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  مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
    1-8، صفحات 1387 تابستان 2 شماره 2سال 

  در ايزوله هاي باليني  AmpC شيوع ژن بتالاكتامازهاي وسيع الطيف  نوع
  كلبسيلا پنومونيه

   ، عليرضا مطوائي  ، محسن چيت ساز٭محمد نياکان

 
  گروه ميکروب شناسي ، دانشکده پزشکي ، دانشگاه شاهد 

  دانشگاه شاهد ، دانشکده پزشکي ،شناسي  ميکروبگروه ،محمد نياکان  :  مسئول نويسنده

niakan@shahed.ac.ir     ۰۹۱۲۱۰۱۴۰۶۰: همراه ۸۸۹۶۴۷۹۲:تلفن         
  

  ۸/۱۲/۸۷ :       تاريخ پذيرش مقاله ۱۰/۹/۸۷: تاريخ دريافت مقاله 

  :چكيده
 اسـتفاده از آنهـا      .باشند هاƽ باكتريايي مي   مواد ضد ميكروبي بتالاكتام درحال حاضر رايج ترين درمان براƽ عفونت          :  فاهد ا زمينه و 

هـاƽ بتالاكتامـاز     آنـزيم  .شود هاƽ بتالاكتام در سراسر جهان مي      در برابر آنتي بيوتيك   هاƽ گرم منفي     باكترƽمنجر به بروز مقاومت     

 طبقـه بنـدC    ƽ دركـلاس  AmpCهـاƽ   آنـزيم  .كننـد  هاƽ بتالاكتام راهيـدروليز و غيرفعـال مـي     آنتي بيوتيك)ESBLs (وسيع الطيف

ESBLsدارند ƽآنزيم . جا ƽها AmpC         مقـاوم بـه اسـيد كلاولانيـك مـي ƽباشـند باعـث مقاومـت در     تيپيك كـه سـفا لوسـپورينازها

 مـي باشـند، امـا يـك مـشكل طبقـه بنـدESBLs               ƽگروهي جداگانـه از      ها آنزيماين  . گردند ها مي  برابراغلب اكسي امينوسفالوسپورين  

    ƽدرجهش يافته هاAmpC    نسل چهارم   سفالوسپورين( منجر به افزايش فعاليت آنها دربرابر سفپيم و سفپيروم           کهرخ داده ƽشـده  ) ها

 بـه صـورت همـسان از انـواع      مـي تواننـد   رخ داده است ، اما آنهـا AmpCچنين جهش هايي در انواع كروموزومي جدايي ناپذير        . است

 هدف اين مطالعه تعيين شـيوع    .بسط پيدا کنند   اشريشيا کلي   درگونه هاƽ كلبسيلا و    فزايندهطور  ه  بفته و    گسترش يا  AmpCميدƽ  سپلا

 ƽبتالاكتاماز وسيع الطيفژن ها AmpC  باليني ƽبودكلبسيلا پنومونيهدر ايزوله ها .   

 در  سه بيمارستان امام خميني ، مصطفي خمينـي و مرکـز طبـي کودکـان     مربوط به  كلبسيلا پنومونيه  باليني    هاƽ ايزوله: بررسي روش

بـراƽ   . مورد استفاده قرار گرفت روش آگار دايلوشن بـود ESBLsروش فنوتيپي که براƽ تشخيص سويه هاƽ باليني مولد   . بود تهران

 ƽژن  جداساز  ƽهاAmpC لتي پلکسروش ما از  PCR  استفاده شد.  

 ۹۹  مثبـت بودنـد کـه         ESBLs توليـد    از نظـر   ايزوله در غربالگرƽ اوليه ،       %)۷۰,۸ (۱۱۹ كلبسيلا پنومونيه  ايزوله باليني    ۱۶۸ از :يافته ها 

  .    بودند AmpC داراƽ ژن هاƽ )%۸,۴(  ايزوله۱۰ايزوله در تست فنوتيپي تاييدƽ مثبت شدند و %)۸۳,۲(
 وجـود   AmpCبتالاکتامـاز وسـيع الطيـف و ژن         آنزيم هاƽ     كلبسيلا پنومونيه  باليني    هاƽ  ايزوله درمطالعه نشان داد که     : نتيجه گيري 

هاƽ شهر تهران در حال گسترش        در بيمارستان  مشکلاتگونه  اينمي رسد   به نظر    .نمايد مواجه مي     مشکل بارا   درمان دارند، که بالطبع  

  .باشد

  AmpCژن   ، بتالاکتاماز وسيع الطيف ،ومونيهکلبسيلا پن : كليد واژه ها
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  :مقدمه 
هـاƽ   بيوتيـك  هـاƽ باكتريـايي هـستند كـه آنتـي          بتالاكتامازها آنزيم 

 را با هيدروليز حلقـه      ،ها ها و سفالوسپورين   سيلين  پني يعني،  بتالاكتام  

  ).١(كنند بتالاکتام غيرفعال مي

هـا در    بيوتيك هاƽ مقاومت  به آنتي     ازترين مكانيسم س يكي از مشكل  

ــا بتالاكتامازهــا مــي ــام . باشــد رابطــه ب عوامــل ضــدميكروبي بتالاكت

ميزان ). ٢-٤(هاƽ باكتريايي هستند     ترين درمان بر ضد عفونت     شايع

طور گـسترده و جهـاني در حـال         ه  مقاومت به عوامل ضدميكروبي ب    

تـرين مكانيـسم مقاومـت       ا شـايع  توليد بتالاكتامازه . باشد افزايش مي 

تاكنون بيش از   (شمار هستند    ها بي  اين آنزيم ).٤،٣(باشد باكتريايي مي 

و ) انـد  هاƽ باليني تعريف شده     نوع مختلف بتالاكتاماز در نمونه     ٤٠٠

يابنـد   طور مداوم جهش مـي    ه  ها ب  بيوتيك علت مصرف زياد آنتي   ه  ب

ــي   ــاƽ وس ــعه بتالاكتامازه ــسترش و توس ــه گ ــه منجــر ب ــف  عك الطي

 نخستين بـار    )ESBLs(الطيف   بتالاكتامازهاƽ وسيع  .)٦،٥(شوند مي

طور كلـي عبارتنـد از      ه   شناسايي و تعريف شدند و ب      ١٩٣٨در سال   

      بتالاكتامازهـــايي كـــه قـــادر بـــه هيـــدروليز و غيرفعـــال كـــردن 

 هـا، اكـسي    سـيلين  هـاƽ بتالاكتـام رايـج از قبيـل پنـي           بيوتيـك  آنتي

 امـا   .باشـد  هـا مـي    ها و حتي كارباپنم     منوباكتام ،ها مينوسفالوسپورين آ

واثر آنها توسـط مهارکننـده    توانند هيدروليز كنند   هارا نمي  سفامايسين

  .)٨،٧(اسيد کلاوولانيک مهار مي شود

الطيـف در انتـشار      بتالاكتامازهاƽ وسـيع  اƽ مولد    ه باكترƽا  عفونت ب 

ث افـزايش هزينـه     ها، باع  ويژه در بيمارستان  ه  ، ب  ها يه  سواين   وسيع

امــروزه وجــود . گــردد درمــان و افــزايش طــول مــدت بــسترƽ مــي

 گسترش يك نگراني بزرگ و در حال        ESBLsانتروباكترياسه مولد   

 ـ ESBLsهـاƽ مولـد       باكترƽ بعلاوه ، . شود در دنيا محسوب مي    ه  ب

هـا،   طور شايع به بسيارƽ از داروهـاƽ غيربتالاكتـام ماننـد كينولـون            

متوپريم و سولفامتوكسازول نيز مقاومت نشان       رƽآمينوگليكوزيدها، ت 

 دهند كه اين امر باعث ايجاد مشكلات زيادƽ در درمـان عفونـت         مي

  .)٧(شود هاƽ ناشي از آنها مي

 ١٩٧٠ از اواخـر دهـه       AmpCمطالعه بر روƽ بتالاكتامازهاƽ نوع        

ها   كه اغلب قابل القاء توسط بتالاكتام      AmpCهاƽ   آنزيم. شروع شد 

شوند و در بـسيارƽ از       هاƽ كروموزومي كد مي    وسيله ژن ه  هستند ب 

هايي كـه موجـب افـزايش        جهش. هاƽ گرم منفي وجود دارند     باسيل

هـاƽ   شود مسئول ظهور سـريع و آسـان سـويه           مي AmpCبيان ژن   

 كلواكــه  انتروبــاكترهــا در مقــاوم فــراوان نــسبت بــه سفالوســپورين

 به مقدار كـم بيـان       كلي شياياشر   در باكترAmpC  ƽآنزيم  .باشد مي

 AmpCهـاƽ كلبـسيلا و سـالمونلا فاقـد ژن             كرومـوزوم  .شـود  مي

توانند بـه ايـن     با واسطه پلاسميد مي AmpC هاƽ  اما آنزيم.هستند

 و مقـاومتي شـبيه بـه مقاومـت بتالاكتـام در             شدهها منتقل    ارگانيسم

  .ببخشند، به آنها انتروباكتر 

  واسـطه  بـا  AmpC نـوع    فمختل ـ تاكنون بيش از بيست بتالاكتاماز    

 بـا نـسبت بـه مهـار        AmpC مآنـزي  .انـد  شـده   شناسـايي   پلاسميد  

ــه     ــت ب ــك مقاوم ــر بيولوژي ــوده و از نظ ــاوم ب ــيدكلاولانيك مق اس

هـا ايجـاد     مينوبتالاكتام  آ سفامايسين ها را به خوبي مقاومت به اكسي       

، سفالوسپوريناز هستند ولي تا     AmpCهاƽ   بيشتر آنزيم .)٩(كنند   مي

ها را نيز دارا     سيلين ها نظير پني   وانايي هيدروليز ساير بتالاكتام   حدƽ ت 

  .)١٠(باشند مي

هـاƽ كرومـوزومي قابـل القـاء روƽ           ايـن ژن   ١٩٨٠در اواخر دهـه     

          ƽفاقـد آنهـا نظيـر         پلاسميد آشكار شـدند و بـه سـاير بـاكتر ƽهـا

 ـاشركلبسيلا،   . هـاƽ سـالمونلا انتقـال يافتنـد         و يـا گونـه     كلـي  شياي

 دشــوار AmpCهــاƽ واجــد  تيپي ميكروارگانيــسمتــشخيص  فنــو

اين مسأله كـار افـرادƽ را كـه در آزمايـشگاه بيمارسـتان كـار                .است

ممکـن   ESBLsهـا نظيـر      اين آنـزيم  زيرا .سازد  مشكل مي  ،كنند مي

 لـذا   ).۱۱(شناسايي نشوند هاƽ رايج تعيين حساسيت       با روش  است

در ايزوله   AmpCژن    و تعيين شيوع   اين مطالعه به منظور تشخيص    

   .هاƽ باليني کلبسيلا  پنو مونيه انجام گرفته است

  

  :مواد و روش ها 
  
  : هاƽ باکتريايي يهسو)  ۱

 ايزولــه بــاليني کلبــسيلا پنومونيــه بــه دســت آمــده از ســه  ۱۶۸از  

 در  بيمارستان امام خميني ، مصطفي خميني و مرکـز طبـي کودکـان            

 مايشگاه ارسال شده    که از بخش هاƽ مختلف بيمارستان به آز         تهران

   . گرديد استفاده بود

  : تعيين حساسيت آنتي بيوتيکي ) ۲
 CLSI) Clinical and laboratoryبـر اسـاس دسـتورالعمل    

standards institute(  انــدازه رقــت در از روش و ƽآگــار بــرا

نتي بيوتيک هاƽ مـورد اسـتفاده       آ.  شد استفاده MICگيرƽ و تعيين    

سيتين بـه   ک ـديم ، سفترياکـسون و سفو     در اين تحقيق شامل سـفتازي     

  . بودتنهايي و همراه با مهار کننده اسيد کلاوولانيک
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 ـ تست فنوتيپي غربالگرƽ اوليه  توليـد بتالاکتامازهـاƽ وسـيع     ۳

  : )ESBLs(الطيف 

ر  آنتي بيوتيـک هـاƽ سفترياکـسون و           از پود  تست براƽ انجام اين    

 يـک سـريال   )Glaxo Smith Klinساخت شـرکت  (سفتازيديم 

  .شد تهيه µl۱۲۸۰۰  ـµl ۷۵/۰  تايي از۱۵رقت 

 بـراƽ آنتـي بيوتيـک هـا بـه           MIC قبل از انجام تست تعيين       -۱-۳

جهـت  . انجـام شـد   روش مايکرو براث دايلوشن تست کنترل کيفي        

  ): ۱۳،۱۲(گرديدارد زير استفاده صحت تست از سويه هاƽ استاند

    ۲۹۲۱۳ATCC : اورئوس استافيلوکوکوس

   ۲۵۹۲۲ATCC: کلي اشريشيا

  ۷۰۰۶۲۲ATCC: کلبسيلا پنومونيه

  :  ESBLs  آزمايش هاƽ تاييدƽ فنوتيپي توليد-2-۳

 ــ ــه ب ــن مرحل ــفتازيديم و   ه   در اي ــاƽ س ــک ه ــي بيوتي ــيله آنت وس

 ـ      راƽ ايزولـه هـا بـه روش        سفترياکسون به همراه اسيد کلاوولانيک ب

  ).۱۳و۱۲( انجام شد MICآگار تست تعيين رقت در 

 توليد بتالا کتاماز وسـيع الطيـف   ƽتاييدفنوتيپي  ـ آزمايش  ۳-۳

   :AmpCنوع 

            ƽطبق تعريف ايزوله هايي که پس از انجام تست فنوتيپي غربـالگر 

 و اثـر    ه شناسايي شـد   ESBLsعنوان توليد کننده    ه  اوليه و تاييدƽ ب   

نات  مهار نمي شـود و       لاوسيله مهار کننده کلاو   ه  ب لاکتاماز در آنها  بتا

 توليـد کننـده بـالقوه       ،همچنين در برابر سفامايسين ها مقاوم هـستند       

 از  . محسوب مـي شـوند     AmpCبتالاکتاماز هاƽ وسيع الطيف نوع      

 تـست تعيـين     رقت در آگـار    براƽ تمامي ايزوله ها به روش        ،اين رو 

MIC گرفت انجام.   

   :AmpCهاƽ بتالاکتاماز نوع   تعيين ژن ـ۴

 بتالاکتامـاز   AmpC جهـت شناسـايي      PCR  مالتي پلکس  از روش 

 باکترƽ از روش    DNA استخراج   براƽ .شدهاƽ پلاسميدƽ استفاده    

 بـدين ترتيـب کـه پـس از يـک            .استفاده شد ) boiling(جوشاندن  

 از نمونه ها بر روƽ محـيط بـلاد آگاريـک کلنـي تـک از هـر                   پاساژ

وله به پنج ميلي ليتر محيط کشت مايع لوريا برتاني تلقـيح شـد و               ايز

   ƽدر دماC·۳۷  شيکر انکوبه شـد       ۲۰دت  به م ƽپـس  .  ساعت بر رو

 ميلي ليتر از محيط کشت حاوƽ باکترƽ درون لولـه هـاƽ             ۵/۱از آن   

 ـ   دور در دقيقـه سـانتريفيوژ       ۱۴۰۰۰ دقيقـه در     ۵مـدت   ه  اپندورف ب

 ۵/۰وسيله  ه  بآن   و رسوب     شد پس مايع رويي دور ريخته    س .گرديد

 ـ آمـد سوسپانـسيون در     ميلي ليتر آب مقطراستريل  بـه حالـت           ه  و ب

 ـ     قـرار   C·۹۵ دقيقـه در دمـاƽ     ۱۰مـدت   ه  وسيله دستگاه ترموبلاک ب

 دور  ۱۴۰۰۰ دقيقـه در     ۵مدت  ه   ب مجددا لوله هاƽ اپندورف   . گرفت

 بقايـاƽ لاشـه بـاکترƽ هـا         در اين مرحلـه    . شددر دقيقه سانتريفيوژ    

 به حالت محلـول در مـي        رويي آنها در مايع     DNAرسوب کرده و    

  ).۱۵و۱۴(گرفت مورد استفاده قرار PCRآيد که براƽ تست 

  مالتي پلکس   تايي ۵۰ براƽ يک تست     PCRترکيب مخلوط واکنش    

PCR به قرار زير است :  

ــتريل ــر اس ، µl ۱۰۹۸،  PCR buffer 10x : µl ۲۵۰: آب مقط

 و  MOXM ، از هر جفـت پرايمرهـاdNTP:  µl ۴۰۰         ƽلوط  مخ

CITM   و DHAM    هر کدام µl ۶۰       از جفت پرايمـر ، ACCM 

 هـر کـدام     FOXM و از جفت پرايمر       µl ۵۰ هر کدام    EBCMو

µl ۴۰ و Taq DNA Polymerase   :  µl ۵/۱۲.  

 مخلـوط واکـنش بـه       µl ۴۸ براƽ هـر ايزولـه از        PCRبراƽ تست   

پرايمـر هـا از شـرکت       .  اسـتفاده گرديـد       الگـو  µl ۲ DNA اضافه

Roche     برنامه  .  آلمان تهيه شدندPCR   ƽسيکل تکثير بـه     ۲۵ برا 

  :دستگاه ترموسايکلر داده شد که شامل مراحل زير بود 

 ـ            دقيقـه در    ۳مـدت ه  مرحله اوليه جداسازƽ يا باز شـدن دو رشـته ب

ƽدماc ·۹۴      ـ      ثانيـه در دمـاƽ     ۳۰مـدت   ه   ، مرحله بازشدن دو رشته ب

C· ۹۴  )denaturation (      ـ   ۳۰مـدت   ه  ، مرحله اتصال پرايمر هـا ب

  ƽثانيه در دماC· ۶۴) annealing (       مرحله طويل شدن يا سـاخته ،

، ) C· ۹۴) extention ثانيه در دمـاƽ    ۶۰مدت  ه  شدن رشته هدف ب   

  .C·۷۲ دقيقه در دماƽ ۷مدت ه مرحله طويل شدن نهايي ب

در بـافر    % ۵/۱اروز   توسط الکتروفورز بـا ژل آگ ـ      PCRمحصولات  

TBE  و             .  بررسي گرديدند ƽژل ها بـا اتيـديوم برمايـد رنـگ آميـز

  . مشاهده گرديدندUV با نور PCRسپس محصولات 

 از شش جفت پرايمر اختصاصي براƽ شـش خـانواده           مطالعهدر اين   

 خصوصيات ايـن  .شد استفاده ƽ AmpC مختلف ژني بتالاکتامازها

  .ست آورده شده ا۱پرايمر ها در جدول

  

  :يافته ها 
 ايزولـه   ۱۶۸از کـل     :MICنتايج تست فنوتيپي غربـالگرƽ اوليـه        

ــاليني کــه توســط تــست   جهــت مقاومــت بــه ســفتازيديم MICب

بـر   ايزولـه    %)۷۰,۸ (۱۱۹وسفترياکسون مورد بررسي قـرار گرفتنـد        

 به عنوان سويه هاƽ بالقوه توليـد کننـده          CLSIاساس دستورالعمل   

ESBLs  شناسايي شدند.  
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   بتالاکتامازهاAmpCخصوصيات پرايمرهاƽ خانواده هاƽ مختلف ژني  :۱جدول

  
  

 ƽنتايج تست فنوتيپي تاييدESBLs:   

 هاƽ باليني در برابر آنتـي بيوتيـک         ايزوله تمام   MICدر اين مرحله    

ترياکسون به همراه مهار کننـده اسـيد کلاوولانيـک          سفتازيديم و سف  

 ايزولـه از    ۱۱۹ مـشخص شـد از بـين         گرفت کـه  مورد بررسي قرار    

صورت بـالقوه توليـد   ه ارگانيسم هايي که در تست غربالگرƽ اوليه ب  

 ۳ کاهش     % ) ۸۳,۲( ايزوله   ۹۹، شده بودند  شناخته ESBLsکننده  

. وولانات نشان دادند   در حضور مهار کننده کلا     MIC مرتبه يا بيشتر  

  . در آنها تاييد گرديدESBLsيعني توليد 

   :AmpCنوع  ESBLsنتيجه آزمايش تاييد توليد 

 ۱۶۸ سفوکسيتين مشخص شد که از کـل         MICپس از انجام تعيين     

در برابــر ايــن آنتــي %) ۴/۱۵( ايزولــه ۲۶ايزولــه کلبــسيلا پنومونيــه 

 .قـاوم مـي باشـند     م % ) ۶/۸۴( ايزولـه    ۱۴۲بيوتيک حساس و تعداد     

 بتالاکتاماز ها   AmpCمي توانند توليد کننده     صورت بالقوه   ه  بيعني  

 ـ .در نظر گرفته شـوند     هـاƽ ديگـرƽ بـه غيـر از          مسکـه مکاني ـ  ا  رزي

   جهت بروز مقاومت در برابر سفوکسيتين در باکترAmpC ƽتوليد

  . ها وجود دارد 

   :PCR  مالتي پلکسنتايج تست

 ايزولـه   ۱۶۸شان داد که از ميـان        ن AmpCتست تشخيص ژنوتيپي    

هـاƽ کـد کننـده آنـزيم        داراƽ ژن  % ) ۹۵/۵( ايزوله   ۱۰باليني تعداد   

 بـه   متعلـق  ترتيبه  ب اين ژن ها  .  بودند AmpCهاƽ بتالاکتاماز نوع    

  :بودندخانواده هاƽ زير 

FOXM (n=9), EBCM (n=1), DHAM (n=1), CITM 
(n=6)  

 خـانواده مختلـف از   ۲ ايزولـه واجـد     ۷لازم به ذکر است که تعـداد        

AmpCƽبتالاکتاماز بودند ازجمله خانواده ها :   

  

CITM- FOXM (n=6)  
EBCM- FOXM (n=1)  

   لازم به ذکـر اسـت کـه برخـي از     FOXMدر مورد خانواده ژني     

 از آنجا که    .  قرار نداشتند     جفت بازƽ  ۱۹۰  باندها در جايگاه سايز     

و الکتروفـورز    PCR مـالتي پلکـس  ين باندها پس از تکرار تست ا

وجـود دارد کـه       اين نظريه  ،با ژل هاƽ جديد باز هم مشاهده شدند       

ــد از     ــانواده جدي ــک خ ــن اســت ي ــا ممک ــي از آنه  AmpCبرخ

 .بتالاکتامازها باشند که در اثر جهـش هـاƽ ژنـي بوجـود آمـده انـد                

 بتالاکتامازها  AmpCاساسا گسترش خانواده هاƽ مختلف ژني       زيرا

 از آنجا کـه بـراƽ مـا در ايـن     . در گذشته به همين شکل بوده است   

مطالعه امکانات  تعيين توالي اين باندهاƽ ژنـي جديـد ويـا تکـرار               

حتي استفاده ازالکتروفـورز بـا ژل        و ها با کيت متفاوت ديگر     تست

 نمـي تـوانيم در مـورد ماهيـت آنهـا            ،پلي آکريلاميد وجود نداشت     

 ايزولـه قـبلا در برابـر        ۱۰تمام اين    . نظر مطمئني داشته باشيم    اظهار

 ـ         صـورت  ه آنتي بيوتيک سفوکسيتين مقاوم گزارش شـده بودنـد و ب

تصوير ( شده بودند    شناخته AmpC بتالاکتامازها بالقوه توليد کننده  

۱.(  
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CITM

DHAM
EBCM

FOXM

500 bp

  
 ده از استخراج ش PCR ژل حاوƽ باندهاƽ حاصل از الکتروفورز محصولاتتصوير :۱شکل 

  کلبسيلا پنومونيهايزوله هاƽ باليني 

  
  

  :بحث 
از سـه مرکـز      کلبـسيلا پنومونيـه    ايزولـه بـاليني      ۱۶۸در اين مطالعه    

 ـ ESBLs از نظر وجود     بيمارستاني تهران  صـورت فنـوتيپي و از      ه   ب

صــورت فنــوتيپي و ه  بــAmpCنظــر وجــود بتالاکتامازهــاƽ نــوع 

ييـدƽ فنـوتيپي    تـست هـاƽ غربـالگرƽ وتا      .شـدند ژنوتيپي بررسـي    

ESBLs  ايزوله هـا در برابـر هـر سـه آنتـي               % ۸۴,۶ که   نشان داد   

بيوتيک سفالوسپورين نسل سوم يعني سـفتازيديم ، سفترياکـسون و           

هاƽ کد کننـده     ژنايزوله ها واجد    % ۵,۹۵. دهستنسفوکسيتين مقاوم   

  .  بودندAmpCآنزيم هاƽ بتالاکتاماز نوع 

مي      هاƽ خانواده انتروباکترياسه      يکي از باکترƽ   کلبسيلا پنومونيه 

باشد که به عنوان پاتوژن فرصت طلب شناخته و معرفي مي شـود و              

 امـا  .هاƽ شديدƽ در نقاط مختلف بدن باشد مي تواند عامل عفونت   

 ـ).۱۶(اغلب در دستگاه ادرارƽ و تنفسي عفونت ايجاد مـي کنـد            ه ب

 عفونـت ۸% عامـل حـدود    پنومونيه کلبسيلاطورکلي گفته مي شودکه     

هـاƽ بتالاکتـام از جملـه       آنتـي بيوتيـک   ).۱۷(اسـت  هاƽ بيمارستاني 

 تـرين درمـان     رايجها عوامل ضد ميکروبي هستند که        سفالوسپورين

امروزه وجود  ).۱۸(هاƽ باکتريايي مي باشند      براƽ بسيارƽ از عفونت   

هـاƽ بتالاکتامـاز وسـيع الطيـف         انتروباکترياسه توليـد کننـده آنـزيم      

)ESBLs (  گراني بزرگ و در حال گـسترش محـسوب مـي           يک ن

  ).۱۹(شود 

 پديد آمدند ارگانيـسم  ESBLsميد هاƽ کد کننده ساز زماني که پلا   

 هيدروليز و غير فعال کردن آنتـي        در ها تا حد زيادƽ      آنهاƽ واجد   

پنـي سـيلين هـا، سفالوسـپورين هـا و            بيوتيک هاƽ بتالاکتام  نظيـر     

  ).۲۰(آزترئونام موثر شدند 

  ƽمولد    جداساز ƽارگانيسم هاESBLs      ـ مي تواند دشوار باشد  را زي

 در باکترƽ هـا همـواره منجـر بـه بـروز مقاومـت               ESBLsحضور  

يا  MICهاƽ سنتي تعيين      خصوصا اگر از روش    .فنوتيپي نمي شود  

ديسک ديفيوژن ساده براƽ تفسير نتايج حساسيت به آنتي بيوتيک ها           

   حساس ESBLs نظر در نتيجه سويه اƽ که از). ۲۰(استفاده شود 
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 آزمايشوسيله تست هاƽ فنوتيپي استاندارد      ه  شود بايد ب   گزارش مي 

 روش خـوبي    ESBLsتشخيص فنـوتيپي صـحيح      ).۲۱(شده باشد   

 و سويه هايي است که      ESBLsجهت افتراق بين سويه هاƽ مو لد        

 جهت مقاومت به آنتي بيوتيـک هـاƽ بتالاکتـام           از ديگر مکانيسم ها   

  ).۲۲(استفاده مي کنند 

 نظير نقص در    ESBLsاومت در برابر    قمکانيسم هاƽ غير آنزيمي م    

کانال هاƽ پوريني غشاء خارجي باکترƽ و کاهش نفـوذ پـذيرƽ آن             

 تفـسير حاصـل از      Effluxنتـي بيوتيـک هـا و مکانيـسم          آدر برابر   

معمولا بسيارƽ از نمونـه     ).۲۳(مي کند    همقاومت باکترƽ ها را پيچيد    

مي ايند در برابـر آنتـي        هاƽ بيمارستاني بدست     هايي که از عفونت   

  ).۲۴(بيوتيک هاƽ متعددƽ مفاومت دارند 

 در ايران نسبت بـه سـاير کـشورهاESBLs          ƽاز نظر آمارƽ شيوع     

 آنترين دلايل     يکي از مهم   .جهان و حتي آسيا چشمگيرتر مي باشد      

استفاده بيش از حد و نابجا از داروهاƽ بتالاکتام مخصوصا          ند  امي تو 

بنابراين يک اقدام مفيد    ). ۲۵(سفالوسپورين هاƽ وسيع الطيف باشد      

هاƽ مقاوم به درمان مي تواند کاهش        موثر در زمينه کنترل عفونت    و  

  .مصرف نادرست اين آنتي بيوتيک ها و استفاده اصولي از آنها باشد

 در برابر اثر مهارکننده اسـيد کلاولانيـک مقـاوم            تعدادƽ از ايزله ها   

 ـ   در و    باشـند  AmpCطـور بـالقوه مـي تواننـد واجـد           ه  بودند که ب

از اين نظـر اهميـت زيـادƽ          يافت شد، که   AmpCتعدادƽ نيز ؤن    

  .دارند

 بـراƽ   يبايد خاطر نشان کرد که امـروزه راهنماهـاƽ قابـل تـوجه              

 در بـاکترƽAmpC    ƽ غربالگرƽ و تاييـد      طراحي واجراƽ تست ها   

مــثلا اگــر يـک ايزولــه در برابــر آنتــي بيوتيــک  . هـا وجــود نــدارد  

طورکلي بالقوه مـي توانـد داراƽ       ه  سفوکسيتين مقاوم باشد هر چند ب     

AmpC باشد   

طور کامل قطعيـت نـدارد و مقاومـت مـي توانـد             ه  ولي اين مسئله ب   

ناشي از اختلال در نفوذپذيرƽ غشاء خارجي باکترƽ باشـد و منـشا             

ــته باشــد  آ ــايي   ). ۲۶(نزيماتيــک نداش ــشخيص و شناس ــابراين ت بن

 ـ      بـراƽ بررسـي    AmpCخـصوص نـوع     ه  مولکولي بتالاکتامـاز هاب

 يکـي از    .مطمئن و دقيق مقاومت آنتي بيوتيکي لازم وضرورƽ است        

   . مي باشد PCRبهترين روش هاƽ مولکولي تکنيک 

ه  بتالاکتامازهـاƽ بـا واسـط   AmpCهر چند مدت زيادƽ از کـشف      

ميد مي گذرد ولي متاسفانه هنوز اهميت باليني ايـن آنـزيم هـا              سپلا

بدرستي درک نشده و سويه هاƽ واجد اين آنزيم هـا در آزمايـشکاه              

  هـر چنـد کـه روش       .باليني، جداسازƽ و تشخيص داده نمي شـوند       

 ـ PCR مالتي پلکس  عنـوان يـک ابـزار تحقبقـي سـودمند بـراƽ            ه   ب

 ـ  تشخيص اين آنزيم ها در دسترس است        روشصـورت يـک     ه   اما ب

 به همين خـاطر     .عادƽ در دسترس آزمايشگاه هاƽ باليني قرار ندارد       

هــاƽ   عفونــتاز مــرگ وميــر  مــشکلات درمــان ويکــي از عوامــل

ــتاني ــد بيمارس ــي توان ــشده  AmpC  م ــناخته ن ــاƽ ش          بتالاکتامازه

  .مي باشند 

  

  : نتيجه گيري 
 در  ESBLsين شـيوع    با توجه به کم بودن تحقيقات  در زمينه تعي ـ         

ايران و با توجه به گسترش روزافزون آن ها و اهميت ايـن گـروه از           

آنزيم ها به خاطر اعطاƽ سطح بالاƽ مقاومت در برابر آنتي بيوتيـک             

خــصوص سفالوســپورين هــاƽ نــسل ســوم کــه ه هــاƽ بتالاکتــام بــ

         داروهــايي بــسيار رايــج جهــت درمــان عفونــت هــاƽ بيمارســتاني 

 به منظور جلوگيرƽ از شکست هـاƽ درمـاني و کنتـرل             مي باشند و  

       ƽبيمارستاني ناشـي از بـاکتر ƽحامـل      عفونت ها ƽهـاESBLs ; 

توصيه مي شود تحقيقات بيشتر و جامع تـرƽ در ايـن زمينـه انجـام                

 با توجه به نتايج معتبر بدست آمده يک سـرƽ سياسـت هـاƽ               .گيرد

 ـ            زيم هـا در    کلي و عمومي جهت مقابله با گسترش وتوسـعه ايـن آن

  .پيش گرفته شود 

  ƽسفالوسپورين نسل سوم        بهتر است باکتر ƽهايي که در برابرداروها

 ــ    ــت ب ــن مقاوم ــين اي ــوده و همچن ــاوم ب ــاپنم مق ــيلهه و کارب       وس

   ƽمهارکننده ها ƽبتالاکتاماز از جمله اسيد کلاولانيک مهـار        آنزيم ها 

اومـت آن   نمي شوند مورد بررسي مولکولي قرار گيرند وژنوتيپ  مق         

ايـن کـار جهـت جلـوگيرƽ از گـسترش شـيوع             .ها مشخص گـردد   

AmpC   ـ  ميدها براحتـي بـه ديگـر       س ـوسـيله پلا  ه   بتالاکتامازها که ب

باکترƽ هاƽ حساس قابل انتقـال هـستند و ريـسک درمـاني بـسيار               

  . مفيد وکارامد مي باشد،بالايي را ايجاد مي کنند

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

www.SID.ir

Arc
hi

ve
 o

f S
ID



  7 / و همكارانمحمد نياكان                                                     )               1387 تابستان 2ماره ش 2سال ( مجله ميكروب شناسي پزشكي ايران
  

 
 
 
 

  : مراجعست هرف

1. Bush K. New β-lactamases in gram-negative 
bacteria: diversity and impact on the selection 
of antimicrobial therapy. Clin Infect Dis; 2001; 
32:1085-9. 

2. Albertini MT , Benoit C , Berardi L , 
BerrouneY , Boisivon A, and et al .Surveillance 
of methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) and Enterobacteriacae producing 
extended-spectrum beta-lactamase(ESBL) in 
Northern France : a five year multi-center 
incidences study. J Hosp Infect; 2002; 52;107-
13. 

3. Jawetz M. Ernest. Medical Microbiology, 
McGraw-Hill Company. Twenty-Third 
editions; 2004. 

4.  Walker T. Stuart. Microbiology, Philadelphia      
USA, W.B. Saunders Company Chapter 3; 
1998.      

5. Jacoby GA, Munoz-Price LS. The new β- 
lactamases. N Engl J Med; 2005; 352:380-91. 

6.    Gniadwski M. Evaluation and epidemiology 
of extended-spectrum β-lactamase (ESBLs) and 
ESBL-producing microorganisms. Clin 
Microbiol Infect; 2001; 7:597-608. 

7. Bradford  PA .    Extended-spectrum b   
   -lactamases in the21st   century:characterization, 

epidemiology, and detection of this important 
resistance threat. Clin Microbial Rev; 2001; 
14:933–51. 

8. Jiang X, Ni Y, Jiang F, Yuan L, Han L and et 
al. outbreak of infection caused by Entrobacter 
cloacae producing the novel VEB-3 Beta-
lactamase in china. J Clin Microbiol; 2005; 43; 
826-31. 

9. Hanson ND, Sanders CC.Regulation of 
inducible AmpC β-lactamases expression 
among Entrobacteriaceae. Current 
pharmaceutical Design; 1999; 5:881-884. 

10. Matthew A, Harris AM, Marshall MJ, Ross 
GW.The use of analytical isoelectric focusing 
for detection and identification of β-lactamases. 
J Gen Microbiol;1975 ; 88:169-178. 

11. Barlow M , Hall , BG. Origin and evolution of 
the AmpC β-lactamases of Citrobacter freundii, 
Antimicrob Agents Chemother; 2002;46:1190-
1198. 

12. Pitout J.D.D, Hosain A,Honson N.D. Phenotypic 
and molecular detection of CTX-M-β-lactamase 
produced by Escherichia coli and Klebsiella 
spp. J Clin Microbiol 2004;42: 5715-21. 

13. Hanson ND, Thomson KS, Moland ES, Sanders 
CC, Berthold G, Penn RG. Molecular 

characterization of a multiply resistant 
Klebsiella pneumoniae encoding ESBLs and a 
plasmid-mediated AmpC. J Antimicrob 
Chemother 1999; 44: 377-80. 

14. Pitout JDD, Thomson K, Hanson N, Ehrhardt A, 
Moland E, Sander C. β-lactamase responsible 
for resistance to expanded-spectrum 
cephalosporins in Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli and Proteus  mirabilis isolates 
recovered in South Africa. Antimicrob Agents 
Chemother 1998; 42:1350-1654. 

15. Moland E, Black J, Hanson N, Thomson K. 
Discovery of CTX-M like extended- spectrum 
β-lactamases in Escherichia coli isolates from 
five U.S. states. Antimicrob Agents Chemother 
2003;47:2382-83. 

16.  Perilli M, Felici A, Franceschini N, De Santis 
A, Pagani L, Luzzaro F, Oratore A, Rossolini 
G, Knox J, Amicosante G. Characterization of 
a new TEM-derived beta-lactamases produced 
in a Serratia marcescens strain. Antimicrob 
Agents Chemother 1997; 41:2374-82. 

17. Marra AR, Pereira CA, Castela A. Health and 
economic outcomes of the detection of 
Klebsiella pneumoniae – produced extended – 
spectrum beta – lactamases (ESBLs) in a 
hospital with high prevalence of this infection. 
Int J Infect Dis; 2006; 10 (1): 56-60. 

18. Colodner R. Extended – Spectrum β– 
lactamases: A challenge for clinical 
microbiologists and infection control 
specialists. J Clin Microbiol Infect Dis; 2006; 
25 (1):49-51. 

19. NCCLS. Performance standards for 
antimicrobial susceptibility testing; eleventh 
informational supplement. National 
Committee for Clinical Laboratory Standards 
document. Wayne, PA: NCCLS Press. 
January; 2001.M100-S11. 

20. Drieux L, Brossier F, Sougakoff W, Jarlier V. 
Phenotypic detection of extended-spectrum β-
lactamase-production in  

      Enterobacteriaceae: review and bench guide. 
Clin Microbiol Infect 2008; 14:90-103. 

21. Baquero MR, Nilsson AI, Sandvang D, Galan 
J, Martinez JL. Polymorphic mutation 
frequencies in Escherichia coli: emergence of 
weak mutators in clinical isolates. J Bacteriol; 
2004; 186:5538-5542. 

www.SID.ir

Arc
hi

ve
 o

f S
ID



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ...در ايزوله هاي  AmpC شيوع ژن هاي بتالاكتامازهاي وسيع الطيف  نوع  /8   
  

22. Barlow M, Hall, BG.Origin and evolution of 
the AmpC β-lactamases of Citrobacter 
freundii , Antimicrob Agents Chemother; 
2002;46:1190-98. 

23. Murray P, Jo baron E, H.Jorgensen J, A. faller 
M, H.Yolken R. Manual of clinical 
microbiology. 8th Ed. New York: ASM press; 
2003. 110-120. 

24. Ali Shah A,Hasan F,Ahmed S, Hameed A. 
Characteristics , epidemiology and clinical 
importance of gram negative bacilli producing 
extended – spectrum β –lactamases. Research 

in Microbiology; 2004; 155: 409-21. 
25. Lucet JC, Chevert S, Decre D, et al. Outbreak 

of multiply resistant entrobactriacae in an 
intensive care unit: epidemiology and risk 
factors for acquisition. Clinical Infectious 
Disease; 1996; 22:430-436. 

26. mangeney N , Niel P , Paul G. A 5 year 
epidemiological study of extended-spectrum 
β-lactamase producing Klebsiella pneumoniae 
isolates in a medium and long stay 
neurological unit. J Appl Moicrobiol; 2000

; 88:304-317. 
  
  

www.SID.ir


