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  چكيده 
كتاماز طيف لا – βهاي جديد مثل سفوتاكسيم، آزترونام و سفتازيديم آنزيم  پس از معرفي اكسي ايمينوسفالوسپورين: سابقه و هدف

ها با روش معمول  هاي مولد اين آنزيم شناسايي سويه. براي اولين بار در كلبسيلا پنمونيه، در آلمان گزارش شد)  ESBL(گسترده
باشد و از طرف ديگر، توسط  ژن هاي پلاسميدي در ميان  پذير مي سختي امكان آزمايش حساسيت در برابر عوامل ضد ميكروبي به

ها از ايران، گزارشهايي وجود دارد ولي خصوصيات ملكولي آنها  ESBLهاي توليد كننده  از سويه. يابند انتقال ميها  بسرعت  باكتري
و تيپ آنزيم  ESBLهاي كلبسيلا پنومونيه مولد  مطالعه حاضر، با هدف تعين شيوع و الگوي پلاسميدي سويه. كمتر مطالعه شده است

  .  فوق انجام شد
هاي ويژه پنج بيمارستان آموزشي و درماني مختلف شهر تبريز  بيمار بستري در بخش مراقبت 786سال از به مدت يك : روش كار 

 Combinedو  E-testبا روش . تيك مختلف انجام شد بيو آنتي 15ها، تست حساسيت با  پس از شناسايي سويه .برداري شد نمونه
disk Method هاي مولد سويهESBL نها با روش ليز قليايي و ژنوتايپينگ تعيين و الگوي پلاسميدي آbla CTX-M-1  وbla CTX-M-2 
  .انجام شد PCRسويه ها با روش 

تعيين % 23-%26ها  و كينولون% 89ها  سيلين ، يوريدوپني%86 -%87هاي مختلف  ها نسبت به سفالوسپورين مقاومت سويه: يافته ها
 4الي  1ها  از سويه% 3/79از . شناخته شدند ESBLعنوان مولد ها به از سويه% 9/90 -%7/97هاي مختلف  در مقايسه با روش. شد

مريزه شدن ژن  سويه آمپليكون حاصل از پلي 29در  PCRجدا شد كه در آزمايش  kb 63تا بيش از    kb 7پلاسميد با وزن ملكولي 
CTX-M-1 حاصل شد . 
بود و فشار انتخابي ناشي از مصرف  Klebsiella pneumoniaeترين ارگانيسم عامل عفونت  در اين پژوهش شايع: نتيجه گيري
منجر  CTX-M-1از گروه آنزيمي  ESBLهاي هاي مولد آنزيمهاي نسل سوم به بروز مقاومت و مهمتر از آن بروز سويه سفالوسپورين

هاي كنترل دقيق و  اد برنامهها هم نقش سفوتاكسمازي و هم سفتازيديمازي را دارند كه نياز به ايج آنزيم فوق در اين سويه .شده است
  . عنوان داروي حساس شناخته شد پنم به ايمي. سازد محدوديت در مصرف اين داروها را روشن مي

  ) (PCR، واكنش پليمراز زنجيره اي    (ESBL)لاكتاماز طيف گسترده - β  كلبسيلا پنومونيه، آنزيم: واژگان كليدي
  
  



  

  38، شماره دوازدهم سال فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، 
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  مقدمه

ترين پاتوژن هاي  باسيل هاي گرم منفي خانواده آنتروباكترياسه، معمول
 βبيوتيك هاي  هاي بيمارستاني بوده و آنتي منفي جداشده از عفونت گرم

لاكتام براي درمان اين عفونت ها ازعوامل ضد ميكروبي انتخابي مي  –
لاكتاماز كه  – βبا اين وجود، كارآيي اين داروها با ظهور آنزيم هاي . باشند

آنزيم . )1(اي كاهش يافته است افزاينده فعاليت گسترده اي دارند به طور
اولين بار، دركشور آلمان  (ESBLs)لاكتامازهاز طيف گسترده  – βهاي 

اكسي  ، بلافاصله بعد از معرفي1983از كلبسيلاپنمونيه در سال 
ايمينوسفالوسپورين هاي جديد مثل سفوتاكسيم، آزترونام و سفتازيديم 

 – βها در اشريشيا كلي و كلبسيلا پنمونيه از ESBLاغلب ).  2(جدا شد
با يك و يا چند جانشيني اسيد  SHVوتيپ   TEMلاكتامازهاي تيپ

آمينه اي مشتق شده اند كه اين آنزيم ها سبب مقاومت باكتري نسبت به 
هاي  ESBLاخيرا ، بيشتر . سفالوسپورين هاي طيف گسترده مي گردد

در  CTX-Mنظير آنزيم هاي وابسته به تيپ  SHVو  TEMغيرمشتق از
  ) . 4و  3(يي به طور وسيع ، تعيين هويت شده انداغلب مناطق جغرافيا

مطالعات فيلوژنيك انجام شده، پنج گروه عمده از آنزيم هاي اكتسابي 
CTX-M را نشان داده اند .(i)  گروهCTX-M-1  آنزيم وابسته  6شامل

-CTX-M-1  ،CTX-M-3  ،CTX-M-10  ، CTX(به  پلاسميد 
M-12 ،CTX-M-15 ، FEC-1  ( چا پ نشده و آنزيم هاي)CTX-
M-22  وCTX-M-23  وCTX-M-28  ((ii)  گروهCTX-M-2  

-CTX-M-2  ،CTX(وابسته به پلاسميد CTX-Mشامل هشت آنزيم 
M-4 ،CTX-M-4L  ،CTX-M-5  ،CTX-M-6  ،CTX-M-7 ،

CTX-M-20  وToho-1 ((iii)   گروهCTX-M-8  شامل يك عضو
ه آنزيم وابسته به شامل ن  CTX-M-9گروه  (iv)وابسته به  پلاسميد 

-CTX-M-9 ،CTX-M-13،CTX-M-14  ،CTX-M (پلاسميد 
16  ،CTX-M-17  ،CTX-M-19  ،CTX-M-21  ،CTX-M-27 
مطابق  CTX-Mو  CTX-M-24و دو آنزيم چاپ نشده )  Toho-2و 
شامل آنزيم  CTX-M-25گروه  (v)و   accession no. JP 0074با 

  ) . CTX-M-26 )5 و  CTX-M-25هاي 
ESBL  ها، نه تنها توسط پلاسميدها در ميان باكتري ها انتقال مي يابند

بلكه شناسايي آنها با آزمايش حساسيت در برابر عوامل ضد ميكروبي 
  CTX-Mتاكنون در فاميل ).  6(معمول نيز به سختي قابل انجام است 

اخيرا، باكتري هاي توليد كننده  ). 7(آنزيم شناسايي شده است 53
ESBL ولي خصوصيات مولكولي اين ). 8(ران گزارش شده استدر اي
ESBL مطالعه حاضر با هدف تعيين شيوع ، . ها مورد توجه نبوده است

در ميان  CTX-Mهاي تيپ  ESBLالگوي پلاسميدي و ژنوتاپينگ 
از بخش   KLebsiella pneuomoniaeنمونه هاي باليني جدا شده از 

و درماني شهر تبريز در ايران را  هاي آموزشي هاي مراقبت ويژه بيمارستان
  . انجام شده است

  
  روش كار 

بيمار بستري درپنج بيمارستان آموزشي شهر تبريز  از سال  786از مجموع 
 Klebsiellaسويه ي باليني  92، تعداد 1384الي  1383

pneumoniae   همه سويه هاي باليني جدا شده از بيماران . جدا شد
اغلب نمونه هاي باليني از ترشحات . ه بودنداخذ شد ICUبستري در بخش 

با روش  تعيين هويت گونه ها. لوله دستگاه تنفسي، ادرار و خون بودند

 ) Hi Enterobacteriaceae Kitمعمول و در صورت مشكوك بودن با  
strip 1,2) (Hi Media) آزمايش ديسك آگار ديفيوژن روي . انجام شد

ديسك هاي . جام يافتان  Muller Hinton agarمحيط كشت 
سفتازيديم، سفترياكسون، سفوتاكسيم، پي پراسيلين، تيكارسيلين، 
سيپروفلوكساسين، نورفلوكساسين، افلوكساسين، آميكاسين، توبرامايسين، 
 (سفوكسيتين، سفوروكسيم، تتراسايكلين و سولفامتوكسازول

ويه در س ESBLتوانايي توليد . مورد استفاده قرار گرفتند   Mast)شركت
هاي آزمايشي بوسيله آزمايشهاي تاييدي فنوتيپك مثل آزمايش تركيب دو 

اسيد و سفوتاكسيم،  كلاولانيك/ديسك با استفاده از سفتازيديم، سفتازيديم
 NCCLSمطابق با استانداردهاي   (Mast)كلاولانيك اسيد/سفوتاكسيم

 E-test (ABبوسيله  (MIC)حداقل غلظت مهار كننده . انجام يافت) 9(
Biodisk, Solna, Sweden)  ،با نوارهاي سفتازيديم

 زوكسيم ، سفتي(IP)پنم ، ايمي(TZ/TZL)كلاولانيك اسيد/سفتازيديم
(CZ)سفوتاكسيم ،(CT) آزترونام ،(AT) آموكسي كلاو ،(XL)  انجام
 ATCC 700603  Klebsiellaو E. coli ATCC 25922.گرديد

pneumoniae  ي و مثبت استفاده شدندبه ترتيب به عنوان كنترل منف. 
  DNA بــا اســتفاده از ) 10(پــلا ســميدي بــا روش ليــز قليــاييCTAB 

(Cetyl trimethyl ammonium bromide)    پـلا  . اسـتخراج شـد
به مدت %  8/0سميد هاي استخراج شده بوسيله الكتروفورز روي ژل آگارز 

هضـم شـده    DNA λ. آنـاليز شـدند   mA 50و   Volt 150ساعت در  3
 E. coliو   E. coli V 517  سويه  ، پلا سميدهاي HindIII, EcoRIبا

39R861 ژل هاي آگارز بـا  . به عنوان سايز ماركر استاندارد استفاده شدند
رنگ آميزي شد و بانـد هـاي پلاسـميدي زيـر      (Merck)اتيديوم برومĤيد 

 .Kپـلا سـميدهاي اسـتخراج شـده از سـويه هـاي       . آشـكار شـد   UVنور
pneumoniae  عنوان الگـو در واكـنش   بهPCR     بـه كـار گرفتـه شـدند .

ــوالي  Fپرايمـــر ــا تـ و  (΄CGCTTTGCGATGTGCAG 3΄5)بـ
بـراي    (΄ACCGCGATATCGTTGGT 3΄5)بـا تـوالي    Rپرايمـر 

بـــــا تـــــوالي   Fوپرايمـــــر  bla CTX-M-1ژن  آمپلفيكاســـــيون
(5΄TTAATGACTGAGCATTC3΄)  ــر ــا  Rوپرايمــــــ بــــــ

ــوالي ــر    (΄GATACCTACCGCTCCATTTG3΄5)تـ اي بـ
كنترل مثبت براي اين دو . انتخاب شدند    bla CTX-M-2آمپلفيكاسيون ژن 
  ). 11(از كشور آمريكا تهيه شد Quinnگروه از پروفسور 
پلا سميدي  DNAاز  gµ 5 .شامل مقادير زيربود  PCRمخلوط واكنش 

  MgCl2  ،l از l  µ 75/0، با  X PCR10از بافر  l µ10رقيق شده، 40/1
µ 5/0 پرايمر ، از هرl  µ 25/0  از آنزيمTaq  پلي مراز و براي انجام

PCR   از دستگاهTechena واكنش. استفاده شدPCR  1تحت شرايط 
 ˚C دقيقه در 1و  C˚55دقيقه در 1سيكل به مدت C˚95 ،30دقيقه در 

دقيقه در  10و براي مرحله آخر جهت امتداد ژن پلي مريزه شده مدت  72
C˚72  حاصل از واكنشمحصول . انجام شدPCR  و به % 7/1در آگارز

از سايز   PCRجهت تعيين اندازه محصول. دقيقه الكتروفورز شد 50مدت 
  . استفاده شد SM (100bp DNA Ladder) 0323ماركر

  
  يافته ها 

بيمارستان  آموزشي و  5هاي جدا شده از  نتايج تست حساسيت در سويه
 1وبي مورد مطالعه درنموداردرماني شهر تبريز در برابر عوامل ضد ميكر

  . نشان داده شده است
  38، شماره دوازدهم فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال 



  

  23ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همكاران ـــــــــــهايده مبين 
  

سويه مقاوم به سفتازيديم و   سفوتاكسيم بـا   87از  در تست تركيب دو ديسك
ميليمتـر مـابين دو ديسـك     5در نظر گرفتن تفاوت قطرهاله مهار رشد بيش از 

كلاولانيـك  /كلاولانيك اسيد و سفتازيديم، سفتاريديم/سفوتاكسيم، سفوتاكسيم
بـه عنـوان توليـد    %)  9/90(سـويه   85و %) 7/97(سـويه   86اسيد به ترتيـب   

  .تعيين شدند ESBLكننده 
از سـفتازيديم،   هكـه بـا مقـادير بـالا رونـد      E-testبـه روش    MICدر تسـت  

پـنم    كلاولانات و ايمي/ آزترونام، سفوتاكسيم، سفتي زوكسيم، آموكسي سيلين
نسبت به %) 9/87(سويه 73نسبت به سفتازيديم، %)5/85(سويه  71انجام شد؛ 
%) 7/86(مـورد  72نسـبت بـه سـفتي زوكسـيم،     %) 2/72(سـويه   60  آزترونام،

كلاولانـات   / نسبت به آموكسي سـيلين %) 1/1(سويه  1نسبت به سفوتاكسيم و 
μ g/ml32 > MIC تمام سويه ها داراي  هرا نشان دادند، در حاليك μ g/ml 

 2 MIC  <   در برابر ايمي پنم  بودند.  
بتدا با روش ليز قليايي استخراج شد ولي بـا  پلاسميد سويه هاي مورد آزمايش ا

توجه به اينكه در الكتروفورز پلاسـميدهاي فـوق اسـمير حاصـل شـد بنـابراين       
 Cetyl Trimethyl)جهت حذف آن قبل از اضافه كـردن كلروفـروم محلـول   

Ammonium Bromide) CTAB  اضافه شد و در دمايC ْ 65   به مدت

پلاسـميد  %) 3/79(سـويه  73سـويه، از   92از مجموع . دقيقه قرار داده شد 10
ــين . اســتخراج شــد  ــا  1تعــداد پلاســميدها ب ــود  4ت ــر ب ــدد متغي ــدازه . ع ان

بـرش داده    DNA λ پلاسميدهاي استخراج شده در مقايسه بـا سـايز مـاركر   
 E. coliوپلاسـميدهاي موجـود در دوسـويه     EcoRIو  HindIIIشـده بـا   

V517  وE. coli 39 R 861    بـينkb7     تـاkb 63>     متغيـر بـود و در
  .الگوي پلاسميدي از سويه هاي مورد آزمايش حاصل شد 22مجموع 

داراي آمپليكون حاصـل از  %) 1/25(سويه  29سويه ي داراي پلاسميد،  73از  
حاصل شد در حاليكـه در هيچيـك از سـويه     CTX-M-1پليمريزه شدن ژن 

از نمونه ارسـالي  . حاصل نگرديد  CTX-M-2آزمايش محصول ژن  هاي مورد
  ). 1تصوير ( نتيجه مثبت عايد گشت Quinnپروفسور 

در  CTX-M-1در ســويه هــاي داراي ژن   E-testبــه روش   MICنتــايج 
ــدول  ــت  1ج ــده اس ــان داده ش ــل از  . نش ــون حاص ــوالي آمپليك ــا  PCRت ب

 Chromas LITE versionتوسط برنامـه   Forward CTX-M-1پرايمر
  . نوكلئو تيد در آن مشخص شد 520تعيين توالي شد و توالي  2

Sensitive 4.3 3.2 3.2 2.1 64 3.2 2.1

Intermediate 1.1 2.1 3.2 1.1 21 0 0

Resistant 95 95 93 97 15 97 97
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  مختلف شهر تبريز  بيمارستان هاي آموزشي و درماني جدا شده از Klebsiella pneumoniae هاي ؛ ميزان شيوع مقاومت در برابر عوامل ضد ميكروبي در سويه1نمودار

CAZ, Ceftazidime; CTX, Cefotaxime; CRO, Cefriaxone; CXM, Cefuroxime; FOX, Cephoxitin; PRL,Piperacillin; TC, 
Ticarcillin; TN, Tobramycin; AN, Amikacin; CIP, Ciprofloxacine; NOR, Norfloxacin;OFX, Ofloxacin; PY, Carbenicillin, 

SMX, Sulphamethoazle; T, Tetracycline 
  

  بحث 
بيمار بستري در پنج بيمارستان آموزشي شهر  786در اين مطالعه  از مجموع 

اين باكتري برخلاف مطالعات .  ايزوله ي كلبسيلا پنمونيه جدا شد  92تبريز
مشابه  كه باسيل گرم منفي اشريشيا كلي را عامل اصلي در عفونت هاي 

، به عنوان عامل اصلي عفونت )13و  12( بيمارستاني معرفي نموده اند
تست حساسيت ضد ميكروبي در سويه هاي مورد . بيمارستاني بدست آمد

 مطالعه نشان داد كه بيشترين ميزان مقاومت نسبت به كاربني سيلين، پي
( پراسيلين  و كمترين ميزان مقاومت نسبت به سفوكسيتين وجود دارد

رين هاي نسل سوم نسبت به مقاومت نسبت به سفالوسپو). 1نمودار
بود كه در مقايسه با % 5/94و % 4/93سفترياكسون، سفوتاكسيم و به ترتيب 

گزارش % 10و %7/18كه به ترتيب ) 14( Jonesو )  Nigssen)13مطالعات 
با توجه به اينكه در مطالعه پرونده بيماران . نمودند،  بسيار بالاتر مي باشد

به تنهايي ( ديم، سفوتاكسيم و سفترياكسون موارد از سه داروي سفتازي% 100

استفاده شده بود نقش فشار انتخابي ناشي از مصرف زياد و ) و يا به صورت توام
  . بدون محدوديت خاص را در ايجاد مقاومت به خوبي روشن مي سازد

كه با استفاده از نوار   E-test در آزمايش بتا لاكتاماز طيف گسترده با روش 
كلاولانيك / غلظتي از سفتازيديم در يك طرف نوار و سفتازيديم داراي گراديان

اسيد در طرف ديگر نوار انجام شد با توجه به اينكه اختلاف غلظت بيش از 
3log2  در تيتر دارو به عنوان توليد كننده آنزيمESBL  در نظر گرفته

ه اين يافت. شناخته شدند  ESBLاز سويه ها به عنوان مولد % 1/89ميشود كه 
تطابق خوبي را نشان %)9/90(ها با نتايج حاصل از آزمايش تركيب دو ديسك 

ها كارآيي  ESBLبنابراين استفاده از هر دو روش جهت شناسايي . مي دهد
  . يكسان را نشان داد
سويه هاي مورد مطالعه با مطالعات مشابه در كشور   E-testدر مقايسه نتايج 

نشان ) 16% (5/39و در بنگلادش ) 15% (10ا، ايتاليا و اسپاني% 5 -15فرانسه 
ها در جامعه مورد مطالعه ما، از وضعيت بحراني  ESBLداد كه شيوع 

برخوردار است و نيازمند برنامه هاي كنترل و ايجاد محدوديت در مصرف آنتي 
  .بيوتيكها بخصوص در مصرف سفالوسپورين هاي نسل سوم مي باشد

  38، شماره دوازدهم سيري ، سال فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرم
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در روي پلاسميد هاي باكتري حمل ميگردند  blaبا توجه به اينكه ژنهاي 
سويه ها پلاسميد استخراج شد به % 3/78ر سويه هاي مورد مطالعه از د

پلاسميد با اندازه هاي مولكولي مختلف  4طوري كه از برخي از سويه ها تا 
تا   kb 7را دارا بودند كه  وزن مولكولي پلاسميدهاي استخراج شده بين 

ه الگوي پلاسميدي در سويه هاي مورد مطالع 22بود و  kb 63بيش از  
مشاهده شد كه نشاندهنده وجود كلون هاي مختلف از باكتري هاي مولد 

ESBL     مي باشد و اين امر  نشانگر مشكلات بيشتر در كنترل سويه
  . هاي فوق مي باشد

طرح فنوتيپيكي مقاومت نسبت به سفتازيديم، سفوتاكسيم، سفترياكسون و 
ي پنم و اغلب آنها سويه ها نسبت به ايم% 100آزترونام همراه با حساسيت 

را پشنهاد  CTX-Mلاكتاماز گروه  -  βنسبت به سفوكسيتين وجود آنزيم 
با   CTX-M-1سويه گروه آنزيم  29از  PCRمي نمود كه در آزمايش 

تا  22توالي اين ژن در نوكلوتيدهاي . نوكلئوتيد حاصل شد   520توالي 
 accession no AY 960984    ،DQهمولوگي با  % 100، داراي 506

4053310  ،DQ 4853309  ، AY 044436  ،DQ335219    ،
AM 040707  وAY 995206  را نشان داد.  

MIC  سفتازيديم در گروه آنزيميCTX-M  معمولا در حد حساس باقي
و  CTX-M-16  ،CTX-M-15ميماند؛ به جزء آنزيم هاي گروه 

CTX-M-27   كه جانشينيAsp 240 Gly  8را با خود حمل ميكنند 
برابر مقاومت بالاتر نسبت به سفتازيديم را در مقايسه با آنزيم هاي والد 

). 5(را دارند  CTX-M-14و  CTX-M-3 ،CTX-M-9خود يعني 
اغلب سويه هاي مورد مطالعه در اين پژوهش، مقاومت نسبتا بالاتر نسبت 

 CTX-M-1به سفتازيديم را نشان دادند و با توجه به اينكه به گروه آنزيم 
-CTXبنظر مي رسد كه سويه هاي مورد مطالعه به گروه .  علق داشتندت

M-15   با اين آنزيم هم در     % 100تعلق داشته باشد زيرا همولوگيE. 
coli  و هم درK. pneumoniae  ، در مقايسه با ژن كاملPMI   و

ISceps  مولد   پيشنهاد مي شود كه در سويه هاي. را نشان دادند
CTX-M-1 به سفوكسيتين وجود ژن هاي  مقاومAmpC  مورد بررسي  

  

  
در صورت مصرف ايمي پنم ايجاد مقاومت نسبت به آن مورد . قرار گيرد

  . كنترل  مستمر قرار گيرد 
  

  نتيجه گيري
 Klebsiellaترين ارگانيسم عامل عفونت  در اين پژوهش شايع 

pneumoniae اي ه بود و فشار انتخابي ناشي از مصرف سفالوسپورين
هاي مولد نسل سوم به بروز مقاومت و مهمتر از آن بروز سويه

آنزيم  .منجر شده است CTX-M-1از گروه آنزيمي  ESBLهاي آنزيم
ها هم نقش سفوتاكسمازي و هم سفتازيديمازي را دارند  فوق در اين سويه

هاي كنترل دقيق و محدوديت در مصرف اين داروها  كه نياز به ايجاد برنامه
  . عنوان داروي حساس شناخته شد پنم به ايمي. سازد مي را روشن

  
  تشكر وقدر داني

از همكاران آزمايشگاه ميكروبشناسي دانشكده پزشكي دانشگاه آزاد 
واحد تبريز به دليل همكاري در جداسازي و تعيين هويت باكتري  -اسلامي

هاي مورد آزمايش، همكاران آزمايشگاه ميكروبشناسي و بيوشيمي مركز 
قيقات كاربردي دارويي تبريز به دليل همكاري هاي صادقانه خود در امر تح

جدا سازي پلاسميد سويه هاي مورد آزمايش، همكاران مركز تحقيقات سل 
، PCRو بيماري هاي ريوي به دليل همكاري  در مراحل انجام آزمايش 

همكاران آزمايشگاه ميكروبشناسي بيمارستان هاي امام خميني، شهيد 
به دليل همكاري  سينا، شهداء،  مركز آموزشي كودكان شهر تبريزمدني، 

از كشور آمريكا كه  Quinnدر تامين نمونه هاي مورد آزمايش  و پروفسور 
DNA  پلاسميدي توليد كننده بتالاكتامازهاي طيف گسترده گروه

CTX-M را ارسال نمودند،سپاسگزاري مي شود. 
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