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1382, 246-250، ص4 مجلة دانشگاه علوم پزشكي كرمان، دورة دهم، شماره ����

 بين سيلين درو مقاوم به آمپيشريشياكلي فاقد آنزيم بتالاكتامازگزارش دو مورد ا

 باكتري جدا شده از كشت ادرار و مدفوع در كرمان150
3 مهديه سلاجقه و دكتر2، دكتر شهلا منصوري1دكتر محمدحسن مصحفي

خلاصه 

گردند هاي گروه بتالاكتام ميبيوتيكهايي هستند كه سبب غيرفعال كردن آنتيبتالاكتامازها آنزيم

هاي هايي از باكتريجديداً سويه. باشندو يكي از مهمترين عوامل مقاومت نسبت به اين داروها مي

در اين . ها مقاومندسيلين و ليكن نسبت به پنيمختلف گزارش شده اند كه فاقد آنزيم بتالاكتاماز بوده

.سيلين با روش يدومتري بررسي شدي نمونه اشريشياكلي مقاوم به آمپ150تحقيق توليد بتالاكتاماز در 

 علاوه بر مقاومت نسبت به ,مدفوع جدا شده بودندديگري از  از عفونت ادراري و كيدو نمونه كه ي

سيلين ـ كلاولانيك اسيد نيز مقاوم بوده و قادر به توليد آنزيم سيوكسيلين، نسبت به تركيب آمآمپي

سازي در سيلين كه با روش رقيق آمپي)MIC(حداقل غلظت مهاركنندگي از رشد . بتالاكتاماز نبودند

وجود اشريشياكلي مقاوم . ليتر بود ميكروگرم بر ميلي512سويه بالاتر از دو  براي اين ,آگار انجام شد

. ايي در ايران استهيلين و مقاوم به مهار كنندة بتالاكتاماز اولين مورد گزارش چنين سويهسبه آمپي

سيلينبتالاكتاماز، اشريشياكلي، آمپي:هاي كليديواژه

دكتر داروساز -3 دانشگاه علوم پزشكي كرمان,دانشيار ميكروبيولوژي-2, استاديار ميكروبيولوژي-1
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4شماره , دوره دهمي كرمانمجله دانشگاه علوم پزشك

مقدمه

هاي ادراري و از اشريشياكلي مهمترين عامل عفونت

طور ههاي بيمارستاني بوده كه بعوامل عمده عفونت

). 12(شود ان و حيوانات يافت ميمعمول در رودة انس

هاي گروه بتالاكتام به دليل قدرت اثر، طيف بيوتيكآنتي

هاي گسترده و توانايي در كشتن و سميت كم براي سلول

يوكاريوت به فراواني در پزشكي و دندانپزشكي استفاده 

استفاده گسترده ). 2(شده و اهميت زيادي در درمان دارند 

ها سبب بروز ص در بيمارستاناز اين داروها به خصو

هاي مقاوم به دارو گرديده و افزايش مقاومت نسبت سويه

اي گزارش شده هاي رودهبه اين داروها در ميان باكتري

). 10،12،15(است 

حساسيت نسبت به داروهاي بتالاكتام بستگي به اتصال 

دارو به پروتئين هدف، مقاومت در برابر بتالاكتاماز و در 

در حالي . اي گرم منفي نفوذپذيري غشاء داردهباكتري

كه زيربناي اصلي مقاومت، غيرفعال شدن دارو به وسيله 

ها حلقه بتالاكتام در اين آنزيم. بتالاكتامازهاست

ها را شكسته و سبب غيرفعال ها و سفالوسپورينسيلينپني

هاي بتالاكتامازها هم توسط باكتري. گردندشدن دارو مي

هاي م گرم منفي توليد شده و ژنگرم مثبت و ه

كروموزومي و پلاسميدي مي توانند در توليد بتالاكتامازها 

علاوه بر توليد بتالاكتاماز، مقاومت ). 8(نقش داشته باشند 

تواند ناشي از تغيير دردر برابر داروهاي بتالاكتام مي

سيلين مقدار يا ميل تركيبي پروتئين متصل شونده به پني

)PBP( مقاومت كلينيكي نسبت . بيوتيك باشدآنتي براي

هاي گرم منفي غالباً در ارتباط با ها در باكتريبه بتالاكتام

). 4(باشد  نميPBPتغيير 

 نوع بتالاكتاماز يافت شده 200در اشريشياكلي بيش از 

. اندبندي شدهكه بر اساس عملكرد و ساختمان تقسيم

 TEM-1 ،TEM-2ل هاي كلاسيك اين بتالاكتامازها شامفرم

هاي گرم  مي باشد كه توليد آنها در باكتريSHV-1و 

). 2(گردد منفي توسط پلاسميدها كدُ مي

هاي استفاده از چنين تركيباتي سبب ايجاد باكتري

اي شده كه به طور نسبي به اثر جهش يافته

هاي بتالاكتاماز مقاوم شده و بنابراين كنندهغيرفعال

هاي لاكتام و ممانعت كنندهنسبت به تركيبات بتا

). 1،2،3،7،16،17(اند بتالاكتاماز مقاوم گرديده

 از Aهاي بتالاكتاماز كلاس اين جهش در آنزيم

). 14،16،18( گزارش گرديده است TEM و SHVخانواده 

 كه مقاوم TEMاولين مورد بتاكتامازهاي مشاهده پس از 

يدايش به اسيد كلاولانيك بودند، گزارشاتي مبني بر پ

هايي در ساير نقاط داده شده است چنين آنزيم

هاي مقاوم هايي از باكتريوجود سويه. )2،4،13،14،17(

هاي هاي بتالاكتاماز علاوه بر باكتريبه مهاركننده

هاي ديگر نظير هموفيلوس آنفلوآنزا آنتريك در باكتري

براي مثال در آمريكاي شمالي . نيز گزارش گرديده است

 از هموفيلوس آنفلوآنزا يافت شده كه نسبت به هاييسويه

 بالا نسبت به اين MICسيلين مقاوم بوده و داراي آمپي

 توليد آنزيم بتالاكتامازبهقادر ليكن انددهدارو بو

اين بررسي با هدفي مشابه و در مورد ). 3(انددهنبو

هاي كنندههاي اشريشياكلي مقاوم به ممانعتسويه

. مان صورت گرفته استبتالاكتاماز در كر

مواد و روش كار 

 نمونه اشريشياكلي شامل 150هاي مطالعه شده باكتري

 سويه از 41 سويه از موارد عفونت ادراري و 108

10هاي كشت مدفوع بود كه به ديسك نمونه

هاي باكتري. سيلين مقاومت داشتنديميكروگرمي آمپ
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سفند ماه  سوية اشريشياكلي كه طي ا550مزبور از ميان 

 از سطح شهر كرمان 1379 لغايت مرداد ماه 1378

).12(آوري و شناسايي شده بودند، جدا گرديدند جمع

 ميكروگرمي 10از ديسك :آزمايش تعيين حساسيت

سيلين ساخت شركت پادتن طب و ديسك يآمپ

Amoxicillin / clavulanic acid 20/10mgشركت اختس

Difcoتاندارد  و با استفاده از روش اسNccls استفاده

). 7(شد

براي تعيين :)MIC(تعيين حداقل غلظت مهاركنندگي 

MIC از روش استاندارد Agar dilutionاستفاده شد  .

از شركت % 6/82سيلين به صورت پودر و با خلوص يآمپ

يوتيك بيبا توجه به خلوص آنت. ان تهيه شدجابرين حي

ليتر در يميلر  ميكروگرم د512 تا 16هاي نهايي غلظت

پس از استاندارد كردن . محيط مولر هينتون آگار تهيه شد

1:200 مك فارلند، رقت 5/0محلول ميكروبي با استاندارد 

)  ميكروليتر10(از آن تهيه شد و سوسپانسيون ميكروبي 

اي كشت داده شد به طوري روي پليت به صورت نقطه

.باشدCFU/ml104×1كه غلظت نهايي معادل 

توليد بتالاكتاماز بر اساس :سي توليد بتالاكتامازبرر

) 11(آزمايش يدومتري و به روش اسلايد انجام گرفت 

ميليون G ،1سيلين طور مختصر به يك ويال پنيبه

ليتر آب واحدي ساخت كارخانه جابربن حيان، يك ميلي

ليتر  ميلي15/0هاي حجمشده و به مقطر استريل اضافه 

سيلين براي مدت ي نگهداري محلول پن براي.گرديدتقسيم 

. ه شدقرار داد-C°20هاي تقسيم شدهطولاني محلول

 گرم 3/0 گرم يدورپتاسيم، 5/1محلول يد با اضافه كردن 

100به كريستال يد در بافر فسفات تهيه و حجم آن 

ليتر از  ميلي1/1زمايش آبراي انجام . ه شدمتر رسانديميل

سيلين اضافه ليتر محلول پنيي ميل15/0محلول يد را به 

نموده و روي يك لام تميز، نمونه ميكروبي در يك قطره 

پس از مخلوط شدن كامل . شدسيلين حل محلول يد، پني

روي لام اضافه )  درصد4/0(يك قطره نشاسته با غلظت 

نشان (كرده و تغيير رنگ محلول از ارغواني به سفيد 

30 و 10، 5زماني در فواصل ) دهنده وجود بتالاكتاماز

كنترل مثبت شامل سويه . گرديددقيقه بررسي 

آنزيم  توليد كننده25922ATCCاستافيلوكوك ارئوس 

. بتالاكتاماز بود

نتايج

در اين بررسي با انجام آزمايش يدومتري جمعاً دو 

كه يكي .  دقيقه منفي بود30 و 10، 5هاي نمونه در زمان

اري و يك نمونه از كشت ها مربوط به موارد ادرهاز نمون

بررسي فاصلة زماني توليد بتاكتاماز . مدفوع جدا شده بود

، نشان داده 1هاي ادراري و مدفوعي در جدول در سويه

 دقيقه 5ها در از نمونه% 50طوركلي در هب. شده است

موارد % 9/14پس از ده دقيقه و در % 1/35اول، در 

.  دقيقه مثبت گرديد30واكنش پس از 

 دقيقه اول 5هاي ادراري واكنش مثبت در سويهدر 

هاي مدفوعي واكنش مثبت بيشتر بود در حالي كه سويه

.  دقيقه بيشتر بود10پس از 

سيلين غلظت مهاركنندگي از رشد براي آمپيحداقل 

بود g/mlµ512براي دو سويه بتالاكتاماز منفي، بالاتر از 

 ـ سيلينو هر دو سويه نسبت به ديسك آموكسي

قطر هالة عدم رشد در برابر . كلاولانيك اسيد مقاوم بودند

تر بود كه در جدول م ميلي10اين ديسك معادل با 

حساسليتر  ميلي≤18استاندارد قطر هاله عدم رشد 

. گرددگزارش مي
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 دقيقه30 و 10، 5هاي  ادراري و مدفوعي اشريشياكلي در زمانهاي  ايزولهتوليد بتالاكتاماز در:1جدول 

)دقيقه(واكنش مثبت در فاصله زماني 

)درصد(تعداد 

زمان

هاي سويه

تعداد كل51030مورد بررسي

108) 100(18) 6/16(29) 9/26(61) 5/56(هاي جدا شده از كشت ادرارسويه

40) 100(4) 10(23) 5/57(13) 5/32(دفوعمهاي جدا شده از كشت سويه

148) 100(22) 9/14(52) 1/35(74) 50(جمع كل 

بحث

هاي ادراري اشريشياكلي يكي از عوامل عمده عفونت

هاي جدي در نوزادان، بيماران نوتروپنيك وو عفونت

اي بوده و اهميت زياد اين باكتري هاي زمينهساير بيماري

هاي عفوني مختلف بر كسي پوشيده در ايجاد بيماري

ه سيلين بي در برابر آمپيمقاومت زياد اين باكتر. نيست

هاي گرم منفي ر درمان عفونتدعنوان دارويي مناسب 

در تحقيق انجام شده در . باشداي حائز اهميت ميمسأله

 درصد 8/76سيلين كرمان ميزان مقاومت نسبت به آمپي

)12. (گزارش شده است

هاي زيادي در مورد مقاومت نسبت به اخيراً گزارش

هار از ـطة مـام به واسـبتالاكتهاي كـوتيـبييـآنت

 مربوط TEMهاي بتاكتاماز كه به فاميل كنندهممانعت

اولين مكانيسمي كه در ). 5(عمل آمده است ه شوند، بمي

-هاي بتالاكتام مورد مقاومت نسبت به مهار كننده

 در ارتباط ,ه استبتالاكتاماز در اشريشياكلي شرح داده شد

 و تغيير در TEMلاكتاماز نوع با توليد بيش از حد بتا

بيوتيك و ي كه جذب آنتاستهاي غشايي پروتئين

. )5،6(كننديمهاركننده را محدود م

علت موتاسيون در ه كنندة بتاكتامازها باثر غيرفعال

(Inhibitor Resistance TEM)نام ه  كه بTEMبتاكتامازهاي 

IRTساير ، افزايش يافته و در فرانسه و انددهشناميده

 از موارد كلينيكي IRTهاي كشورهاي اروپايي ميزان سويه

. گزارش شده است% 3

هاي انساني ها را علاوه بر نمونهدر اسپانيا اين باكتري

هاي مربوط به رودة خوك نيز جداسازي از نمونه

 در IRTعلاوه بر اشريشياكلي انواع ). 13(اندنموده

ر ـه و سايـونيـموـيلا پنـوس ميرابيليس، كلبيسـپروتئ

). 12(اي گزارش شده است هاي رودهباكتري

 سويه اشريشياكلي 150 مورد از 2در بررسي حاضر 

اند كه اندكي توليد كننده آنزيم بتالاكتاماز نبوده%) 3/1(

كمتر از ميزان گزارش شده در كشورهاي اروپايي است 

هر . علت روش بررسي در اين مطالعه باشده تواند بكه مي

هاي نسل دوم و سوم و سويه نسبت به سفالوسپوريند

شامل سفازولين، سفترياكسون و سفرادين حساس گزارش 

بهمقاومهاياشريشياكليجداسازيوبودندشده

بهحساسولياسيدكلاولانيكـسيلينيكسموآ

خوبي وجود ه ب،هاسفالوسپورينسايروسفالوتين

كند كه با شخص مي را در اين دو سويه مIRTهاي آنزيم

 و ديگر پژوهشگران در اين زمينه همخواني Briansتحقيق 

).2،5،16(دارد 

هايي كه با با توجه به اهميت يافتن چنين سويه

بتالاكتام هاي گروهبيوتيكمكانيسم جديد نسبت به آنتي
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هاي اند، جا دارد تا اين بررسي بر روي سويهمقاوم شده

ها انجام گيرد و ر باكتريمورد سايبيشتري و حتي در

خصوصيت ژنتيكي نظير وجود پلاسميد احتمالي در اين 

ها مورد بررسي قرار گيرد تا شايد از طريق يافتن سويه

مكانيسم ايجاد مقاومت، بتوان راهي براي مقابله با آن 

. بدست آورد
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