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  چكيده
توليد . در سراسر جهان رو به افزايش هستند (ESBL)الطيف  هاي بتالاكتاماز وسيعهاي توليد كننده آنزيمباكتري امروزه :سابقه و هدف

هاي در طي دهه گذشته آنزيم. باشدمي هاي وسيع الطيف در كلبسيلا پنومونيهترين عامل مقاومت به سفالوسپورينها مهماين آنزيم
هدف از اين مطالعه بررسي . انداختصاص داده ترين نوع بتالاكتامازهاي وسيع الطيف را در اروپا، كانادا و آسيا به خودشايع  CTX-Mنوع

 .بودبه روش مولكولي  CTX-Mهاي كلبسيلا پنومونيه توليد كننده بتالاكتاماز وسيع الطيف و شناسايي ژن فراواني باكتري ميزان
هاي بعثت و امام رضا نمونه كلبسيلا پنومونيه جدا شده از بيماران بستري در بيمارستان 100، توصيفي در اين مطالعه :يسروش برر

بيوتيك مورد استفاده در  آنتي 10 به نسبت آنها حساسيت شد و ميزان بيوشيميايي استاندارد تشخيص داده شهر تهران با تستهاي
با استفاده از روش  ،ESBLهاي توليد كننده همچنين سويه. هاي گرم منفي با روش ديسك آگار ديفيوژن مشخص گرديددرمان باكتري

  . مشخص شدند PCRبه كمك روش  CTX-M-Iهاي گروه هاي توليد كننده آنزيمسپس سويه. كيبي شناسايي گرديدندديسك تر
نمونه  42، بررسي مولكولي در وبودند  ESBLتوليد كننده  ،كلبسيلا مورد بررسي نمونه 100باكتري كلبسيلا پنومونيه از  26 :هايافته

 . بودند CTX-Mباكتري كلبسيلا پنومونيه حاوي ژن 

هاي مقاومت دارويي ضروري به هاي فنوتيپي و ژنوتيپي، شناسايي مولكولي ژننتايج بررسي با توجه به تفاوت مشاهده شده بين :گيرينتيجه
 .در ايران لازم است ESBLهاي مولد ضمن مطالعات بيشتري جهت مشخص شدن اپيدميولوژي سويه در. رسدنظر مي

  .CTX-Mمونيه، بتالاكتاماز وسيع الطيف، كلبسيلا پنو :واژگان كليدي
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باكتري گرم منفي و عامل پنوموني، سپسـيس،   كلبسيلا پنومونيه

تـرين عوامـل شناسـايي    هاي دستگاه ادراري ويكي از مهمعفونت
بـا توجـه بـه     ).1(هـاي بيمارسـتاني اسـت    شده در ايجاد عفونت
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رسـتاني بـه   هـاي بيما اهميت مقاومت آنتي بيـوتيكي در عفونـت  
عنوان يك مشكل جدي براي بخش سلامت كشـور مطـرح بـوده    
است و بيماران را در بيمارستان هاي سراسر جهان تحت تاثير قرار 

هاي زيادي را به خود اختصاص داده است دهد و سالانه قربانيمي
از ايـن رو  . كنـد هاي درماني فراواني بر كشور تحميل مـي و هزينه

 مقاومـت  سـال  عنـوان  به را 2011سال سازمان بهداشت جهاني 
 .)3،2( بيوتيكي ناميد آنتي
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 Extended(ESBL)هــاي بتالاكتامــازي وســيع الطيــفمقاومــت

Spectrum β-Lactamase  هاي پلاسـميدي كـد   اغلب توسط ژن
ــاكتري   ــواع ب ــان ان ــي در مي ــه راحت ــده و ب ــانواده گردي ــاي خ ه

گـزارش   ESBLن تـري شايع). 5،4( يابندآنتروباكترياسه انتقال مي
شده از كشورهاي غربي و آسيايي، بتالاكتامازهاي وسـيع الطيـف   

ــده از  ــتق ش ــي SHVو  CTX ،TEMمش ــر روي  م ــه ب ــد ك باش
هاي مقاوم به درمان را ايجاد پلاسميدهاي بزرگ قرار دارند و سويه

  .)7،6( كنندمي
هـاي وسـيع الطيـف در درمـان     در ابتداي كاربرد سفالوسـپورين 

و سـاير   كلبسيلا پنومونيههاي كتريايي، تمام سويههاي باعفونت
نسـبت بـه آن حسـاس بودنـد، امـا بـه زودي        كلبسيلاهاي گونه
ها نيز به وجود آمد و اولـين  هاي مقاوم به اين آنتي بيوتيكسويه
هـا  مقاوم به نسل سوم سفالوسپورين كلبسيلا پنومونيههاي سويه

نش گزارش شـدند  در آلمان توسط نات و همكارا 1983در سال 
)8.(  

ــاي  ــده  CTX-M-Iبتالاكتامازه ــور فزاين ــه ط ــيلا اي در ب كلبس
ها بـه پـنج گـروه    اين آنزيم. شايع شدند اشريشياكليو  پنومونيه
-CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9, CTX)اصـلي  

M25) هــاي هــا از ژنبرخــي از ايــن آنــزيم. شــوندتقســيم مــي
   باشـند كـه   مـي ) يبـاكتري محيط ـ ( Kluyverasppكروموزومي 

هاي مربوطه در درون پلاسميدهاي كـانژوگيتيو وارد شـده و   ژن
تـاكنون   و) 10،9(انـد  هاي پاتوژن منتقل شـده سپس به باكتري

  ).11(اند شناسايي شده  CTX-Mنوع 50بيش از 
اين بتالاكتامازها ارتباط ژنتيكي كمـي بـا اعضـاء بتالاكتامازهـاي     

TEM  وSHV اننــدي بــالايي ميــان آنــزيم دارنــد ودر عــوض هم
-CTXهاي با آنزيم) Klu-2,KLU-1خصوصا ( Ampcكروموزومي 

M 15،14( وجود دارد.(  
صورت گرفته است  ESBLدر مورد  ايمطالعات پراكنده ،در ايران

اطلاعات دقيقي و كه بيشتر اين مطالعات به صورت فنوتيپي بوده 
لـذا در مطالعـه   . ردها وجود نـدا در مورد فراواني و تنوع اين آنزيم

 در بــاكتري CTX-Mحاضــر ميــزان شــيوع بتالاكتامازهــا و نيــز 
     .بررسي شدكلبسيلا 

  
  مواد و روشها

نمونه باليني شـامل ادرار، مـدفوع،    100 توصيفي، در اين مطالعه
ترشحات دستگاه تنفسي كه در طي شش مـاه اول سـال   و  خون

ضا، بعثت جمـع  هاي شهر تهران شامل امام راز بيمارستان 1391
آگـار و انجـام    EMBآوري شد و پـس از كشـت بـر روي محـيط    

، سيمون سيترات، اوره آز، TSIتستهاي بيوشيميايي افتراقي نظير 

MR/VP ،SIM  و با استفاده از جداول استاندارد، باكتري كلبسيلا
پنومونيه شناسايي شد و مقاومت آنتي بيوتيك با انجام تست آنتي 

 (Disk diffusion method)ش انتشار ديسك بيوگرام از طريق رو
هاي آنتـي بيوتيـك تهيـه شـده از شـركت      و با استفاده از ديسك

 ،)µg30( ، سفوتاكسـيم )µg30( پادتن طـب شـامل سـفتازيديم   
 كوتريموكسازول، )µg5(، سيپروفلوكساسين )µg25(سفتيزوكسيم

)µg25( ،ايمـــي پـــنم )µg10( مـــروپنم ،)µg10( ،آميكاســـين 
)µg30( ،امايســـينجنت )µg10 ( سفكســـيمو )µg30 ( تعيـــين

هـا جهـت   هاي مقـاوم بـه نماينـده سفالوسـپورين    باكتري. گرديد
، بـا  Combined diskبررسي بتالاكتامازهاي وسيع الطيف با روش 

كلاوونيك +، سفتازيديم)µg30(هاي سفتازيديماستفاده از ديسك
ــيد  ــيم) µg30 -10(اســ ــيم )µg30( و سفوتاكســ ، سفوتاكســ

مـورد   Mastتهيه شده از شـركت  ) µg30 -10( يك اسيدكلاوون+
در اين روش سوسپانسـيون ميكروبـي بـر روي    . مطالعه قرارگرفت

ــاوي     ــار پخــش و ديســك ح ــون آگ ــولر هينت ســطح محــيط م
سفالوسپورين و ديسك حاوي سفالوسپورين و كلاولانيك اسيد بر 

از طريق افزايش قطر هاله  ESBLتوليد  .دهندسطح آگار قرار مي
كلاوولانيك - يا بيشتر در اطراف ديسك سفتازيديم mm5ه اندازه ب

 ).17،16( كلاوولانيك مشخص گرديد- اسيد و يا سفوتاكسيم

ژنـوم بـاكتري بـه     (PCR)براي انجـام واكـنش زنجيـره پليمـراز     
استخراج شد به همين منظوريك كلني بـاكتري از   Boilingروش

ده و بـه مـدت   حل نمو PBSبافر  ml5/1در  كشت تازه تهيه شده
. داديـم سانتريفوژ نموده و شست و شـو   1000دقيقه در دور  10

آب مقطر افزوده همـوژنيزه   ml50سپس محلول رويي را تخليه و 
دقيقه در آب جوش و  10و سوسپانسيون حاصل به مدت كرديم 

در  ،درجه سانتي گراد قـرار داده  - 4دقيقه در دماي  10بلافاصله 
سـانتريفوژ نمـوده و مـايع     3000دور  دقيقه در 4نهايت به مدت 

  ).17(كرديم جدا بود را رويي كه حاوي ژنوم باكتري 
با  PCRدر طي فرآيند  CTX-Mبه منظور تكثير ژن بتالاكتامازي 

استفاده ازيك جفـت پرايمـر يونيورسـال، بـه جهـت اطمينـان از       
 NCBIدر  BLAST عملكرد اختصاصـي ايـن پرايمرهـا از برنامـه    

رايمر جهت ساخت به شركت تكاپو زيست سفارش پ. استفاده شد
  . )1جدول ( داده شد

  
   PCR واكنش در استفاده مورد پرايمرهاي هايويژگي .1جدول 

 Amplicon  (´to 3´5)سكانس نام پرايمر
size (bp)  

CTX-M-I-F ATGTGCAGCACCATGAAAGTGATGGC-3´  593  
CTX-M-I-R TGGGTGAAGTAAGTGACCAGAATCAGCGG-3´    

  
ــ ــايي  PCRنش واك ،  MgCl2 1.5µl: شــامل µl25در حجــم نه

2.5µlــافر ــدام از پرايمر10x  ،dNTP1µl ،1µlبــ ــا، از هركــ هــ
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0.2µlTaqDNA polymerase  ،DNA 1µl   الگـو وµl 16.8  آب

فرآينـد تكثيـر در دسـتگاه    . مقطر اسـتريل در نظـر گرفتـه شـد    
رشـته   2مرحله اوليه بازشـدن  : ترموسايكلر شامل مراحل زير بود

DNA و بـه  گـراد  درجـه سـانتي   37 دقيقه در دماي 10به مدت
 2، مرحله باز شـدن  گراددرجه سانتي 94 دقيقه در دماي 6مدت 

مرحلـه  گـراد  درجـه سـانتي   94 دقيقه در دماي 1 رشته به مدت
گـراد  درجه سـانتي  55 دقيقه در دماي 1اتصال پرايمرها به مدت 

 72 ر دمـاي دقيقـه د  1مرحله طويل شدن رشته هدف به مـدت  
دقيقه در 7و مرحله طويل شدن نهايي به مدت گراد درجه سانتي

در انتهاي اين بررسي  ).22( انجام شدگراد درجه سانتي 72 دماي
براي حصول اطمينان از صحت باندهاي به دست آمـده سـكانس   
نمونه ها انجام گرفت كه اين عمل توسط انسـتيتو پاسـتور انجـام    

 هاي مورد نظر، نتايج حاصـل بـا برنامـه   بعد از سكانس نمونه .شد
BLAST تمـامي بانـدهاي گرفتـه     ،تحليل شدند و براساس نتايج

هاي مشابه جهاني بر آورد شد ودر نهايـت  شده منطبق با سكانس
 شــــماره بــــا (www.ncbi.nlm.nih.gov)هــــا در تــــوالي ژن

BankIt1582072 گزارش و ثبت گرديد .   
  

  هايافته
نمونـه ترشـحات    22نمونه ادرار،  55، رسينمونه مورد بر 100از 

مورد ساير نمونه هـا   3 و نمونه خون 6نمونه مدفوع،  14تنفسي، 
هاي بيوشيميايي و جداسازي، تسـت  كه پس از انجام تست ندبود

 .حساسيت آنتي بيوتيكي بر روي آنها مـورد بررسـي قـرار گرفـت    
ن شـده  بيا 1نمودار  آنتي بيوتيك در 10نتايج اين تست در مورد 

  . است
  

   مقاومت آنتي بيوتيكي سويه مورد بررسي در اين مطالعه .1 نمودار
  

نشان داد كـه از ميـان    Combined diskنتايج حاصل از آزمايش 
نمونـه مولـد بتالاكتامازهـاي     26، كلبسيلا پنومونيـه ايزوله  100

نمونه ترشـحات   10 نمونه ادرار، 13 شامل ند كهوسيع الطيف بود
نمونـه   100بررسـي  از .بودندنمونه زخم  1نمونه مدفوع و  2 ناي،

هاي كلبسيلا پنومونيـه حـاوي   ايزوله% PCR ،42 باليني به روش
  ).1 شكل( بودند CTX-Mژن 

ctrl +

ctrl  ‐

500  bp 593 bp

32 87654 91 10 11

-CTX حاصل از تكثيـر گـروه   PCRهاي ژل آگارز حاوي نمونه .1 شكل

M-I. 100ماركر  1 ارهچاهك شمbp،  ايزوله هاي بـاليني مثبـت،    2- 9چاهك
 .كنترل منفي :11كنترل مثبت، چاهك :10 چاهك

  
  بحث

هـاي بتالاكتامـاز وسـيع الطيـف يكـي از      گسترش توليد آنزيم
هاي داراي مقاومت چند گانه خطرهاي جدي در درمان عفونت

بـه سـرعت در    1980باشد كه از زمان كشف آنها در سـال  مي
انـد وبـه عنـوان يكـي از معضـلات      جهان گسترش يافته سطح

  ).18(بهداشتي عمومي خود را نمايان ساخته است 
   هـاي بتالاكتـامي   بيوتيـك عدم نظـارت وكنتـرل مصـرف آنتـي    

در و تواند در آينده موجب شـكل گيـري مقاومـت دارويـي     مي
  .ها شودنتيجه شكست درمان عفونت

شيوع آنزيم هـاي گـروه   براساس مطالعات انجام شده در ايران، 
CTX-M عمدتا متعلق به گروه CTX-M-I  ها بقيه گروه واست

يا در صد كمي را به خـود اختصـاص    در ايران شيوع نداشته و
لذا در اين مطالعـه تصـميم بـه بررسـي گـروه       ).11( دهندمي

CTX-M-I گرفته شد.  
كه در اين  CTX-M-I هاي گروهآنزيم %42با توجه به فراواني 

توان نتيجه گرفت كه شتاب افـزايش  عه به دست آمد، ميمطال
ها در ايران به نسبت سـاير كشـورهاي جهـان    اين نوع از آنزيم

جهت حفظ كـارايي آنتـي    نياز به اقدامات عملي، بيشتر بوده و
  .شودهاي بتالاكتام احساس ميبيوتيك

 8در  2008تـا   2005هـاي  در طي مطالعاتي كه دربين سـال 
و همكـارانش   Kosooبيمارستان كشـور كـره جنـوبي توسـط     

ــت  ــورت گرف ــويه   ،ص ــيوع س ــزايش از ش ــد اف ــك رون ــاي ي ه
  ).19( دهندنشان مي را ESBLآنتروباكترياسه مولد 
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از  ميـر صـالحيان و همكـاران،   در مطالعه صورت گرفته توسط 
 ESBL درصد به عنوان مولد 3/59ايزوله آنتروباكترياسه  150

تعيين شدند كه به ترتيب كلبسـيلا پنومونيـه، اشريشـياكلي و    
 ).20(انتروباكتر از بيشترين فراواني برخوردار بودند 

انجـام شـد،    PCRكـه بـا روش    ميرزايي و همكاران در مطالعه
بودنـد   CTX-Mداراي ژن  E.coliهـاي  در صد از ايزوله 8/37

يوع را درصد بـالاترين ش ـ  78/35با شيوع  CTX-M-Iكه گروه 
  ).11( داشت

در يك بررسي انجام شده در كشور فرانسه مشخص گرديد كـه  
درصد ايزوله هاي كلبسيلا پنومونيه به سـفتازيديم مقـاوم    40

  ).21( هستند
 60از  در عربستان 2012همكاران در سال  در مطالعه شيبل و

مــورد  12مــورد حامــل ژن بتالاكتامــازي و  39نمونــه بــاليني 
هايي مقاومت چند دارويي در ايزوله. نماز بودندحامل ژن كارباپ

  ). 22( كه حامل چند ژن مقاومت بتالاكتاماز بودند گزارش شد
بـا بررسـي     2011و همكاران در سال  JeantteTeoدر مطالعه 

ــه    ژن ــت علي ــنگاپور، مقاوم ــتان س ــت در بيمارس ــاي مقاوم ه
هاي نسـل سـوم و منوباكتـام مشـاهده شـد كـه       سفالوسپورين

هاي چند دارويي مرتبط به كلبسيلا پنومونيه ين مقاومتبيشتر
  ).23( و اشرشيا كلي بود

هاي ايزوله شـده  در امان، نمونه 2010سال  Poirelدر مطالعه 
چنـدين ژن مقاومـت    اند حاملاز بيماراني كه مسافر هند بوده

  ).24(هاي ديگر بيماران نيز حامل ژن مقاومت بود بود و نمونه
 كلبسـيلا پنومونيـه  هـاي  دهد بـاكتري شان ميمطالعه حاضر ن

در صـد كلبسـيلا    25در حال افـزايش هسـتند و    ESBL مولد
اراي  مقاومت چند گانه دارويي پنومونيه جدا شده از بيماران د

فراوانـي   CTX-M بتالاكتامازهـاي نـوع   ،در اين ميـان  .ندهست
  . بسيار بالايي دارد

د مقـاومتي، بـا   ي چن ـكلبسـيلا هـاي  متاسفانه، پيدايش سـويه 
همـراه   ESBLپايداري نسبتا بالاي پلاسـميدهاي كـد كننـده    

ها پـس از قطـع مصـرف سـفتازيديم و سـاير      حتي سال. است
 هـاي هاي وسيع الطيف، ادامه كلونيزاسيون سويهسفالوسپورين

. در بيماران بستري گزارش شده اسـت  ESBL مولد كلبسيلاي
ارستان و استفاده از اقامت طولاني مدت در بيم رسدبه نظر مي

مـوثر در  ، عوامل تجهيزات پزشكي همچون سوند و لوله گذاري
 ).26،25( هستنددر بيماران بستري  كلبسيلاكسب عفونت 

هـاي وسـيع   طولاني مدت سفالوسـپورين  مصرف بيش از حد و
باشد كه براسـاس  مي ESBLالطيف يكي ديگر از علل پيدايش 

 ـ  نيسمبسياري از گزارشات، شيوع اين ارگا كـار  ه هـا از طريـق ب
هاي كنترل عفونـت و محـدود كـردن اسـتفاده از     گيري روش

  ).28،27( يابدسفالوسپورين كاهش مي
هـاي مقاومـت   با توجه به شيوع بالاي كلبسـيلاپنومونيه و ژن  

هاي گزارش شده از اين باكتري به اشتباه ممكن است در تست
تـه شـوند و   فنوتيپي معمول آزمايشگاهي، حساس در نظر گرف

هاي غير موثر باعث گسترش و بـه وجـود   بيوتيكبا تجويز آنتي
اطلاعات ناكـافي در   ،از طرفي .تر شوندهاي مقاومآمدن پاتوژن

مورد فراواني اين ژن پلاسميدي و الگوي ژنتيكي آن در ايـران  
هـاي كلبسـيلاپنومونيه   از ايـن رو تشـخيص سـويه    .وجود دارد

لاكتامـازي جهـت درمـان بهتـر و     هاي مقاومت بتاحاوي آنزيم
ها بـا اسـتفاده از   ها به ديگر باكتريجلوگيري از انتشار اين ژن

  .باشدهاي دقيق فنوتيپي و ژنوتيپي مهم ميروش
هـاي  هـا و زيـر گونـه   تر و شناسايي انواع گونـه مطالعات وسيع

-هاي بتالاكتامازي وسيع الطيف در شناسايي نـوع آنتـي  آنزيم

هاي مقـاوم و جلـوگيري از   در درمان عفونتهاي موثر بيوتيك
  . باشدها مفيد ميگسترش مقاومت
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