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  چکیده

آنزیم هاي بتالاکتامازي ، مهمترین عامل مقاومت به آنتی بیوتیک هاي خانواده  :زمینه و هدف
هاي گرم منفی می باشد. امروزه شاهد افزایش روز افزون عفونت هاي ناشی از آن بتالاکتام در میان باکتري 

ها در جهان هستیم که این امر به عنوان یکی از مشکلات بهداشتی درمانی نو ظهور در سطح دنیا مطرح شده 
کتام اند. هدف از انجام این تحقیق بررسی الگوي حساسیت آنتی بیوتیکی نسبت به آنتی  بیوتیک هاي بتالا

 E.coliدر نمونه هاي ادراري  blaCTX-M blaTEM , ،blaSHVو تحقیق پیرامون وجود ژن هاي بتالاکتاماز
 می باشد.

جدا شده از نمونه هاي ادراري در شهر تهران طی   E.coliایزوله  246تعداد: روش بررسی
 Diskبیوگرام با روش  مورد بررسی قرار گرفت. براي تعیین مقاومت نمونه ها، تست آنتی 89-1388سال 

diffusion  ، صورت گرفت آنتی بیوتیک هاي تحت بررسی عبارت بودند از: سفوتاکسیم ، سفتازیدیم
جهت انجام  combined disk test). ازروش Mastایمی پنم ، نالیدیکسیک اسید و سیپروفلوکساسین(

 CLSI (Clinical and laboratoryتست تائیدي استفاده گردید. نتایج با استانداردهاي (

standards institute   مقایسه و در نهایت ایزوله هايESBL مثبت ، توسط روشPCR  از نظر ژن
 مورد بررسی قرار گرفتند. blaSHV,bla CTX-M,bla TEMهاي

%) 2/39( 96%) ایزوله مقاوم به سفتازیدیم و 1/47( 116ایزوله مورد بررسی 246از : هایافته
 TEM بودند. ژن ها  ESBL%) ایزوله مولد 3/44( 109تاکسیم بودند. همچنین ایزوله مقاوم به سفو

blaSHV,blaCTX-M,bla  ) ایزوله هاي  77%) 6/70و( 75%) 8/68( 95%) 1/87به ترتیب درESBL  یافت
 نمونه واجد دو ژن   68%) 3/62( نمونه حاوي هر سه ژن مورد نظر  بودند. علاوه بر این40%) 6/36شد. (

blaSHVو blaTEM  ) ،9/55  (%61  نمونه واجد دوژنblaTEM وblaCTX-M)نمونه واجد  54%) 5/49و
 بودند blaSHV, blaCTX-Mدوژن 

با توجه به درصد بالاي مقاومت به سفالسپورین هاي نسل سوم، انجام دقیق تست  نتیجه گیري:
،  ESBLانیسم هاي تولید کننده هاي آنتی بیوگرام قبل از تجویز آنتی بیوتیک در عفونت هاي ناشی از ارگ

 یک ضرورت اجتناب ناپذیر است.

-SHV,CTXبتالاکتاماز وسیع الطیف ، اشرشیاکلی، عفونت ادراري ،  : واژه هاي کلیدي

M,TEM  
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   مقدمه
استراتژي هاي مختلفی توسط باکتري ها به کار گرفته می     

انند یکی از شود تا از اثرات زیان بار آنتی بیوتیک ها مصون بم
مهمترین این مکانیسم ها،که در باکتري هاي گرم منفی علیه 
آنتی بیوتیک هاي بتالاکتام به کار گرفته می شود تولید آنزیم 

). 1می باشد ( Beta-lactamase-enzymesهاي بتالاکتامازي 
این آنزیم ها از طریق هیدرولیز هسته مرکزي درآنتی بیوتیک 

عال شدن آن ها می شوند. پیدایش هاي بتالاکتام باعث غیر ف
آنتی بیوتیک هاي جدید از قبیل سفالسپوریی هاي وسیع 
الطیف، ازترئونام ها و رواج استفاده از آن ها در درمان بیماري 
هاي عفونی باکتریال منجر به بروز دسته جدیدي از این آنزیم 

). در واقع 2ها به نام بتالاکتامازي وسیع الطیف  شده است (
موتاسیون هاي نقطه اي در سکانس اسیدآمینه اي بتا بروز 

باعث اشتقاق و پیدایش  TEM(1),TEM(2)لاکتامازهاي اولیه 
). الگوهاي مختلفی براي طبقه 4و3این آنزیم ها گردیده است(

بندي بتالاکتامازها وجود دارد.یکی از این روش ها که عمدتاً 
اکوبی ، ج )Bush(از آن استفاده می شود، به وسیله بوش

)jacoby(  و مدیروس)Medevios(  ابداع شده است که ،
براساس نوع سوبسترا، ممانعت کنندگی وخصوصیات فیزیکی 
نظیر وزن مولکولی و نقطه ایزوالکترویک بتا لاکتامازها ؛به 

طبقه بندي می  D,C,B,Aچهار گروه یا چهار کلاس اصلی 
ف در شوند براساس این طبقه بندي ، آنزیم هاي وسیع الطی

قرار گرفته وشامل مشتقات آنزیم هاي موتاسیون یافته  Aگروه 
SHV,TEM )بتالاکتامازهاي تیپ6و5می باشند.(CTX-M  به

که فاقد  ESBLطور گسترده از طریق پلاسمیدهاي حامل 
TEM  وSHV  می باشند منتشر گردید و براي اولین بار در

اکتري ). مقاومت ب8و7در اروپا گزارش شد( 1980اواخر دهه 
گرم منفی به آنتی بیوتیک هاي بتالاکتام وسیع الطیف در دو 
دهه ي گذشته به سرعت گسترش یافت این مقاومت به طور 

). 9نسبت داده می شود( ESBLsعمده به پلاسمیدهاي حاوي 
  در دنیا کشف شده  ESBLsنوع  200تا به امروز حدود بیش از 

  
  

  
  

کتریاسه دیده شده اند که اکثر آن ها در خانواده انتروبا    
)10 .(  

این مسئله به عنوان یکی از بحران هاي موجود در درمان      
عفونت هاي ناشی از این باکتري ها مطرح است. انتقال وانتشار 
سریع ارگانیسم هاي که قادر به تولید آنزیم هاي مذکور هستند 
باعث بالا رفتن میزان عفونت هاي بیمارستانی مربوطه در 

). اشرشیاکلی یکی از باکتري هایی 11دنیا شده است(سراسر 
می باشد.  این باکتري  ESBLاست که قادربه تولید آنزیم هاي

عضو اصلی خانواده انتروباکتریاسه  و عامل بسیاري از عفونت 
هاي بیمارستانی از قبیل  سپسیس ، گاسترو انتریت  ، مننژیت 

). لذا 12ت(نوزادي و بالاخص عفونت ادراري شناخته شده اس
بررسی الگوي حساسیت  آنتی بیوتیکی و تحقیق پیرامون ژن 

به عنوان اهداف  E.coliهاي بتالاکتامازي در نمونه هاي اداري 
 این تحقیق لحاظ شده است. 

 1389تا شهریور ماه 1388ماهه از بهمن ماه  8در یک دوره      
تان نمونه ادراري از بیمارسـتان هـاي تهـران (بیمارس ـ    444تعداد

علی اصغر، بهرامی، مفید،بوعلی)جمع آوري شدو به ازمایشگاه 
میکروب شناسی دانشگاه ازاد اسلامی واحد تنکابن انتقـال داده  
شد . سپس نمونه ها بر روي محیط کشت انتخابی ائوزین متیلن 

سـانتی    c◦37 کشت داده شد وپلیـت هـا در دمـاي     )EMB(بلو 
طریق  انجام تست هـاي  ساعت انکوبه شد از  24گراد به مدت 

بـر     TSI ،SIM، سیمون سیترات، MR,VPبیوشیمیایی از قبیل 
شناسایی گردید. کلنی هاي  E.coliایزوله  246روي کلنی ها، 

در محیط تـریپتس   -70◦را در  E.coliمربوط ایزوله هاي مثبت 
سوي براث نگهداري کرده تا در مراحل بعدي از این ایزوله ها 

ین حساسیت و مقاومت آنتی بیوتیکی به روش استفاده شود. تعی
).دیسـک  13صـورت گرفتنـد(   )kriby-Baur(دیسک دیفیوژن 

ــورد  ــاي مـــــ ــیم   هـــــ ــامل : سفوتاکســـــ ــتفاده شـــــ اســـــ
( )gµ30ــفتازیدیم )،ســــــــــــــ )gµ30 ــی ،ایمــــــــــــــ

)پـــــــنم  )gµ10  نالیدیکســـــــیک اســـــــید،( )gµ30  و
)اسین سپیروفلوکس )gµ5  از شرکتMast .بودند  
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آزمایش تولید آنزیم هاي بتالاکتاز طیف گسترده 

)ESBLs(  
  phenotypic( بـراي ایـن منظـور از تسـت فنـوتیپی تائیـدي         

confirmatory tests(   )دیسـک هـاي مــورد   14اسـتفاده شـد .(
آزمـــــــایش شـــــــامل ســـــــفتازیدیم/کلاولانیک اســـــــید  









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gCAZ
µ

µ
10:

،سفوتاکســـــــیم کلاولانیـــــــک اســـــــید :30









gCA

gCAZ
µ

µ
10

30
:
، سفوتاکسیم و سفتازیدیم  بود. (محصـول   :

  ).Mastشرکت 
درجه سانتی  37ساعت در  24بعد از انکوباسیون به مدت      

میلی  5از طریق افزایش قطر هاله به اندازه  ESBLsگراد، تولید 
کلاولانیک اسید  –دیم متر یا بیشتر در اطراف دیسک سفتازی

  Clinical کلاولانیک اسید بر طبق ضابطه –و یا سفوتاکسیم 

and  Labaratory standards Institute (CSLI)  تعیین
  گردید .

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  : PCRو انجام  DNAاستخراج 
    DNA باکتري با استفاده از روش جوشانیدن)boiling(  طبق

  اج شد. دستورالعمل زیر استخر
تهیه و سپس به  lµ500سوسپانسیون میکروبی در حجم    

دقیقه در بن ماري در حال جوش قرارداده شد.  بعد از  5مدت 
 rpm14000دقیقه در دور  10گذشت این زمان به مدت 

مورد استفاده قرار  DNAسانتریفوژ گردید و فاز رویی حاوي 
اسایی ژن هاي براي شن  PCR). واکنش15گرفت(

 blaSHV (214bp)  ،bla TEM (847bp) bla بتالاکتامازي

CTX-m(590bp)  انجام  1تحت شرایط مندرج در جدول
  ).17و16شد(

 TrisHcl 50شامل  lµ25مخلوط واکنش در حجم          
 میلی مولار،  dNTP 2/0میلی مولار،   kcl 50  میلی مولار ،

Mgcl2 2 واحد  2پیکومول مخلوط پرایمر ،  10ولار  ، میلی م
بود.  DNAنانوگرم  200و   Taq DNA polymeraseآنزیم

  2در جدول  PCRمشخصات پرایمرهایی مورد استفاده در 
براي شناسایی قطعات  PCRنمایش داده شده است. نتیجه 

بر روي  874bp ،590bp  ،214 bpاختصاصی با اندازه هاي 
  جفت بازي تعیین گردید. 100انگر اندازه آگاروز همراه با نش

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

Time Temp.(◦C) Factor 
Gene                  

Step 

N
O

.
 

SHV/CTX-M/TEM SHV/CTX-M/TEM 

min۵/۴/۵ ٩۴/٩۴/٩۴ Initial denaturation ١ 

min٩ ١/١/١۴/٩۴/٩۴ Denaturation ٢ 

min١/s٣٠/min١  ۵٨/۶٠/۶١ Anneling ٣ 

min٧٢/٧٢/٧٢ ١/١/١ Extension ۴ 

min۵/۵/۵ ٧٢/٧٢/٧٢ Final extension ۵ 

٣۵  Cycle number ۶ 

 PCR یط انجام) شرا1جدول

 



 ...در  SHV/CTX-M/TEMشیوع ژن هاي مقاومت بتا لاکتامازي 

 1389 بهارو تابستان) 1شماره (چهارم مجله علوم آزمایشگاهی، دوره

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  یافته ها
جدا شده از نمونه هاي   Ecoliایزوله  246از مجموع          

%) 1/47ایزوله مقاوم به نالیدیکسیک اسید،( 123%) 50ادراري(
ایزوله مقاوم به 96 %) 2/39ایزوله مقاوم به سفتازیدیم ، ( 116

ایزوله مقاوم به سیپروفلوکساسین  82%)3/33سفوتاکسیم، (
 )1ایزوله مقاومت به ایمی پنم  نشان دادند. (نمودار 20%)3/8و(

بر اساس نتایج حاصل از آزمون غربالی دیسک آگار دیفیوژن 
نمونه (مقاوم به سفتازیدیم ، سفوتاکسیم) به  %116) 1/47(

 combinedازطریق آزمون  ESBLsمنظور تائید تولید ،

disk  ) به  109%)94مورد ارزیابی قرارگرفت. که از این
  ) 1شناسایی شد.( شکل ESBLsعنوان مولد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
 ,SHV,CTX-Mاي تشخیص ژن بر PCRدرآزمایش       

TEM ایزوله  109از تعدادESBLs  مثبت نشان داده شد که
نمونه   8/68 (%75(, blaSHVنمونه داراي ژن  %77) 6/70(

 blaTEMنمونه داراي ژن  95%)1/87و( blaCTX-Mداراي ژن 
نمونه واحد هر سه ژن مورد نظر  بودند. 40%) 6/36بودند. . (

 وblaSHV نمونه واجد دو ژن   68%) 3/62( علاوه بر این
blaTEM  ) ،9/55  (%61  نمونه واجد دوژنblaTEM 

,blaCTX-M )نمونه واجد دوژن  54%) 5/49و
blaSHV,blaCTX-M  2بودند.(شکل (  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  مشخصات        
 نام پرایمر

 نام ژن شناسایی شده توالی نوکئوتیدي

bla SHV 5́-GATGAACGTTTCCCATG ATG-3́ SHV-A 

bla SHV 5́-CCC TGT TATCGCTCAGGTAA-3́ SHV-B 

bla CTX-M 5́-TTTGCGATGCAT ACC AGT AA-3́ CTX-M-A 

bla CTX-M 5́-CGA TAT CGT TGG TGG TGC CAT -3́ CTX-M-B 

bla TEM 5́ ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG-3́ TEM-A 

blaTEM 5́-CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA-3́ TEM-B 

 PCR: مشخصات پرایمرهاي مورد استفاده در2جدول 

  

 ESBLs  تست فنوتیپی تائیدي براي بررسی ژن هاي 1شکل : 
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  در این مطالعه  : مقاومت آنتی بیوتیکی سویه هاي مورد بررسی1نمودار
  

E
.coli

تعداد ایزوله هاي
 

 ژل آگاروز:الکتروفورز  2شکل 
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: نمونه  bp  590  (blaCTX-M    ،7،6،5: نمونه هاي مثبت براي ژنbp  214  (blaSHV     ،4،3  ): نمونه هاي مثبت براي ژن(  2،1
   : مارکر M: کنترل منفی ،  bp  847  (blaTEM   ،8هاي مثبت براي ژن ( 
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  بحث
،  ESBLsباکتري به ویژه ژن هاي  ن هاي بتالاکتامازي درژ     

یکی از عوامل موثر در افزایش مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک 
هاي بتالاکتام ازجمله سفالسپورین هاي وسیع الطیف است. 
ارگانیسم هایی که این ژن ها را در خود حمل می کنند باعث 

می شوند، چه  افزایش بیماري زایی و مرگ و میر در بین افراد
بسا ادامه روند رو به رشد در ایجاد مقاومت هایی از این دسته 

 ).19و18،جامعه را با خطر جدي مواجه خواهد کرد(

 Ecoliایزوله   246در مطالعه حاضر از مجموع     
بودند. در مطالعاتی که  ESBLsایزوله داراي  %109)3/44(

در  1387ل توسط علیرضا مباشر کار جدي و همکارانش در سا
ایزوله  40ایزوله اشرشیاکلی  41تبریز صورت گرفت از میان 

)56/97(%ESBL مثبت  ).محمد مهدي سلطان دلال 20بودند (
ایزوله اشرشیا کلی   200نشان داد که از میان  1389در سال 

%) 8/57مثبت بودند که از این تعداد ( ESBLایزوله 128) 64(%
و همکارانش در   Meyer). 21بودند ( TEMحاوي ژن 74

) نشان دادند که  فراوانی باسیلهاي  اشرشیا کلی  2008سال( 
%  در 0/14هاي کشور آلمان از  ICUدر   ESBlهاي  مولد 

رسید.محققین معتقدند که  2007% در سال 1/52به  2001سال 
اهمیت ویژه اي  ESBLتوجه به اشرشیا هاي مقاوم به 

  )22دارد.(
هاي ایزوله شده از کشورهاي مختلف در سویه  ESBLمیزان    

و همچنین در یک کشور از یک بیمارستان  با بیمارستان دیگر 
متفاوت می باشد که این مسئله بستگی به سیستم کنترل عفونت 

  و رژیم درمانی دارد.
 ،SHV% حاوي ژن  PCR ،6/70در این مطالعه با روش     
.در بودند TEM% حاوي ژن 1/87و  CTX-M% حاوي ژن8/68

در  1386مطالعاتی که توسط مزیانی و سایر همکاران در سال 
نمونه  76از میان ،بیمارستان ولیعصر تهران صورت گرفت 

). 23بودند ( TEMایزوله حاوي ژن %47)E.coli)،60بالینی 
%  Ecoli  ،4/86سویه  148مسجدیان نشان داد که از میان 

را در برداشتندکه این میزان بسیار مشابه با  TEMایزوله ها ژن 
).و در تحقیقی که  توسط 24نتایج حاصل از این تحقیق بود(

سویه  33نشان داده شد که از میان ،میر صالحیان انجام شد 
  بتالاکتامازي بودند TEM%ایزوله حاوي ژن 4/39،اشرشیا کلی 

  

  
  

ر با ).مقایسه نتایج به دست امده از مطالعه حاض25(     
مطالعات مذکور نشان دهنده شیوع بالاي این تیپ انزیمی در 

در کشورما می باشد. مطالعات مشابهی E.coliسویه هاي بالینی 
% سویه هاي اشرشیاکلی 7/52در ترکیه نشان داده شد که 

% داراي SHV  ،4/32% داراي ژن TEM 3/74داراي پلاسمید 
ري که توسط ).در مطالعه دیگ26هر دو پلاسمید بوده اند(

Shahid  و همکارانش انجام شد ، شیوع ژنblaCTX-M  را در
مورد بررسی قرار دادند. و مشخص کردند  E.coliنمونه  93

 PCR، CTX-M%) به وسیله 4/77نمونه ( 72نمونه، 93که از 
 ،Burcu Bali).در مطالعه انجام شده توسط 27مثبت بودند(

)داراي 32%(72/72لی نمونه اشرشیاک 44نشان داده شد از میان 
   ).28بودند ( CTX-M)داراي ژن 10%(72/22و TEMژن 

مطالعات صورت گرفته نشان دهنده شیوع بالاي ژن هاي 
در سویه هاي اشرشیا  TEMبتالاکتامازي به خصوص تیپ 

کلی می باشد بنابراین ضروري است که براي شناسائی این نوع 
هاي فنوتیپی  از مقاومت از روش هاي مولکولی در کنار روش

  استفاده شود.
 ESBLبیمارانی که مبتلا به عوامل عفونت زا تولید کننده      

هستند علاوه بر عدم درمان با آنتی بیوتیک هاي وسیع الطیف 
غالباً به سایر انواع انتی بیوتیک ها نیز مقاومت نشان می دهند. 

ESBLs  از اهمیت خاصی در استراتژي درمانی برخوردار بوده
.زیرا این موضوع به علت شکست هاي درمانی حاصل از  است

تجویز آنتی بیوتیک بدون انجام تست تعیین حساسیت است 
که خود باعث شناسایی افزایش مرگ و میر و طولانی شدن 

). بنابراین 29زمان بستري و افزایش هزینه درمان می گردد(
در آزمایشگاه  ESBLsشناسایی سریع سویه هاي تولید کننده 

  اي میکروب شناسی بسیار مهم و ضروري است.ه
 نتیجه گیري

به عنوان یک تهدید بزرگ براي مصرف  ESBLsتولید       
سفالسپورین با طیف وسیع به شمار می رود بنابراین براي 
درمان عفونت هاي  که مشکوك ارگانیسم هاي تولید کننده 

ین هستند باید آنتی بیوتیک مناسب به دقت انتخاب شود. همچن
سوش هاي که حساسیت آن ها در برابر سفتازیدیم و 
سفوتاکسیم کاهش پیدا کرده است باید از نظر داشتن ژن هاي 

ESBL .مورد بررسی قرار بگیرند  
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