتالاز، حساسیت به SXT، رشد بر روی سدیم 

از ید آگار، رشد در محلول کلرید سدیم 6/5%، هیدرولیز هیپورات سدیم، 

متیل رد، وژزپرسکوئر، اندول، سیترات تعیین هویت شد)13( و جهت تایید 

نهایی، پس از استخراج ژنوم باکتري از نمونههاي مثبت با استفاده از روش 

جوشاندن، واکنش زنجیرهای پلیمراز )PCR( با استفاده از پرایمرهای پیش رونده 

  5'-CACCTGAAGAAACAGGC-3' :و پس رونده)17( به ترتیب

و 'ATGGCTACTTCAATTTCACG-3-'5  برای تکثیر ژن ddlE )ژن 

اختصاصی انتروکوک( استفاده شد. ژن ddl، دی-آلانین-دی-آلانین لیگاز 

که آنزیم ضروری برای بیوسنتز پپتیدوگلیکان است را کد می کند. واکنش 

 1 ،DNA در حجم نهایی 25 میکرولیتر شامل 1 میکرولیتر از نمونه PCR

میکرولیتر از هر یك از پرایمرهای پیش رونده و پس رونده، 12 میکرولیتر 

2x Master mix )حاوی 20 نانومول dNTP و 1/5 نانومول کلرید منیزیم( 

ساخت کمپانی آمپیلیکون، کشور دانمارک و 11 میکرولیتر آب مقطر انجام 

شد. برنامه زماني واکنش زنجیره پليمراز در دستگاه ترموسایکلر)اپندورف، 

آلمان( با شرایط دمایی  دناتوراسیون اولیه در 94 درجه سانتی گراد به مدت 

1 دقیقه، در ادامه 35 چرخه شامل دناتوراسیون در 94 درجه سانتی گراد 

به مدت 1 دقیقه، واسرشت پرایمرها در 55 درجه سانتی گراد به مدت 1 

1 دقیقه و سپس  72 درجه سانتی گراد به مدت  دقیقه، طول سازی اولیه 

طویل سازی ثانویه در 72 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقیقه صورت گرفت 

و محصول PCR بر روی ژل آگارز 1/5 درصد الکتروفورز شد. سویه 

استاندارد انتروکوکوس فکالیس ATCC 29212 به عنوان کنترل مثبت و 

میکروتیوب حاوی مواد واکنش به غیر از DNA به عنوان کنترل منفی در 

نظر گرفته شدند. گونه های انتروکوکی با تست هیدرولیز قندهای لاکتوز-

سوکروز  و  اینوزیتول-گلوکز-مالتوز-مانیتول-مانوز-ریبوز-سوربیتول 

شناسایی و تایید شدند.   

•  بررسی کمی و کیفی آب
 )MPN: Most Probable Number( آزمایش تعداد احتمالی باکتری ها

از آب نیز مطابق استانداردهای موجود انجام شد)18(. برای این منظور از 

نمونه های آب در هر لوله 10 سی سی محیط کشت نوترینت براث ریخته 

سپس به سه لوله اول 1 سی سی، به سه لوله دوم 0/1 سی سی و به سه لوله سوم 

0/01 سی سی نمونه تلقیح شد و پس از 48-24 ساعت انکوباسیون در 37 

درجه سانتی گراد نتایج آن ثبت و گزارش گردید. در مراحل تاییدی و تکمیلی 

نمونه از لوله های مثبت مرحله احتمالی در محیط های کشت تاییدی آزید 

آگار و بایلاسکولین آگار کشت داده شدند. این محیط ها به مدت 24 ساعت 

در دمای 35 درجه سانتی گراد گرم خانه گذاری شده در نهایت آزمون های 

تاییدی و افتراقی گونه های انتروکوکسی شامل کاتالاز، تحمل نمك، رشد 

در محیط قلیایی، تحمل دماهای 10، 45 و 60 درجه سانتی گراد و تست های 

تخمیر قند جهت تولید اسید به مرحله اجرا در آمد.

•  تعیین حساسیت دارویی
در روش انتشار دیسك)کربی-بائر( ابتدا از جدایه های انتروکوکی تایید 

شده، کشت 24 ساعته تهیه شد. از غلظت برابر نیم مك فارلند باکتری ها بر روی 

محیط کشت مولر هینتون آگار کشت یکنواخت و دیسك گذاری انجام شد. براي 

انجام این تست از دیسك هاي لینزولید )LZD10، ماست، انگلیس(، ایمی پنم 

 )V30( ونکومایسین ،)RA30( ریفامپین ،)TE30( تتراسایکلین ،)IPM10(

و لووفلوکساسین )Lev5( خریداری شده از شرکت پادتن طب ایران استفاده 

شد. پس از انکوباسیون محیط ها به مدت  18-16 ساعت در حرارت 37 درجه 

سانتی گراد، هاله ی عدم رشد اطراف هریك از دیسك ها اندازه گیری شد و با 

توجه به جدول استاندارد  CLSI-M100 به سه دسته ی مقاوم، نیمه حساس 

 ATCC 10541 و حساس دسته بندی شدند)19(، از انتروکوکوس فکالیس

به عنوان سویه کنترل در تعیین حساسیت دارویی استفاده شد. 

•  تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی لینزولید و ریفامپین
به منظور تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی )MIC( لینزولید به تنهایی 

و در ترکیب با ریفامپین از روش میکرودایلوشن براث استفاده شد. جهت 

تهیه سوسپانسیون دارویی، مقادیر لازم از پودر آنتی بیوتیك های لینزولید و 

ریفامپین)سیگما- آلدریچ، آمریکا( به ترتیب به حلال آب و متانول اضافه 
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گردیدند. غلظت اولیه آنتی بیوتیك لینزولید در حالت منفرد به میزان 100 

میکرولیتر و در فرم ترکیبی به نسبت 50-50 با ریفامپین)با حجم نهایی 100 

میکرولیتر( به میکروپلیت 96 خانهای الایزا حاوی محیط کشت مولر هینتون 

براث با 2 درصد نمك)مرک، آلمان( تلقیح شد. عمل رقیق سازی استوک های 

دارویی برای حصول رقت های 64-0/125 میکروگرم بر میلی لیتر انجام شد. 

چاهك های حاوی استوک دارو و سوسپانسیون باکتری به ترتیب کنترل منفی 

و کنترل مثبت در نظر گرفته شد. پس از تلقیح سوسپانسیون باکتری با غلظت 

108×1/5 واحد تشکیل دهنده ی کلنی، میکروپلیت ها یك شبانه روز در دمای 

37 درجه سانتی گراد انکوبه گردیدند. حداقل غلظت دارویی ضدباکتریایی 

که به میزان 90% مانع از رشد باکتری در مقایسه با چاهك کنترل مثبت شده 

باشد به عنوان MIC90 تلقی شد. گزارش MIC بر مبنای بررسی چشمی با 

ذره بین و جذب در 630 نانومتر در الایزا ریدر)بیوتك، آلمان( انجام گردید و 

با جداول استاندارد CLSI- M100 تطبیق داده شد)19(.      

•  تحلیل داده ها
پس از حصول نتایج مرتبط با آلودگی فاضلاب های در دست بررسی 

مقاومت  ارزیابی  با  شده  ایزوله  انتروکوکسی  گونه های  شناسایی  و 

در  یافته ها  آنتی بیوتیك،  به  مقاوم  گونه های  ثبت  و  آن ها  آنتی بیوتیکی 

قالب جداول فراوانی نمودار و شاخص های عددی ارایه گردید. کلیه 

اعداد با استفاده از نرم افزار SPSS  با استفاده از میانگین های توصیفی و 

انحرافمعیار و همچنین با آزمون هاي آماری آنالیز واریانس تجزیه وتحلیل 

گردید. پارامترهای کمی بین گروه ها با استفاده از تست T مقایسه گردید. 

نمودارها با نرم افزار Excel 2010 رسم شدند و نتایج در سطح معنی دار 

p>0/01 بررسی شد.

یافته ها 
•  نتایج ارزیابی نمونه های فاضلاب قبل و بعد از تصفیه از دو ایستگاه 

موردمطالعه

پس از بررسی فنوتیپی و تشخیص مولکولی )PCR( از 80 نمونه فاضلاب 

خام و تیمارشده، در 32 نمونه)40%( رشد گونه های انتروکوکسی مثبت ارزیابی 

گردید. حضور قطعات 690 جفت بازی در مقایسه با DNA مارکر دال بر 

محرز بودن جدایه ها در حد جنس انتروکوکوس بود)شکل 1(. از مجموع 

جدایه های انتروکوکی از فاضلاب، بیشترین و کمترین فراوانی به ترتیب متعلق 

به انتروکوکوس فکالیس 28)87/5%( و انتروکوکوس فاسیوم 4)12/5%( بوده 

است که از هر دو مرکز گرگان و بندرترکمن جداسازی شد. 

MPN جدول 1: شمارش گونه های انتروکوکی جدا شده از فاضلاب به روش

MPN12345678 )100 سیسی(/ شماره نمونه

22212212انتروکوکوس فکالیس

20002000انتروکوکوس فاسیوم

نتایج شمارش با استفاده از متد MPN برای 28 سویه انتروکوکوس فکالیس در 

نمونه های پساب نیز دلالت بر آلودگی داشته است)جدول 1(. این گونه ی 

انتروکوکی در 19 مورد)67/9%( از نمونه های پساب خام قبل از فرایند تصفیه 

و در 9 مورد دیگر)32/1%(، از پساب تصفیه شده ی حوضچه های انتهایی 

تصفیه خانه ها، ایزوله گردیدند. بر اساس نوع پساب نمونه برداری شده از 

مراکز اخذ نمونه گیری شده نتیجه گیری می شود که انتروکوکوس فکالیس در 

تمامی نمونه های خام و تصفیه شده جدا گردیده است. بدین ترتیب پساب های 

خام نیز در هر دو مرکز، آلایندگی انتروکوکی بیشتری در مقایسه با پساب 

تصفیه شده داشته است. 

•  نتایج ارزیابی تعیین حساسیت دارویی  
انتروکوکوس فکالیس  جدایه های  را  آنتی بیوتیکی  مقاومت  بیشترین 

به آنتی بیوتیك تتراسایکلین 28)100%( و بیشترین حساسیت را نسبت به 

آنتی بیوتیك لینزولید 25)89/3%( نشان دادند)P-Value=0/258(. جدایه های 

انتروکوکوس فاسیوم با نرخ 100% مقاومت به آنتی بیوتیك های تتراسایکلین و 

ایمی پنم و با میزان 100% و 65% به ترتیب به آنتی بیوتیك لینزولید و ونکومایسین 

حساسیت نشان دادند)P-Value=0/349، جدول 2(. در مجموع، 20 جدایه 

انتروکوکی)62/5%( دارای مقاومت چندگانه بوده و 12 جدایه)37/5%( به کمتر 

از سه کلاس آنتیبیوتیکی مقاوم بودند.
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شکل 1: تکثیر ژن ddlE جنس انتروکوکوس؛ به ترتیب از چپ به راست: مارکر bp 100، نمونه های مثبت واجد ژن اختصاصی: 64، 60، 59، 51، 40، 
29، 6، 1؛ +C و -C: کنترل مثبت و کنترل منفی

انتروکوک هاشمارهنمونه فاضلاب
حساسیت/ مقاومت آنتی بیوتیک های مورد بررسی

انتروکوک ها)درصد(

LZDIPMTELEVRAVSIR

RRRSRR10/70089/30انتروکوکوس فکالیس1گرگان)خام(

SRRSSS45/0021/3033/70انتروکوکوس فاسیوم2گرگان)خام(

SRRSRR21/70030/78انتروکوکوس فکالیس3گرگان)تصفیه(

SRSSII29/1060/1575/10انتروکوکوس فاسیوم4گرگان)تصفیه(

RRRSRS42058انتروکوکوس فکالیس5بندرترکمن)خام(

SSSSRS90010انتروکوکوس فاسیوم6بندرترکمن)خام(

SRRRRR10090انتروکوکوس فکالیس7بندرترکمن)تصفیه(

SRRRRR5095انتروکوکوس فاسیوم8بندرترکمن)تصفیه(

پتانسیل بازدارندگی آنتی بیوتیکی)درصد(

S87/505020815765

I009072

R12/505071191833

 ،TE ،ایمی پنم :IPM ،لینزولید :LZD ،حدوسط :I ،مقاوم :R ،حساس :S     

تتراسایکلین، LEV: لووفلوکساسین، RA: ریفامپین، V: ونکومایسین

•  نتایج حداقل غلظت مهاری لینزولید به تنهایی و در ترکیب با 
ریفامپین  

پراکندگی معیار MIC لینزولید به تنهایی نشان داد که بیشترین اثر مهاری 

برعلیه جدایه های انتروکوکی در غلظت های 2 و 4  میکروگرم بر میلی لیتر با 

فراوانی 37/5% بوده است. درحالی که در فرم ترکیبی لینزولید/ریفامپین در 

غلظت 1 میکروگرم بر میلی لیتر با فراوانی 37/5 درصد بیشترین اثر مهاری بر 

روی جدایه های انتروکوکی مشاهده شد. ضمن این که هیچ یك از جدایه های 

انتروکوکی به ترکیب لینزولید/ ریفامپین مقاومتی نشان ندادند. 

جدول 2: الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه های انتروکوکی پساب دو مرکزِ بررسی شده
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تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی لینزولید نشان داد که 12/5% سویه ها به 

لینزولید )MIC≤8 µg/µl( و 18% به ریفامپین )MIC≤4 µg/µl(  مقاومت 

داشته اند. حداقل غلظت مهارکنندگی لینزولید و ریفامپین که رشد 90% جدایهها 

را مهار کرد)MIC90( 1 میکروگرم بر میلی لیتر بود که 4 برابر کمتر از فرم 

منفرد لینزولید)میکروگرم بر میلی لیتر MIC90=4( بود. همان طورکه در شکل 

2 مشاهده می شود، در فرم ترکیبی لینزولید/ ریفامپین میزان حداقل غلظت 

مهاری در مقایسه با فرم منفرد کاهش داشته که نشان دهنده ی هم افزایی این دو 

آنتی بیوتیك بوده است. 

جدول 3 : تاثیر و مقایسه اثر ضدباکتریایی لینزولید به تنهایی و در ترکیب با ریفامپین بر رشد جدایه های انتروکوک

F          P-Valueمیانگین± انحراف معیارعوامل ضدباکتریایی/ جدایه های انتروکوکی

لینزولید
161/02±2/00انتروکوکوس فکالیس

0/02
81/87±3/90انتروکوکوس فاسیوم

لینزولید+ ریفامپین
42/38±0/50انتروکوکوس فکالیس

0/001
22/86±0/00انتروکوکوس فاسیوم

میانگین و انحراف معیار فرم ترکیبی لینزولید و ریفامپین بیان می نماید که مجموع 

اثر این دو آنتی بیوتیك در مهار جدایه های انتروکوکی موثر بوده است و تفاوت 

معنی داری در میزان قدرت مهاری فرم ترکیبی نسبت به فرم منفرد لینزولید دیده 

شد)P=0/001، جدول 3(.

بحث 
وجود فاکتورهای بیماری زایی مختلف و مقاومت آنتی بیوتیکی انتروکوک ها 

از جمله عوامل مهم مخاطره آمیز برای سلامت انسان ها می باشد که اهمیت بررسی 

این باکتری ها را افزایش می دهد. انتروکوک ها پس از استافیلوکوک ها، در ایجاد 

عفونت های بیمارستانی، باکتریمی و اندوکاردیت مرتبط با بیمارستان رتبهی 

دوم را دارند. انتروکوک ها سومین علت شایع اندوکاردیت اکتسابی از جامعه در 

آمریکای شمالی، بعد از استافیلوکوکوس اورئوس و استرپتوکوکوس ویریدانس 

می باشند)20(. در بین گونه های مطرح انتروکوکی، انتروکوکوس فکالیس در ایجاد 

عفونت های انتروکوکی نقش پررنگ تری دارد. لیکن انتروکوکوس فاسیوم توانایی 

بالایی در کسب انواع ژن های مقاومت آنتی بیوتیکی داشته و مقاومت محیطی 

بیشتری دارد. در پژوهش های مختلف انجام شده در اغلب مناطق دنیا، شیوع 

و فراوانی انتروکوکوس فکالیس بیشتر از انتروکوکوس فاسیوم بوده است)21(. 

در مطالعه ی حاضر از مجموع 32)40%( سویه های انتروکوکی شناسایی شده، 

 
 ی انتروکوکهای جدایه برترکیب لینزولید/ ریفامپین و لینزولید به تنهایی  حداقل غلظت مهاریتوزیع فراوانی  :2 شکل
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شکل 2: توزیع فراوانی حداقل غلظت مهاری ترکیب لینزولید/ ریفامپین و لینزولید به تنهایی بر جدایه های انتروکوکی
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انتروکوکوس فکالیس با نرخ 87/5 درصد فراوان ترین گونه ی انتروکوکی گزارش 

شد. نتایج مطالعات بسیاری نشان دهنده ی فراوانی گونه های انتروکوکوس فکالیس 

نسبت به سایر گونه های جداشده از فاضلاب است. در مطالعه ی انجام شده توسط 

عنایتی مقدم و همکاران در سال 2020 از مجموع جدایه های نمونه فاضلاب 

خام و تصفیه شده، انتروکوکوس فکالیس با فراوانی 70/6 درصد بیشترین نرخ را 

در مقایسه با جدایه های انتروکوس فاسیوم و انتروکوکوس اسینی نشان داد)7(. 

مطالعات انجام شده در آفریقای جنوبی در سال های 2015)22( و 2021)23( و در 

کانادا در سال 2020)24( نیز بیشترین جدایه انتروکوکی را انتروکوکوس فکالیس 

گزارش کردند.

گزارش هایی مغایر با نتایج مطالعات فوق از نظر نوع سویه غالب نیز وجود 

دارد. نتایج مطالعه محققان ایرانی در سال 1396 نشان داد که از مجموع 84 

جدایه انتروکوکی از سبزی خشك، انتروکوکوس فاسیوم با نرخ 61)%72/6( 

فراوان ترین گونه در مقایسه با گونه های جداشده ی: انتروکوکوس دورانس، 

انتروکوکوس فکالیس و انتروکوکوس اویوم بوده است)25(. نتایج مطالعهای در 

سال 2002 در سوئد نیز حاکی از فراوانی بیشتر انتروکوکوس فاسیوم)69%( در 

فاضلابهای بیمارستانی بوده است)8(. در هرحال فاضلاب ها به عنوان مهم ترین 

منابع ورود این باکتری های پاتوژن و انتقال مقاومت های آنتی بیوتیکی به 

محیط های آبی ثبت شده اند و فرایندهای متداول تصفیه ی فاضلاب نمی توانند 

این میکروآلاینده ها و باکتری های مقاوم به آنتی بیوتیك ها را حذف کند که قطعاً 

پژوهش های منظم و دوره ای حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه های میکروبی و 

بررسی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی می تواند در انتخاب یك داروی مناسب و 

موثر جهت درمان بیماری ها و کنترل اشاعه ی این پاتوژن ها موثر باشد)26و7(. 

توانایی انتروکوک ها در ایجاد مقاومت به طیف وسیعی از آنتی بیوتیك ها و نیز 

قدرت انتقال این مقاومت به سایر میکروارگانیسم ها و نقش آن ها به عنوان مخزن 

منتشرکننده ی مقاومت، اهمیت این باکتری ها را دو چندان کرده است. در سال های 

اخیر ونکومایسین به عنوان یك آنتی بیوتیك موثر در حذف باکتری های گرم مثبت 

بسیار موردتوجه بوده است، لیکن استفاده ی بیش از اندازه از این آنتی بیوتیك 

در درمان عفونت هاي انتروکوکی و تجویز آن در درمان عفونت هاي ایجادشـده 

توسط باکتري هاي دیگر موجب مقاومت روزافزون باکتری ها به این دارو شده 

است)26-23(. نتایج مطالعه ای در ایران در سال 1395 نشان داد که در مجموع، 

92 جدایهی انتروکوکی مقاوم به ونکومایسین شامل انتروکوکوس فاسیوم)%80( 

انتروکوکوس فکالیس)17%( و انتروکوکوس گالیناروم)3%( از فاضلابهای 

بیمارستانی جمع آوری شدند)27(.

در مطالعه ی حاضر، جدایه های انتروکوکوس فکالیس مقاومت دارویی 

بیشتری در مقایسه با جدایه های انتروکوکوس فاسیوم نشان دادند؛ به طوری که 

25 درصد سویه های انتروکوکوس فکالیس دارای مقاومت به ونکومایسین بوده 

لیکن 8 درصد جدایه های انتروکوکوس فاسیوم به این آنتی بیوتیك حساسیت 

نشان دادند و از مجموع 20)62/5%( جدایه انتروکوکی دارای مقاومت چندگانه 

19 مورد)95%( متعلق به گونهی فکالیس بوده است. البته با توجه به فراوانی 

کمتر انتروکوکوس فاسیوم در مقایسه با انتروکوکوس فکالیس نمی توان مقایسه ی 

صحیحی از جهت فراوانی مقاومت دارویی این جدایه ها داشت. در پژوهش انجام 

شده در ایران در سال 2020 حدود 47 درصد سویه های انتروکوکوس فکالیس 

جدا شده از پایگاه های فاضلاب، مقاوم به ونکومایسین گزارش شدند که بیشتر 

از نرخ مقاومت 33 درصدی در مطالعه ی حاضر بوده است که احتمالاً دلیل 

این اختلاف فراوانی، زمان انجام مطالعه ی قبلی پس از وقوع سیل آق قلا در 

استان گلستان بوده است)7(. باتوجه به افزایش مقاومت به آنتی بیوتیك های 

انتخابی و کلاس های مختلف آنتی بیوتیکی، معرفی و بررسی آنتی بیوتیك های 

موثرتر یا استفاده ی ترکیبی از داروها به عنوان یکی از راه های غلبه بر معضل 

مقاومت آنتی بیوتیکی مدنظر قرار گرفته است)28(. در مطالعه ی حاضر ضمن 

بررسی الگوی حساسیت دارویی لینزولید، اثر ترکیبی آن با ریفامپین نیز بررسی 

گردید. به طوری که حدود 12/5 درصد جدایه های انتروکوکوس فکالیس به 

لینزولید مقاومت نشان دادند ولی با توجه به کاهش میزان حداقل غلظت 

مهاری ترکیب لینزولید/ ریفامپین نسبت به فرم منفرد لینزولید، هم افزایی این 

دو آنتی بیوتیك و اثر صد درصدی فرم ترکیبی آن در کنترل این جدایه ها 

تایید شد. نتایج مطالعه صورت گرفته توسط Holmberg و همکاران نشان 

داد که ترکیب سیپروفلوکساسین یا لینزولید با ریفامپیسین تاثیر خوبی در مهار 

بیوفیلم های انتروکوکوس فکالیس محیطی داشتند)29(. مطالعه ی انجام شده 

توسط Yu و همکاران در سال 2020 نشان داد که آنتی بیوتیك های فسفومایسین، 

ونکومایسین و داپتومایسین به صورت ترکیبی بر علیه انتروکوکوس فکالیس 

مقاوم به لینزولید اثر مهاری بهتری نسبت به حالت منفرد دارند)30(. همچنین 

Yan و همکاران در سال 2018)31( درمان ترکیبی اریتاوانسین با ریفامپین یا 

لینزولید را به عنوان یك گزینه ی موثر برای درمان عفونت های ناشی از سویه های 
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استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین عنوان کردند. علاوه بر تحقیقات 

در خصوص اثرات موثر هم افزایی دارویی در کنترل عفونت ها)32(، محققان 

در ایران اثرات ضدباکتریایی محلول رویی کشت استافیلوکوکوس اورئوس متاثر 

از سیپروفلوکساسین را بر روی جدایه های استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به 

متی سیلین تایید نموده اند)33( که نوید بخش راه حل های تکمیلی در درمان است. 

نتیجه گیری
به طورکلی یافته های ما نشان دهنده ی وجود انتروکوک های مقاوم به چند دارو 

و میزان نسبتاً بالای مقاومت به وانکومایسین در نمونه های تصفیه شده ی فاضلاب 

استان گلستان است. بنابراین، توسعه ی سیستمهای تصفیه فاضلاب کاملًا مجهز 

که قادر به حذف این سویه ها باشد، برای جلوگیری از توزیع ژن های مقاومت 

آنتی بیوتیکی در محیط، ضروری است. مشابه یافته های بررسی شده، نتایج ما 

نشان می دهد که فاضلاب را می توان به عنوان یکی از عوامل اصلی آلودگی های 

محیطی در نظر گرفت. بنابراین، نیاز به پایش مداوم و هم زمان نمونه های محیطی 

و بالینی برای ارزیابی الگوهای مقاومت آنتی بیوتیکی وجود دارد. علاوه بر این، 

اقدامات کنترلی مناسب برای جلوگیری از گسترش ایزوله های مقاوم به لینزولید 

در درمان آنتی بیوتیکی باید انجام شود. در مطالعه ی حاضر، اثرات هم افزایی 

لینزولید و ریفامپین در غلظت های یکسان دورنمای موثری را در کنترل انتشار 

انتروکوک های مقاوم به دارو، منتقل شده از فاضلاب نشان داد.

تشکر و قدردانی
این مقاله برگرفته از پایان نامه کارشناسی ارشد با عنوان»بررسي فعالیت 

ضدباکتریایي لینزولید در ترکیب با ریفامپین بر سویه هاي انتروکوکي مقاوم به چند 

دارو جدا شده از نمونه فاضلاب« بوده و ضمن رعایت اخلاق پژوهش، در دانشگاه 

  )IR.IAU.CHALUS.REC.1400.092 ( آزاداسلامي مازندران بررسي و با شناسه اخلاق

مصوب گردیده است. نویسندگان این مقاله مراتب تشکر خود را از تمام کسانی 

که در این پژوهش همکاری کردند و همچنین پرسنل آزمایشگاه میکروبیولوژی 

دانشگاه آزاد گرگان اعلام می دارند.
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Background and Aim: Wastewater is one of the most dangerous and important sources of 
pathogens and their treatment does not always guarantee the elimination of pathogenic bacteria. 
Enterococci, as opportunistic pathogenic bacteria, fastidious and cause of nosocomial infections, 
have a wide environmental distribution and one of the routes of their transmission to humans is 
water and wastewater. The increasing rate of drug- resistance among bacteria indicates the need for 
investigation of novel antibacterial agents or their combination effects. The aim of this study was 
to investigate the effect of linezolid in combination with rifampin on the elimination of multidrug- 
resistant enterococci in two treatment plants in Golestan province. 
Materials and Methods: Enterococcus species from eighty samples were isolated from treatment 
plants in two cities of the Golestan Province )North of Iran( including Gorgan and Bandar-e 
Torkaman during January-June 2021. The isolates were identified based on the most probable 
number (MPN), filtration, microbiological tests and finally by using specific gene detection by 
ddlE primer with polymerase chain reaction. Kirby Bauer performed an antibiotic resistance 
pattern according to CLSI- 2020 guidelines for six classes of antibiotics. The minimum inhibitory 
concentration of linezolid was determined individually and by synergist effect with rifampin by 
broth microdilution method. 
Results: After phenotypic and molecular diagnosis )PCR( of raw and treated wastewater 
samples, in 32 )40%) wastewater samples, enterococci species were identified and confirmed. 
Tetracycline was the least effective so, about 100% of Enterococcus faecalis and Enterococcus 
faecium isolates were resistant to it. The prevalence of linezolid-resistant E. faecalis was 11%. A 
total of 20 enterococcal isolates )62.5%( had multiple resistance. The concentration of linezolid 
in combination with rifampin, which inhibited 90% growth of the isolates )MIC90( was 1µg /ml, 
four-fold lower than linezolid alone )MIC90=4 µg/ml(. In addition, none of the enterococci isolates 
showed resistance to the linezolid/rifampin combination )P=0.001(.
Conclusion: The results of this research confirmed the presence of enterococci resistant to 
vancomycin and other antibiotics in the wastewater treatment plant samples in Golestan province. 
The favorable combination effect of linezolid and rifampin on the inhibition of multi-drug resistant 
isolates implies their synergy.
Keywords: Enterococci, Wastewater, Drug Resistance, Linezolid, Rifampin
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