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 مهر نود و پنج پذیرش برای چاپ:               مرداد نود و پنج                                                  دریافت مقاله:

 چکیده 
در اشرشیا کلی یک مشکل نوظهور در سراسر جهان  مرتبط با پلاسمید AmpCمقاومت به واسطه ی بتالاکتامازهای نوع  سابقه و هدف:

ار برده می شود اما اطلاعات در جدایه های گرم منفی به ک می باشد. بطور معمول روشهای فنوتیپی برای شناسایی این نوع مقاومت
 مرتبط با پلاسمید در سطح جامعه مورد نیاز است. AmpCمقاومت به واسطه ی بتالاکتامازهای نوع  مولکولی درباره ی میزان شیوع 

 در سمیدپلا با مرتبط AmpC  نوع کننده بتالاکتامازهای تولید ژن های ردیابی و بیوتیکی آنتی مقاومت تعیین هدف با مطالعه این لذا
 .شد انجام 5525قم در سال  شهر( عج) ولیعصر حضرت بیمارستان بیماران از جداشده اشرشیاکلی های سویه

نمونه اشرشیا کلی با استفاده از متدهای  65تعداد 5525مقطعی در دو ماهه ابتدای  سال  -مطالعه توصیفیدر این روش بررسی: 
ه به بیمارستان حضرت ولیعصر عج شهر قم جمع آوری شد. برای تعیین مقاومت آنتی بیماران مراجعه کنند مرسوم میکروبیولوژیک از

ژنهای  PCRصورت گرفت. سپس سویه های غربال شده جهت   Disk diffusionبیوتیکی نمونه ها، تست آنتی بیوگرام با روش 
کلیه نتایج به دست آمده ی قرار گرفتند. (مورد بررس FOXو   CITMمرتبط با پلاسمید ) AmpC  تولید کننده بتالاکتامازهای نوع

  .تجزیه و تحلیل شدند SPSS 20با استفاده از نرم افزار

( %5/80بیمار زن   ) 42( مربوط به خون بود. %5/55( مربوط به ادرار و بقیه )%5/88نمونه ) 54نمونه اشرشیا کلی  65از میان  یافته ها:
ه ها بالاترین مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک آموکسی سیلین و کمترین مقاومت نسبت به در بین نمون (بودند. %7/52بیمار مرد)  59و 

نمونه ها دارای ژن  %4/7(وجود داشت .  %9/62مورد از  نمونه ها ) 97آنتی بیونیک ایمی پنم مشاهده شد. مقاومت به سفتازیدیم در 
CITM  و در هیچ یک از نمونه ها ژنFOX  .شناسایی نشد 

 با مرتبط AmpC  نوع مولد بتالاکتامازهای های سویه به مبتلا بیماران برای ها بیوتیک آنتی تجویز اینکه به باتوجه ی:نتیجه گیر
شود همچنین  می بیماران و عدم بهبود  مقاوم های سویه گیری شکل به منجر بلکه شود نمی بیماران درمان به منجر تنها نه پلاسمید

روشهای ژنوتیپی  را مشخص نمیکند لذا مطالعات مبتنی بر  AmpC  نوع مولد بتالاکتامازهای های ویهروشهای فنوتیپی تعداد واقعی س
 گردد. می ها باکتری مقاوم های ایزوله ازگسترش وجلوگیری بیماران تر موثر و سریع درمان به در سطح جامعه منجر

 ، قم(عج) ولیعصر حضرت بیمارستان کلی، مرتبط با پلاسمید ، اشرشیا AmpCواژگان کلیدی: بتالاکتامازهای نوع 
 

مقدمه
 و انتروباکتریاسه خانواده اصلی عضو اشرشیاکلی باکتری

 قبیل از بیمارستانی های عفونت از بسیاری عامل

 ادراری های عفونت و سپسیس نوزادی، مننژیت گاستروانتریت،

 جدا منفی گرم باسیل ترین شایع اشریشیاکلی. است شده شناخته

 از درصد 80 از بیش علت چنین هم و بوده بالینی موارد از شده

 علاوه به جامعه در اکتسابی ادراری دستگاه های عفونت موارد

  شده کسب های عفونت
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 چندین طریق از اشریشیاکلی های سویه. باشد می بیمارستان از

 تغییرات شامل که شوند، می ها بتالاکتام به مقاومت باعث مکانیسم

 سفالوسپوریناز حد از بیش تولید خارجی، غشای های پروتئین در

 می الطیف وسیع بتالاکتاماز یک تولید یا پلاسمیدی( و )کروموزومی

 مرکزی هسته هیدرولیز طریق از بتالاکتامازی های آنزیم (.5باشد)

 شوند. می ها آن شدن فعال غیر باعث بتالاکتام بیوتیکهای درآنتی

 جهت درمان جدید های بیوتیک آنتی حد از بیش مصرف احتمالاً

 جدید بتالاکتامازهای تولید بر باکتری، بر انتخابی فشار و بیماران

آنتی بیوتیک های بتالاکتام بطور  (.9) است مؤثر ها باکتری توسط

وسیعی مورد استفاده قرار میگیرد و تولید بتالاکتامازهای نوع 

AmpC ( 5منجر به مقاومت ضد میکروبی قابل توجهی میشود.) 

د که نوعی از سفالوسپورینازها هستن AmpCبتالاکتامازهای نوع 

باعث ایجاد مقاومت ضد میکروبی در باسیل های گرم منفی می 

در باکتریهایی از قبیل  AmpCبتالاکتامازهای نوع (. 4باشند)

سیتروباکتر، سراشیا و گونه های انتروباکتر از طریق کروموزوم 

کدگذاری میشوند و بیان آنها معمولا القایی می باشد در حالیکه در 

 میتواند بیش از حد بیان شود.اشرشیاکلی القایی نیست و 

ممکن است بر روی پلاسمید  AmpCهمچنین بتالاکتامازهای نوع 

حمل شوند و  تهدید جدیدی  در جهت گسترش و انتشار به دیگر 

ارگانیسم های بیمارستانی یا مناطق جغرافیایی می باشند چون 

باعث مقاومت به سفامایسین ها مثل سفوکسیتین و سفوتتان  می 

 (.5شوند)

آگاهی از عوامل بالقوه ی خطر در ایجاد مقاومت باکتریایی با اجرای 

اقدامات کنترلی موثر و درمان ضد میکروبی عاقلانه در محدود کردن 

روش  (.6بیماری های ناشی از این باکتریها تاثیر بسزایی دارد )

فنوتیپی رضایت بخش واحدی برای تشخیص بتاکتالامازهای نوع 

AmpC سمید وجود ندارد و ترکیبی از تست های مرتبط با پلا

 AmpCفنوتیپی برای غربالگری و تایید حضور مقاومت با واسطه ی 

(. واکنش زنجیره  ای پلیمراز یا 7پلاسمیدی ضروری می باشد ) 

PCR  یک استاندارد طلایی جهت تشخیص بتالاکتامازهای نوع

AmpC ( 8می باشد.) 

ی بیوتیکی و ردیابی ژنهای مقاومت آنتاین مطالعه با هدف تعیین 

مرتبط با پلاسمید در  AmpC  تولید کننده بتالاکتامازهای نوع

سویه های اشرشیاکلی جداشده از بیماران بیمارستان حضرت 

 انجام شد.  5525ولیعصر )عج( شهر قم در سال 

 
 
 

 

 روش بررسی 
 

نمونه بالینی شامل خون و  550مقطعی  -در این مطالعه توصیفی

از بیماران مراجعه کننده به 5525طی دو ماهه نخست سال  ادرار در

عج( شهر قم جمع آوری شد و پس از )بیمارستان حضرت ولیعصر 

اشرشیا کلای  ایزوله 65انجام کشت و تست های بیوشیمیایی 

 شناسایی و جداسازی گردید. 

تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی، تست آنتی بیوگرام بر روی برای 

ن آگار با استفاده از دیسک های آنتی بیوتیکی محیط مولر هینتو

شامل جنتامیسین  (MAST Chemical Co, England)شرکت 

10µg 30، نالیدیکسیک اسیدµg  30، سفکسیمµg  سفوتاکسیم ،

30µg 10، ایمی پنمµg 30، آموکسی سیلینµg  سفتازیدیم ،

30µg  30، سفتریاکسونµg   10ونورفلوکساسینµg   بر اساس

 Clinical and laboratory بوئر و  استانداردمتد کربی 

standards institute (CLSI).باکتریهای مقاوم به  صورت گرفت

آنتی بیوتیک های سفالوسپورینی جهت بررسی بتالاکتامازهای نوع 

AmpC  با روش مرتبط با پلاسمیدcombined disk  .بررسی شد

، در این روش پس از تهیه محیط کشت مولر هینتون اگار

سوسپانسیون میکروبی با غلظت نیم مک فارلند تهیه شد و در 

محیط ذکر شده بطور کامل پخش شد سپس دیسک های آنتی 

کلاونیک اسید  –و سفتازیدیم  30µgبیوتیکی حاوی سفتازیدیم

30- 400µg    30دیسک  سفوتاکسیم همچنینµg   و سفوتاکسیم

داده شد و برروی محیط کشت قرار  400µg -30کلاونیک اسید  –

درجه  57ساعت در دمای  94پس از گرمخانه گذاری به مدت 

سانتیگراد قطر هاله ی عدم رشد بررسی شد. بطوریکه اگر هاله ی 

عدم رشد اطراف دیسک های حاوی کلاونیک اسید بزرگتر یا مساوی 

پنج میلیمتر نسبت به قطر هاله ی آنتی بیوتیک فاقد کلاونیک اسید 

  ESBLبعنوان مولد  CLSIبر اساس استاندارد باشد سویه مورد نظر 

در نظر گرفته شده و ایزوله هایی که در آنها این مقدار کمتر از پنج 

میلیمتر باشد و اثر بتالاکتامازی آنها توسط مهارکننده های 

در نظر   AmpCبتالاکتاماز مهار نشود بعنوان مولدین بالقوه ی 

 (.2گرفته میشوند)

 کیت از استفاده با باکتری ژنوم استخراج PCRبرای انجام واکنش 

پس از  .شد کیت انجام دستورالعمل طبقسیناژن  شرکت استخراج

 استخراج شده با استفاده از DNAاستخراج، کمیت و کیفیت 

اشرشیا کلی تولید  های سویه تشخیص برای ارزیابی گردید.نانودراپ 

 تفادهاس 5از پرایمرهای جدول   AmpCکننده بتالاکتاماز ژن 

  .(50شد)
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 صی ژن های مورد مطالعه: توالی پرایمرهای اختصا5جدول

 
 

 

 

 

نانوگرم  500میکرولیتر ) مقدار  50در حجم نهایی  PCR واکنش

DNA  ،5  واحد آنزیمDNA پلیمرازTaq  ،50  پیکومول از هر

  dNTPmix  ، buffer10Xمیلی مولار  5/0کدام پرایمرها، 

روی ژنوم استخراج تهیه گردید و  ( MgCl2میلی مولار  9بهمراه 

انجام  9طبق جدول  روتکل گرمایی و با غلظت مشخص شده طبق پ

بعنوان  ATCC 25922گردید. در این پژوش از اشرشیاکلی 

 کنترل مثبت استفاده شد.

 
 
 
 

 : برنامه دمایی دستگاه ترموسایکلر9جدول

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

و همراه با مارکر وزن  5بر روی ژل آگارز % PCRنهایتا محصولات 

و توسط اتیدیوم بروماید رنگ  الکتروفورز شد bp 500مولکولی 

رد تکینک مورد استفاده جهت اطمینان از عملک .آمیزی شد. 

از نمونه های بالینی مثبت  توسط شرکت ماکروژن   PCRمحصول 

کره جنوبی تعیین توالی گردید. همچنین با استفاده از نرم افزار 

SPSS 20  .تجزیه و تحلیل آماری صورت گرفت 
 

 یافته ها
 

 

 

طی دو ماهه نخست سال  نمونه اشرشیاکلی  65در این پژوهش 

عج( )ن مراجعه کننده به بیمارستان حضرت ولیعصر از بیمارا5525

نمونه  54نمونه اشرشیا کلی  65شهر قم جمع آوری شد. از میان 

 42( مربوط به خون بود. %5/55( مربوط به ادرار و بقیه) 5/88%)

ا در بین نمونه ه( بودند. %7/52بیمار مرد)  59(و  %5/80بیمار زن )

بالاترین مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک آموکسی سیلین و کمترین 

(. 5مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک ایمی پنم مشاهده شد) جدول 

(وجود  %9/62مورد از  نمونه ها ) 97مقاومت به سفتازیدیم در 

 (.  5داشت) جدول 

 

 

Amplicon 

size 
)/to 3 /Sequence (5 Primer Target gene 

462 TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 

TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC 
CITMF 

CITMR 
LAT-1 to LAT-4, CMY-2 

to CMY-7, BIL-1 
190 AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 

CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG 
FOXMF 

FOXMR 
FOX-1 to FOX-5b 

 نام مرحله دما زمان چرخه

 واسرشت اولیه درجه 24 دقیقه 7 سیکل 5

 دنواسرشت ش درجه 24 دقیقه 5 سیکل 55

 اتصال پرایمرها درجه56 دقیقه 5

 گسترش درجه 79 دقیقه 5

 گسترش نهایی درجه 79 دقیقه 50 سیکل 5
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 : توزیع سویه های اشرشیاکلی بر اساس نتیجه ی آنتی بیوگرام آنها5جدول

  

 

( به  %9/62نمونه)  97حاصل از غربال گری آنتی بیوگرام  بر اساس نتایج

قرار  Combined diskمورد آزمون  AmpCمنظور تایید فنوتیپی ژن 

به ترتیب بعنوان  %55/55( و %82/88نمونه ) 94گرفتند که از این تعداد 

نمونه  با  97کلیه  ارزیابی شدند. AmpCو  ESBLمولدین بالقوه 

قرار گرفتند که از این  PCRمورد  TEMو  FOXژن  استفاده از پرایمر های

( شناسایی شد. در  5)شکل  CITM ژن تعداد در  دو نمونه از ایزوله ها

نتایج تعیین توالی نمونه شناسایی نشد.   FOXهیچ یک از  نمونه  ها ژن 

منطبق  NCBIهای بالینی کاملا با توالی ثبت شده در بانک اطلاعات ژنی 

 بود.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 در باکتری اشرشیاکلی  CITMجهت تشخیص ژن  bp 469تصویر باند   -5شکل 

Lane1,5:Size marker 100 bp, Lane2: Negative control, Lane3: Positive control, Lane 4 Sample 

 
 

 
 
 

 مقاوم نیمه حساس حساس  آنتی بیوتیک 

 %8/45 %4/5 %8/50 سفوتاکسیم

 %76 %5/9 %2/95 آموکسی سیلین

 %9/62 %7/7 %5/95 سفتازیدیم

 %5/5 %5 %2/25 ایمی پنم

 %95 %8/54 %5/69 جنتامیسین

 %6/52 %5/9 %5/58 نورفلوکساسین

 %8/50 %7/5 %5/47 سفتریاکسون

 %5/59 %5/5 %4/49 سفکسیم

 %5/64 %6/5 %5/59 نالیدیکسیک اسید

462  bp 

2 3 4 5 1 
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 بحث

 

مقاومت آنتی بیوتیکی بخصوص مقاومت به  بتالاکتامازهای نوع 

AmpC (55مرتبط با پلاسمید یک تهدید  جهانی می باشد) .

میتواند از طریق پدیده کانجوگاسیون   AmpCتالاکتامازهای نوع ب

و ترانسفورماسیون پلاسمید یا کروموزوم به باکتریهای دیگر منتقل 

شود و باعث مقاومت آنتی بیوتیکی و کاهش اثر دارو ها و در نتیجه 

. کاهش انتشار (50باعث ایجاد عفونت های جدی می شوند.)

 AmpCاشی از  بتالاکتاماز های نوع مقاومت های آنتی بیوتیکی ن

مرتبط با پلاسمید مستلزم شناسایی ژنهای دخیل در مکانیسم 

در این  (.59بیماری زایی آنها و در نتیجه کنترل آنها می باشد)

نمونه ها مقاوم یه سفوکسیتین بودند که بصورت  %9/62 مطالعه 

در نظر  AmpCبتالاکتاماز های نوع فنوتیپی بعنوان مولدین بالقوه 

 گرفته میشوند و مورد تست تاییدی قرار گرفتند.

 AmpC نوع بتالاکتاماز کننده تولید کولی اشرشیا شیوع

در مطالعات گسترده که  در  .است متفاوت مختلف درکشورهای

 در AmpC های ژن که که رسیدند نتیجه انجام شد به این چین 

( ، در 54) %4ریکا در ایالات متحده آم .(55دارد) وجود ها ایزوله 9%

( سویه های اشرشیاکلی  جداسازی شده دارای 55) %96سنگاپور 

مرتبط با پلاسمید بودند. در حالیکه در  AmpC نوع بتالاکتاماز

و بیشترین درصد شیوع  در  %9/0(این میزان بسیار کم و 56سوئد )

 (57گزار شده است.) %75کره 

 تی به دست آمده است.مطالعات محققان ایرانی نیز نتایج متفاو در

 دلال و همکارن صورت گرفته است،  سلطان در پژوهشی که توسط

 آن از که شدند شناسایی بودند، AmpC مولد که مقاوم ایزوله 55

 AmpC نوع بتالاکتاماز CITMژن  واجد درصد %9/50 میان

(. در 58را در هیچ ایزوله ای شناسایی نکردند) FOXبودند ولی ژن 

در  9050ر که توسط منصوری و همکارانش در سال مطالعه ای دیگ

 کرمان صورت 

 

 

 

 

 نوع بتالاکتاماز کننده گرفت سه ایزوله از اشرشیا کلی تولید

AmpC (52بودند.) 

پژوهش حاضر نیز با اندکی تفاوت با پژوهش های قبلی در ایران و 

 %4/7را   CITMبرخی کشورها همخوانی دارد و میزان شیوع ژن 

د میکند و مانند مطالعه ی سلطان دلال و همکاران درصد برآور

شناسایی نشد. در حقیقت  FOX( در هیچ یک از نمونه ها ژن 58)

این میزان همسو با مطالعات قبلی در ایران و کشورهای مختلف می 

 باشد و شباهت بسیاری با مطالعات قبلی دارد .

مولد  های اینکه روشهای فنوتیپی تعداد واقعی سویه به باتوجه

را مشخص نمیکند لذا مطالعات مبتنی  AmpC  نوع بتالاکتامازهای

 به روشهای ژنوتیپی در سطح جامعه لازم می باشد و منجر بر 

 های ایزوله ازگسترش وجلوگیری بیماران تر موثر و سریع درمان

 گردد. می ها باکتری مقاوم

 

 تشکر و قدردانی

 

را از معاونت محترم  نویسندگان این مقاله مراتب سپاسگزاری خود

پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد نایین به دلیل حمایت و 

هماهنگی های لازم در انجام این پژوهش و همچنین پرسنل محترم 

آزمایشگاه بیمارستان حضرت ولیعصر )عج( شهر قم که در جمع 

 مکاری را مبذول داشتند اعلام می دارد. هآوری نمونه ها نهایت 
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