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  چكيده
بتالاكتام موجب توسـعه مقاومـت بـه ايـن     هاي  بيوتيك آنتي استفادة گسترده از: و هدف مقدمه
ايـن  . شـود  مـي  بيماريزا از طريق توليد آنـزيم بتالاكتامـاز  هاي  باكتريدر ها  بيوتيك آنتي گروه از

در باكتري اشريشياكلي جداشـده از   AmpCمطالعه به جهت تعيين توليد آنزيم بتالاكتاماز از نوع 
  .سه بيمارستان منتخب شهر تهران انجام شده است

ز سه بيمارستان منتخب شهر ايزولة باليني اشريشياكلي غيرتكراري ا 154تعداد  :ها روشمواد و 
ــزيم بتالاكتامــاز   آوري جمــعتهــران  ــد آن ــا اســتفاده از (ESBLs) الطيــف وســيعو از نظــر تولي  ب

سـفتازيديم، سفترياكسـون و سـفپيم و همچنـين مهاركننـدة بتالاكتامـاز بنـام        هـاي   بيوتيـك  آنتي
روش رقـت در آگـار   بـه  ها  بيوتيك آنتي اين MICاسيدكلاولانيك به روش ديسك ديفيوژن و ميزان 

بيوتيـك سفوكسـيتين مـورد     آنتـي  بـه هـا   ههمچنين حساسيت اين ايزول. مورد بررسي قرار گرفت
تحـت   Multiplex PCRكانديد داشـتن ايـن آنـزيم بـه روش     هاي  در پايان ايزوله. بررسي قرار گرفت

  . آزمايش قرار گرفتند
نسـل سـوم   هاي  مقاومت به سفالوسپوريناز نظر فنوتيپ ها  ه، ايزولها نجام آزمايشاپس از  :نتايج

 درصـد  25/3با  -P+C، و )n= 83( درصد 9/53با  +P+C، )n= 88( درصد 15/57با  +Pبه سه گروه 
)5  =n ( ايزولة باليني  88تقسيم شدند از)P+C-  وP+C+(  كه توسط روشMultiplex PCR   مـورد

  . بودند AmpCي بتالاكتاماز نوع ها ژنواجد  )n= 5(ها  هايزول درصد 7/5آزمايش قرار گرفتند، 
و  EBC-M ،DHA-Mاز دسـتة   AmpCاين اولين گزارش از وجود بتالاكتامازهاي نـوع  : گيري نتيجه

CIT-M هاي  در ايجاد عفونتها  آنزيمتوليدكنندة اين هاي  در ايران بوده و به دليل اهميت ارگانيسم
ي از نظر بررسي تر وسيعتحقيقات  شود مي هتوصيها  آن بيمارستاني و براي جلوگيري از گسترش

  .شيوع واقعي اين آنزيم در ايران انجام شود
  

  7/7/87:     وصول
 15/10/87: اصلاحاتآخرين

 26/11/87:    پذيرش
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  ، اشريشياكليAmpCالطيف،  بتالاكتاماز، وسيع :هاي آليدي واژه
 

 
 

  مقدمه
هـاي   بيوتيـك  آنتي به ها باكتريمكانيسم عمومي مقاومت 

ايـن آنـزيم   . بتالاكتاماز اسـت هاي  آنزيمبتالاكتام، توليد 
و پنـي  هـا   بتالاكتام داروهايي نظير سفالوسـپورين حلقه 
ها  آن را هيدروليز كرده و موجب غيرفعال شدنها  سيلين
ــي ــردد م ــياري از   .گ ــته بس ــه گذش ــول دو ده  در ط
 طـور  بـه كه اند  بتالاكتام جديد تهيه شدههاي  بيوتيك آنتي

ــدة   ــه عملكــرد هيدروليزكنن ــزيماختصاصــي ب ــا آن ي ه
به هر حال با وجود اين . باشندبتالاكتاماز مقاومت داشته 

كه بـراي درمـان بيمـاران    ها  بيوتيك آنتي گروه جديد از
هـاي   آنـزيم انواع جديدي از اند  مورد استفاده قرار گرفته

بـا   AmpCها، بتالاكتامازهاي نوع  ESBLبتالاكتاماز نظير 
ــدة     ــاي هيدروليزكنن ــميد و بتالاكتامازه ــطه پلاس واس

ي گرم ها باكتري .اند ظاهر شده )كارباپنمازها(ها  كارباپنم
منفي با انبوهي از بتالاكتامازهاي جديد ذكر شده در بالا 

بتالاكتام هاي  بيوتيك آنتي توانستند مقاومت به جديدترين
   ].1-3[را كسب كنند

 1970در اواخــر دهــة  AmpCبتالاكتامازهــاي نــوع 
هـا   آنـزيم ايـن   تر بيش. ظاهر و مورد مطالعه قرار گرفتند

سفالوسپوريناز بوده ولي تا حدي توانايي هيدروليز ساير 
هـاي   سفالوسـپورين ها  آنزيماين . را نيز دارندها  بتالاكتام
مانند سـفتازيديم، سفترياكسـون، سـفپيم و     الطيف وسيع

را هــا  ماننــد آزترونــام و سفامايســين هــايي مونوباكتــام
معمولي ماننـد  هاي  هيدروليز كرده ولي توسط مهاركننده

ــار ك ــات مه ــي لاولان ــوند نم ــدا در  . ش ــت ابت مقاوم
 Enterobacter) نظيـر انتروباكتركلوآكـه   هـايي  ارگانيسـم 

cloacae)ــيتروباكتر ــدي ، س ، (Citrobacter Freundii) فرون
و پسـودوموناس   Serratia mercescens)( سراشيامارسـنس 

آمـد كـه    وجود به (Pseudomonas aeruginosa)آئروژينوزا 
ايـن  . كرومـوزومي بـود   AmpCاعف علت آن توليد مض

 -آلفــا  -7آنــزيم موجــب مقاومــت بــاكتري در برابــر 
در اواخـر  . شدها  و مونوباكتامها  متوكسي سفالوسپورين

رومـوزومي قابـل القـاء روي    كهاي  ژناين  1980دهة 

كه ذاتـاً ايـن    هايي ظاهر شدند و به ارگانيسمها  پلاسميد
كلبسيلا، هاي  ظير گونهكردند ن نوع بتالاكتاماز را بيان نمي

سالمونلا منتقل شده و باعـث  هاي  اشريشياكلي و يا گونه
هـا   به اكسي ايمينوسفالوسپورينها  مقاومت اين ارگانيسم

  ].5و4[گرديد
هـاي   بيوتيـك  آنتي امروزه، افزايش شيوع مقاومت به

در بــين  AmpCبتالاكتــام بواســطة بتالاكتامازهــاي نــوع 
نگراني باليني تبديل شـده   اشريشياكلي به يكهاي  سويه
توانند توانايي توليد بتالاكتاماز  ها مي اين ارگانيسم. است
عـلاوه  . را بـر روي پلاسـميد كسـب كننـد     AmpCنوع 
نـوع   AmpCتواننـد بتالاكتامـاز نـوع     مـي  اينهـا  كه آنبر

در  حالي كـه كروموزومي را به مقدار زياد توليدكنند در 
 مقــدار كــم توليــدبــه هــا  آنــزيمحالــت طبيعــي ايــن 

  . ]6-8[شوند مي
اگرچه بيش از يك دهه از كشف بتالاكتامازهاي نوع 

AmpC هـا   هآزمايشگا تر بيشگذرد،  مي با واسطة پلاسميد
 .انـد  را درك نكردهها  آنزيمو پزشكان اهميت باليني اين 

هاي  تشخيصي جديد جهت شناسايي ارگانيسمهاي  روش
با واسطة پلاسميد  AmpCتوليدكنندة بتالاكتامازهاي نوع 

 صـورت  بـه اجـرا   منظـور  بـه بـاليني  هاي  در آزمايشگاه
 همچنـين روش . ]9[روزانه مورد نياز اسـت هاي  آزمايش
يـك ابـزار    عنـوان  به PCR (Multiplex PCR)پلكس  مولتي

 عنـوان  بهدر دسترس است اما ها  آنزيمتحقيقي براي اين 
باليني در ي ها يك ابزار عادي براي استفاده در آزمايشگاه

  . ]9[دسترس نيست
باليني مولـد  هاي  شناسايي ايزوله منظور بهاين مطالعه 

سـفتازيديم،   MICبرپايـة تعيـين    AmpCبتالاكتاماز نـوع  
هـاي   ژنسفترياكسون، سفپيم، سفوكسـيتين و شناسـايي   

 PCRبه روش مـولتي پلكـس   ها  آنزيممسئول توليد اين 
  . انجام گرفته است
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  ها روشمواد و 
ايزوله باليني اشريشياكلي جـدا   154اين مطالعه بر روي 

، CSFمختلف نظير ادرار، زخم، خون، هاي  شده از نمونه
از بيماران سه بيمارستان امـام خمينـي، شـهيد    .. .خلط و

مصطفي خميني و مركز طبـي كودكـان تهـران در يـك     
تـا   1385مطالعة مقطعي و در فاصلة زمـاني اسـفندماه   

بـاليني  هـاي   ايزوله. انجام شده است 1386ماه  شهريور
هاي  تعيين هويت توسط روشهاي  بعد از انجام آزمايش

] 10[طور دقيق شناسايي شـده  بهشناسي  متداول ميكروب
ها در فريزر  باكتريمخصوص نگهداري هاي  و در محلول

C°70- هـاي   در اين مطالعـه از سـويه  . نگهداري گرديد
كلبسـيلا   و (Escherichia coli ATCC 25922)اشريشياكلي 

 عنـوان  به (Klebsiella pneumonia ATCC 700603) پنومونيه
كنتـرل كيفيـت و   هاي  استاندارد براي آزمايشهاي  سويه

  . استفاده گرديد MICهاي  دقت آزمايش
توليدكننـدة آنـزيم بتالاكتامـاز    هـاي   شناسايي سويه

هـاي   مبنـاي شـيوه   در سطح فنـوتيپي و بـر   الطيف وسيع
ــالگري و  ــدغرب ــتيتو  تأيي ــط انس ــده توس ــيه ش ي توص

انجـام شـده    (CLSI)استانداردهاي باليني و آزمايشگاهي 
 MICبرپايـة سـنجش ميـزان    هـا   اساس آزمـايش . است
سفتازيديم، سفترياكسـون  هاي  بيوتيك آنتي برايها  هايزول

هـاي   آنـزيم توليـد   هـاي تأييـد   آزمـايش . است و سفپيم
ا اسـتفاده از مهاركننـدة آنـزيم    ب الطيف وسيعبتالاكتاماز 

ــاز  ــيد(بتالاكتام ــك اس ــت ) كلاولاني ــام و در نهاي انج
كه به مهاركنندگي كلاولانيك اسيد حساسيت  هايي سويه

توليدكنندة بالقوة آنزيم بتالاكتامـاز   عنوان بهنشان ندادند 
در نظر گرفته شده و تست تعيين مقاومت به  AmpCنوع 

  .]11[گرفتانجام ها  آن سفوكسيتين براي
 پـودر  مذكور از شركت اكسيرهاي  بيوتيك آنتي پودر

. بيوتيك سفوكسيتين از شركت سيگما تهيـه گرديـد   آنتي
از آب مقطـر  هـا   بيوتيك آنتي جهت تهيه محلول استوك

بيوتيك  آنتي همؤثرمقدار مادة . حلال استفاده شد عنوان به
ميكروگــرم،  820گــرم پــودر ســفتازيديم  ميلــيدر هــر 
ميكروگـرم و   690ميكروگرم، سفپيم  760كسون سفتريا

 اسـتوك هاي  لوله. بود ميكروگرم 980براي سفوكسيتين 

تـا زمـان    -C°70بيوتيك مذكور در شرايط دمـايي   آنتي
هـاي   در هر سري آزمايش رقت. استفاده نگهداري شدند

مولرهينتـون  هـاي   در پليـت ها  بيوتيك آنتي متوالي از اين
محـيط مولرهينتـون آگـار ذوب    . تهيه شد (Merck)آگار 

ســرد شــده و در ايــن دمــا  C°50-45شــده تــا دمــاي 
هـاي   رقـت . اضافه شـد ها  آن بيوتيك به هاي آنتي محلول
و 0078/0: صـورت  بـه بيوتيك در هر سري پليـت   آنتي

0156/0 ،0312/0 ،0625/0 ،125/0 ،5/0 ،1 ،2 ،4 ،
 ـ ميليميكروگرم در هر  128، 64، 32، 16، 8 . ر بـود ليت

مورد ) بيوتيك آنتي بدون(كنترل رشد  منظور بهيك پليت 
مورد مطالعـه كشـت   هاي  از ايزوله. استفاده قرار گرفت

هــا  هســاعته تهيــه و ســپس از هــر كــدام از ايزولــ 24
مــك فارلنــد كــه در هــر  5/0سوسپانســيوني برابــر بــا 

. باكتري وجود دارد، تهيـه شـد   5/1 × 108ليتر آن  ميلي
توسـط لـوپ كـاليبره يـك     اي  نقطـه  صورت ها به پليت

 5/0ميكروليتري با سوسپانسيون تهيه شده بـا كـدورت   
. شده بود تلقيح شـد  رقيق 10/1مك فارلند كه به نسبت 

سوسپانسـيون تهيـه   از ها  سري از آزمايشهمچنين در هر
هــاي كنتــرل كيفــي  ســاعتة ســويه 24شــده از كشــت 

Escherichia coli ATCC 25922  وKlebsiella pneumonia 

ATCC 700603 بعد . هاي آزمايش تلقيح شد در كنار سويه
سـاعت رشـد    24 به مدت C°37گذاري در  از گرمخانة

. مورد بررسي قرار گرفتها  باكتري در هر سري از پليت
) منفردهاي  انبوه يا كلني صورت به(هرگونه رشد باكتري 

حـداقل  . شد مي مقاومت نسبت به آن رقت تلقي عنوان به
غلظتي كه باكتري هيچگونه رشـد قابـل مشـاهده در آن    

معيـار مقاومـت   . در نظر گرفته شد MIC عنوان بهنداشت 
هاي غربالگري توصيه شده توسط انستيتو  بر مبناي روش

به . انجام شد (CLSI)استانداردهاي باليني و آزمايشگاهي 
هـاي اشريشـياكلي در    سـويه يك از  براي هرنحوي كه 

عوامـل  ي كه نتايج آزمـايش آن بـراي هـر يـك     صورت
بود، سـويه مزبـور    µg/ml1از  تر بزرگضدميكروبي فوق 

ــالقوة آنــزيم بتالاكتامــاز  عنــوان بــه يــك توليدكننــدة ب
  . ]10[درنظر گرفته شد) +Pفنوتيپ (الطيف  وسيع
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 توسـط ، الطيـف  وسـيع توليد آنزيم بتالاكتامـاز  تأييد 
در مرحلـة قبـل داراي    باليني اشريشياكلي كههاي  ايزوله

 ـ وسـيلة   هتوانايي بالقوة توليد بتالاكتاماز شناخته شدند، ب
بيوتيـك   آنتـي  آزمايش آگاردايلوشن با اسـتفاده از سـه  

مهاركننـدة   عنوان بهالذكر به همراه كلاولانيك اسيد  فوق
حـداقل   MICكه  در صورتي. آنزيم بتالاكتاماز انجام شد

با كلاولانيك اسيد سـه   در تركيبها  بيوتيك آنتي يكي از
بيوتيـك بـه    آنتي آن MICاز سه مرتبه از  تر بيشمرتبه يا 

توليدكننـدة قطعـي    عنـوان  بهداد  مي تنهايي كاهش نشان
در غيـر  نظر گرفته شده  در الطيف وسيعآنزيم بتالاكتاماز 

در  -P+Cباكتري مورد نظـر از نظـر فنـوتيپي     اين صورت
اي اين فنوتيپ كانديـد  دارهاي  ايزوله. شد مي نظر گرفته

  ].11[باشند مي AmpCاصلي توليد بتالاكتاماز نوع 
بيوتيـك سفوكسـيتين نيـز     علاوه مقاومت به آنتـي  به

 AmpCتوليد آنزيم بتالاكتاماز نـوع  عنوان معياري براي  به
 MICميـزان   صورتي كهدر . است توسط ايزولة موردنظر

 µg/ml 8 يـا مسـاوي   تـر  بـزرگ بيوتيك مذكور  آنتي براي
توليدكننـدة  بـه   مظنـون آمد ايزوله موردنظر  دست مي به

. ]12[شـد   در نظر گرفته مي AmpCآنزيم بتالاكتاماز نوع 
تـر   فـوق، روش مطمـئن  هـاي   روش در نتيجه علاوه بـر 

كانديد توليد آنزيم بتالاكتاماز نـوع  هاي  شناسايي ايزوله
AmpC  يعني روشMultiplex PCR 9[گرفته شدكار به[.  
  
   (Multiplex PCR) مولتي پلكس روش

ي مسـئول بيـان   هـا  ژنشناسـايي   منظور بهاز اين روش 
تشـخيص   منظـور  بهو هچنين  AmpCبتالاكتامازهاي نوع 

اسـتفاده   هايي با واسطة پلاسميد در ارگانيسم AmpCژن 
  : شده و شامل مراحل زير است

  
ابتدا يك كلني از هـر ارگانيسـم    :الگو DNAتهيه ) الف
ليتـر   ميلي 5روي محيط بلاد آگار در  آزمايش را ازمورد 

پـس  تلقيح كرده و  (LB Broth)محيط كشت لوريا برتاني 
بـه   C°37در حرارت انكوباسيون در انكوباتور شيكردار 

آمده  دست هاي به ليتر از كشت ميلي 1 ،ساعت 20 مدت
مـايع  دقيقـه سـانتريفوژ،    5به مدت  210/17را در دور 

ميكروليتر آب مقطر  500سوب را در و ر خارجروي را 

با استفاده از دسـتگاه ترمـوبلاك   . كرديماستريل مخلوط 
دقيقه قـرار داده   10 به مدت C°95را در دماي  ها سلول

 210/17محلول حاصل را در دور . ليز شوندها  تا سلول
مـايع رويـي حـاوي    . دقيقه سانتريفوژ كرديم 5به مدت 

DNA  الگـو در روش   عنـوان  بـه استخراج شده است كه
PCR 9[شود مي بردهكار به[ .  

پيكومـول   100 با غلظـت پرايمر  محلول ذخيره) ب
بـافر  و  ميكرومولار 25/1با غلظت  dNTPs، بر ميكروليتر

PCR  با غلظتx10     در اين تحقيق مـورد اسـتفاده قـرار
  ].9[گرفت 
  PCRبراي انجام  (Master Mix) مسترميكس تهيه

انجام صحيح آزمايش و صرفه جويي در براي اطمينان از 
 PCRذخيره از مخلوط واكنش هاي  توان محلول مي وقت،

  . تهيه كرد
 PCRجهت انجام  (Master Mix)براي تهيه مسترميكس 

ميكروليتر مورد نياز  75/47يك واكنشي، حجمي برابر با 
 5ميكروليتـر آب مقطـر اسـتريل،     22است كـه شـامل   

 dNTPميكروليتـر   10X ،8ظـت  با غل PCRميكروليتر بافر 
ميكروليتـر از   2/1ميكرومـولار،   25/1مخلوط با غلظت 

بـا غلظـت    DHAMو  MOXM - CITM (F&R)پرايمرهاي 
 ACCM (F&R)ميكروليتر از پرايمرهـاي   1پيكومول،  25
ميكروليتـر از   8/0پيكومـول و   25با غلظـت   FOXMو 

. پيكومـول اسـت   25بـا غلظـت    FOXM (F&R)پرايمر 
هاي با تعداد بالاتر مقادير بـالا   بديهي است براي واكنش

  . ها ضرب خواهد شد در تعداد واكنش
 Tag ميكروليتـر  25/1مقدار هنگام انجام آزمايش به 

DNA  تركيـب   .كنـيم  مـي  اضافهبه تركيب بالا پلي مراز
 ميكروليتر 2بوده و با اضافه كردن ميكروليتر  48حاصل 

 آمـاده  PCRهاي  محلول براي انجام واكنش الگو DNAاز 
  .]9[است
  

 (PCR)پلي مراز اي  واكنش زنجيره

انجـام   2طبق جدول  (PCR)پلي مراز اي  زنجيره واكنش
  :گرفت
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  حاصل از اين پرايمرها PCRقيق و وزن مولكولي محصول كار رفته در اين تح هاي هدف و پرايمرهاي به ژننام، توالي،  .1جدول 
Amplicon (bp) Target(s) Sequence (5' to 3')  

520 CMY-1,CMY-8 toCMY-11 
MOX-1, MOX-2 

GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 
CAC ATT GAC ATA  GGT GTG GTG  G

MOXM-F 
MOXM-R 

462 BIL-1, CMY-2 to XMY-7 
LAT-1 to LAT-4 

TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 
TTT  CTC CTG  AAC GTG GCT GGC

CITM-F 
CITM-R 

405 DHA-1, DHA-2 AAC TTT CAC AGG TGT GCT GGG T 
CCG TAC GCA TAC TGG CTT TGC

DHAM-F 
DHAM-R 

346 ACC AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA 
TTC  GCC GCA ATC ATC CCT AGC

ACCM-F 
ACCM-R 

302 MIR-1T, ACT-1 TCG GTA AAG CCG ATG TTG CGG 
CTT CCA  CTG CGG CTG CCA GTT

EBCM-F 
EBCM-R 

190 FOX-1 to FOX-5b AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 
CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG

FOXM-F 
FOXM-R 

  
 40تقريبـي آن يـك سـاعت و    چرخه و زمـان   AmpC )25هاي  ژنآمپلي فيكاسيون براي تكثير هاي  مراحل و تعداد چرخه .2جدول 

  )دقيقه است
  تعداد سيكل  زمان دما  مراحل

  1  دقيقه C°94 3 شوك حرارتي اوليه
 DNA (Denaturation)واسرشت 

  (Annealing)جفت شدن پرايمر 
 (Extension)طويل شدن پرايمر 

C°94  
C°64  
C°72  

  ثانيه 30
  ثانيه 30
  ثانيه 60

25  

  1  دقيقه C°72 7 طويل شدن نهايي
  ...  ... C°4  نگهداري

  
  

محصول  ،پس از مرحلة سوم و پاياني آمپليفيكاسيون
PCR  در دستگاه الكتروفـورز   درصد 5/1روي ژل آگارز

ي هـا  ژنشد تـا   مي انگلستان الكتروفورز SciPlusشركت 
. تكثير يافته برحسب اندازة مولكولي خـود جـدا شـوند   

با افزودن  ،با استفاده از رنگ اتيديوم برمايدها  هچنين ژل
شده و در دستگاه آشكار ساز و ثبـت   آميزي به ژل، رنگ

تصوير باندهاي تشكيل شده مشاهده  )UVtechمدل (ژل 
 DNAبراي شناسايي موقعيت و انـدازة  . گرديد مي و ثبت

ــا ژن ــولي   ه ــدارة ملك ــاخص ان ــدف از ش  DNAي ه
)DNAladder ( باز استفاده شدبا فواصل صد جفت.  

حـاوي  هـاي   از دست نرفتن احتمالي ايزوله منظور به
، AmpCآنزيم بتالاكتاماز نوع هاي  ژنمسئول بيان هاي  ژن

توســط روش  +P+Cو  -P+Cاعــم از هــاي  تمــامي ايزولــه
Multiplex PCR مورد آزمايش قرار گرفتند .  

  
  نتايج

ــوع  ــياكلي از  154در مجمـ ــاليني اشريشـ ــه بـ ايزولـ
امام خمينـي، شـهيد مصـطفي خمينـي و     هاي  نبيمارستا

 تا شهريور 1385ماه  مركز طبي كودكان تهران از اسفند
مـورد  هـاي   ايزولـه . مورد بررسي قرار گرفت 1386ماه 
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به ترتيـب   ICUاورژانس، داخلي و هاي  بررسي از بخش
 درصـد  n(، 5/28=51( درصـد  1/33با فراواني نسـبي  

)44=n ( درصــد 9و )14=n (ــا هــاي  و بخــش ديگــر ب
ين فراواني مربوط بـه  تر بيش. آمد دست به تر كمفراواني 
بـا   )n=112(ادرار هـاي   جدا شـده از نمونـه  هاي  ايزوله

  .بود درصد 73فراواني نسبي 
توليدكننــدة آنــزيم هــاي  توزيــع فراوانــي ارگانيســم

براساس  AmpCو بتالاكتاماز نوع  الطيف وسيعبتالاكتاماز 
نسل سوم مورد تجزيه نشـان داد   هاي نوع سفالوسپورين

قادرنـد هـر سـه نـوع     ) n=88(هـا   هسوي درصد 15/57
به عبارت ديگـر  . بيوتيكي را تجزيه كنند آنتي سوبستراي

بـوده و   µg/ml MIC>1بيوتيك داراي  آنتي در مقابل هر سه
 (ESBLs)الطيـف   وسيعتوليدكنندة بالقوة آنزيم بتالاكتاماز 

از  درصـد  86/42. بودنـد  +Pو داراي فنوتيپ  AmpCيا 
يك از سه سوبسترا  توانايي تجزيه هيچ) n=66(ها  هسوي

را نداشته و در نتيجه از نظـر توليـد آنـزيم بتالاكتامـاز     
مورد نظر حساس هاي  منفي بوده و ارگانيسم الطيف وسيع

به عبـارت ديگـر ايـن تعـداد از     . شوند مي درنظر گرفته
مورد هاي  بيوتيك آنتي براي µg/ml MIC ≤ 1 دارايها  هايزول

  . باشند مي -Pآزمايش بوده و داراي فنوتيپ 
استفاده از مهاركننـدة كلاولانيـك    ي باتأييدآزمايش 
 ESBLنوع  الطيف وسيعبتالاكتاماز هاي  آنزيماسيد، توليد 

) n=83( تحـت آزمـايش  هـاي   سويه درصد 9/53را در 
از درصـد   25/3و همچنـين  ) +P+Cفنوتيپ (كرد  تأييد
شــناخته شــده و  -P+Cداراي فنوتيــپ ) n=5(هــا  هســوي

  . شدند AmpCكانديد توليد آنزيم بتالاكتاماز نوع 
هاي مولد  توزيع فراواني ميزان شيوع ايزوله 1نمودار 

در  ESBLو  AmpCالطيف نوع  ي بتالاكتاماز وسيعها آنزيم
  .دهد جامعه مورد مطالعه را نشان مي

كه توسط روش  )+P+Cو  -P+C(ايزولة باليني  88از 
Multiplex PCR   ،درصـد  7/5مورد آزمايش قرار گرفتنـد 

 AmpCي بتالاكتامـاز نـوع   هـا  ژنواجد  )n=5(ها  هايزول
بـوده و   -P+C از نظـر فنـوتيپي  ها  ههمة اين ايزول. بودند

با بررسي باند تشكيل شـده  . بودند MIC≥128 µg/mlداراي 

باندهايي ) n=3(ها  هايزول درصد 4/3بر روي ژل اگاروز 
آورده بودند كـه   وجود به 480bpبا وزن مولكولي تقريبي 

-LATي هدف آن ها ژناست كه  CITMحاصل از پرايمر 

با توجـه  . است CMY-7تا  CMY-1و  LAT-4 ،BIL-1تا  1
از  CMY-2خصوصـاً   CMYهـاي   ژنشـيوع   كـه  ايـن به 
 ـ  تر بيشديگر هاي  ژن هـا   هاست احتمال دارد ايـن ايزول

ها  هايزول درصد 2/2. باشند CMYي ها ژنيكي از داراي 
)2=n ( باندهايي با وزن مولكولي تقريبيbp300  تشكيل

هـاي   ژنبوده كه  EBCMداده بودند كه حاصل از پرايمر 
 كـه  ايـن با توجه به . باشند مي ACT-1و  MIR-1هدف آن 
احتمـال وقـوع ايـن ژن     تر اسـت  بيش ACT-1شيوع ژن 

  . تر است بيش
بود كه ها  هل توجه خصوصيت يكي از ايزولنكته قاب

 bp400، در ناحيـه  bp300علاوه بر تشكيل باند حـدود  
نيز باند تشكيل داده بود كـه حكايـت از وجـود دو ژن    

با توجـه بـه   . است مقاومت دارويي در ارگانيسم مذكور
اين باند حاصل از پرايمر  ،bp400وزن مولكولي تقريبي 

DHAM    هـدف آن  هـاي   ژنبـوده كـهDHA-1  وDHA-2 
  . است

هاي باليني اشريشياكلي  توزيع فراوان ايزوله 2نمودار 
در جمعيت مورد  AmpCتوليدكنندة آنزيم بتالاكتاماز نوع 

  .دهد مطالعه را نشان مي
ي مسـئول  هـا  ژنبديهي است كه جهت تعيين دقيـق  

ة ايـن  دهنـد  تشكيلهاي  ژناين باندها بايد  دهنده تشكيل
استاندارد موجود براي هاي  ن توالي و با تواليباندها تعيي

  . هر ژن مقايسه شود
هـاي   توزيـع فراوانـي ايزولـه   دهنـده   نشان 3نمودار 

ژنـي كدكننـدة آنـزيم    هـاي   اشريشياكلي واجد خانواده
  .است AmpCبتالاكتاماز نوع 

باندهاي تشكيل شده بـر روي ژل آگـاروز    1تصوير 
ت مطالعـه را  تح ـهاي  ايزوله PCRحاصل از محصولات 

بر روي شكل مكان تقريبي باندها با توجه . دهد مي نشان
 DNAبا باندهاي تشـكيل شـده توسـط    ها  آن به مقايسه
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Ladder  مشـخص شـده   هـا   آن و وزن مولكولي تقريبـي
  . است
  

  
هاي مولد  توزيع فراواني ميزان شيوع ايزوله .1نمودار 

در  ESBLو  AmpCالطيف نوع  ي بتالاكتاماز وسيعها آنزيم
 جامعه مورد مطالعه

نتـايج  هاي  چنانچه براي هريك از سويه ):+Pفنوتيپ(
هـاي   بيوتيـك  آنتـي  بـراي هريـك   MICآزمايش تعيـين  

بـود، سـويه    µg/ml 1سفتازيديم، سفترياكسون و سفپيم از 
يك توليدكنندة بـالقوة آنـزيم بتالاكتامـاز     عنوان بهمزبور 
  .درنظر گرفته شد+P با الطيف وسيع
 حداقل يكي از MIC صورتي كهدر  ):+P+C فنوتيپ(
در تركيب با كلاولانيك اسيد سه مرتبه يا ها  بيوتيك آنتي
 بيوتيك به تنهايي كـاهش نشـان   آنتي آن MICاز  تر بيش
توليدكننـدة قطعـي آنـزيم بتالاكتامـاز      عنـوان  بـه داد  مي

  .درنظر گرفته شد +P+Cيا  الطيف وسيع
 حداقل يكـي از  MIC صورتي كهدر  ):-P+Cفنوتيپ(
در تركيب با كلاولانيك اسيد سه مرتبه يا ها  بيوتيك آنتي
بيوتيك به تنهايي كـاهش نشـان    آنتي آن MICاز  تر بيش
سويه مشكوك به توليد آنزيم بتالاكتاماز  عنوان بهداد  نمي
  .در نظر گرفته شد -P+Cيا  AmpCنوع 

  

  

هــاي بــاليني اشريشــياكلي  توزيــع فــراوان ايزولــه .2نمــودار 
  AmpCة آنزيم بتالاكتاماز نوع توليدكنند

  

 5ايزوله باليني مورد مطالعه تعـداد   154از مجموع 
ــپ  ــه داراي فنوتي ــد و  -P+Cايزول ــزيم كاندي ــد آن تولي

ســويه داراي  149بــوده و  AmpCبتالاكتامــاز نــوع  
بودند طبق تعريـف   )+P-Cو  -P+C+ ،P-C(ديگر هاي  فنوتيپ
  .آنزيم مورد مطالعه را نداشتندتوليد شرايط 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

ولـه هـاي اشريشـياكلي واجـد     توزيع فراوانـي ايز  . 3نمودار 
  AmpCهاي ژني كدكنندة آنزيم بتالاكتاماز نوع  خانواده
  

CITM: مورد مطالعـه  هاي  تعداد سه ايزوله از ايزوله
بر روي ژل آگاروز بانـدي بـا وزن مولكـولي برابـر بـا      

كردنـد كـه    توليـد  CITMآمپليكون حاصـل از پرايمـر   
تـا   CMY-1و  LAT-4 ،BIL-1تا  LAT-1ي هدف آن ها ژن

CMY-7 است.  
EBCM: مورد مطالعه بر روي ژل هاي  يكي از ايزوله

آگاروز باندي با وزن مولكولي برابر با آمپليكون حاصـل  
  MIR-1هدف آن هاي  ژنايجاد كرد كه  EBCMاز پرايمر 

  .باشند مي ACT-1و 
: DHAM مورد مطالعه عـلاوه بـر   هاي  يكي از ايزوله

EBCM بر روي ژل آگاروز باندي با وزن مولكولي برابر ،
توليـد   DHAMبا آمپليكون حاصل از حاصل از پرايمـر  

 .است DHA-2و  DHA-1هدف آن هاي  ژنكرد كه 
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 همكاران

وزومي در  
مـا آنـزيم    
اند به اين 
سم داراي 

بـيش از  . 
يد شناخته 

 AmpCوع    
ـه اكسـي    

به مهـار  ا 
زهاي نوع 

كلبسـيلا    
از شـهر   1

ايزولـة   1
 +Pوتيـپ  

يي توليـد    
 ــــــاي 

Lad 

1 

صادق منصوري و

  AmpC كرومـو
 توليد شـده ام

توا مي پلاسميد
ومت در ارگانيس

.عطاء كنـد ي ا
 واسطة پلاسمي
كتامازهـاي نـو

مقاومـت بـ بي 
ها آنزيم و اين 

تامازبتالاك. ستند
هـاي ز ايزولـه  
1989در سال 

 .  
54ق از كـل   

داراي فنو صـد 
بـالقوه توانـاي 

ـــــــــــــ

dder

2 3  

 ص

آنـزيم .]13[د 
ي به مقدار كم

Am با واسطة پ
ي شبيه به مقاو

Am كروموزومي
با AmpC نوع 

 خـواص بتالاك
خـوبي بهسين را 

آورده وجود به 
 اسيد مقاوم هس
لاسميد كـه از
مد، اولين بار د

]4[گزارش شد
اين تحقيـقهاي 
درص 15/57ش 
صـورت  به كه 

هـــ ـــــــزيم

4 5 6 

 Ladderد 

200bp 
ي وجود دارنـد
ري اشريشياكلي

mpCكتاماز نوع 

مقاومتيها  نيسم
mpCكتاماز نوع 

نوع بتالاكتاماز
از نظر.  است

ومت به سفامايس
نوبتالاكتامازها
ط كلاولانيك

Am با واسطة پلا
آم دست بهونيه

ل كره جنوبي گ
ه براساس يافته

ي تحت آزمايش
به اين معنا. د

ـــــــــــــ

 480bpهاي

7 8

باند
p ـي

 كـه
رار
ش
ـي
 كه
س
ا و
ـدا
 بـه
اي
ـل
. ـد
ـت
 ـد
اي
ـرم

منفي
باكتر
بتالاك
ارگا
بتالاك

20

شده
مقاو
ايمين

توسط
mpC

پنومو
سئول
ب
باليني
بودند
آنــ

 
  

بانده

9 10 11

گرم منفـهاي  ي
از زمـاني ك. د

رد اسـتفاده قـر
مل يافتند و نقش

بيوتيـك تراپـ ي
بود هايي نيسم

سـتافيلوكوكوس
ـوس انفلـوآنزا
د گسـترش پيـ
ـطة مقاومـت ب
ي و ديگر اعضا
ـه اغلـب حامـ
لاكتامـاز بودنـ
ف وسيع فعاليـ
 كرومـوزوم كـ

ها ژنب توسط
گـهـاي   سـيل

300bpاندهاي

1 12 13

باكتريي اصلي
بتالاكتام هستند 

 در بالين مـور
تكامها  آن مراهه
آنتي درماني در 

در ارگانها  آن 
 نبودند نظيـر ا

نظير هموفيلـ ي
آنزيم را نداشتند
سميدهاي واسـ
 در اشريشياكلي
ناخته شدند كـ

A بتالاهاي  آنزيم
داراي طيفها  م
رويهـاي   ژن
اغلب AmpC نوع
ياري از بار بس

با

14 15 16

  گيري تيجه
سيستم دفاعي ها
هاي بيوتيك تي
بتالاكتامهاي  ك

ه لاكتامازها به
هاي ر شكست

در ابتدا شيوع 
ول مولد آنزيم

هايي ژن به پاتو
آ كه قبلاً آ  وره

سال قبل پلاس 
بتالاكتامهاي  ك

روباكترياسه شن
Aكنندة كلاس 

آنزيم C كلاس 
ژ وسـيله  بـه بـاً  

تالاكتامازهاي ن
ي كد شده و در

 400bpباند 

1000 
  

200bp Ladde 

6 17 

 

 

بحث و نتي
بتالاكتامازه

آنت در برابر
بيوتيك آنتي

گرفتند، بتالا
اصلي را در
.ايفا كردند

معمو طور به
اورئوس و
نايسرياگونو

20. كردند

بيوتيك آنتي
ترخانوادة ان

كدهاي  ژن
و Bكلاس 

بوده و غالبـ
بت. شوند مي

كروموزومي
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

0bpباند

 Ladder

erباند 
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 هاي تحت مطالعه ايزوله PCRبر روي ژل آگاروز حاصل از محصولات  شدهباندهاي تشكيل .  1تصوير 

  

 DNA Ladder: 19و  1شماره  (Slots)هاي  شكاف •
هـاي كانديـد توليـد     هاي استخراج شده از ايزولـه  ژن PCRحاوي محصولات حاصل از ) 19و  5، 4، 1به جز (ها  همه شكاف •

 .است AmpCآنزيم بتالاكتاماز نوع 
 4عنـوان كنتـرل مثبـت و شـكاف شـماره       به Klebsiella pneumonia ATCC 700603ژن  PCRحاوي محصول حاصل از  5شكاف  •

 . حاوي ژن كنترل منفي است
 CMY-7تـا   CMY-1و  LAT-4 ،BIL-1تـا   LAT-1هـاي هـدف    با ژن CITMر ، حاصل از پرايم480bpباندهايي با وزن مولكولي تقريبي  •

 .است
 . باشند مي ACT-1و  MIR-1هاي هدف آن  بوده كه ژن EBCM، حاصل از پرايمر 300bpباندهايي با وزن مولكولي تقريبي  •
با توجه به وزن مولكولي  .حكايت از وجود دو ژن مقاومت دارويي در ارگانيسم مذكور است 400bpباند تشكيل شده در ناحيه  •

 . است DHA-2و  DHA-1هاي هدف آن  بوده كه ژن DHAM، اين باند حاصل از پرايمر 400bpتقريبي 
 
  

  

بـا  سـپس  . را دارا بودنـد  ESBL الطيف وسيعبتالاكتاماز 
مهاكننـده  + بيوتيـك   آنتـي  قرارگرفتن در معرض تركيب

ها  هاز اين گروه از ايزول درصد 9/53، )اسيدكلاولانيك (
را نشان دادنـد   تر بيشبه اندازة سه مرتبه يا  MICكاهش 

اين . ها است آن رشدن آنزيم بتالاكتامازاكه بيان كنندة مه
به عبارت . در نظر گرفته شدند +P+Cگروه داري فنوتيپ 

ديگر اين گروه توليدكنندة قطعي آنزيم بتالاكتامـاز نـوع   
ESBL ـ درصد 7/5. بودند  را  MICكـاهش  هـا   هاز ايزول

نشان نداده به اين معني كه به مهـار توسـط مهاركننـدة    
ــان داده   ــت نش ــاز مقاوم ــژة(بتالاكتام ــيت وي  خصوص

و ) AmpCبتالاكتاماز نوع هاي  هاي توليدكنندة آنزيم سويه
هـاي   ايزولـه . درنظر گرفته شـد ها  آن براي -P+Cفنوتيپ 

نظر مقاومت به سفوكسيتين مـورد   از -P+Cداراي فنوتيپ 
 ـ درصد 100بررسي قرار گرفتند كه  مقاومـت  هـا   هايزول

بيوتيـك   آنتـي  ليتـر بـه   ميلـي ميكروگرم بـر   128بالاي 
  . سفوكسيتين از خود نشان دادند

 AmpCهاي كانديد توليد آنزيم بتالاكتاماز نـوع   سويه
. مورد آزمايش قرار گرفتنـد  Multiplex PCRتوسط روش 

واجـد   )n= 5(هـا   هايزول درصد 7/5 نشان داد كه نتايج
هـا   هستند كه از ميـان آن  AmpCي بتالاكتاماز نوع ها ژن
روي ژل اگـاروز بانـدهايي   ) n=3(ها  هايزول درصد 4/3

كـه   آوردنـد  وجـود  بـه  bp480با وزن مولكولي تقريبي 
-LATتا  LAT-1ي هدف ها ژن با CITMحاصل از پرايمر 

4 ،BIL-1  وCMY-1  تـــاCMY-7 درصـــد 3/2. اســـت 
بانــدهايي بــا وزن مولكــولي تقريبــي ) n=2(هــا  هايزولــ

bp300   تشكيل داده بودند كه حاصل از پرايمـرEBCM 
. باشـند  مـي  ACT-1و  MIR-1هـدف آن  هاي  ژنبوده كه 

، در bp300علاوه بر تشكيل باند حدود ها  هيكي از ايزول
از نيز باند تشكيل داده بـود كـه حكايـت     bp400ناحيه 

. است وجود دو ژن مقاومت دارويي در ارگانيسم مذكور
ايـن بانـد    ،bp400با توجه بـه وزن مولكـولي تقريبـي    

هـدف آن  هـاي   ژنبـوده كـه    DHAMحاصل از پرايمر 
DHA-1  وDHA-2 است .  
ساير نقاط جهان نيز طي چند سال گذشت موارد در 

هاي توليد كنندة آنزيم بتالاكتامـاز نـوع    متعددي از سويه
AmpC نوزده نـوع از   1998سال در . گزارش شده است

از نيجريـه، فرانسـه، آلمـان،     AmpCبتالاكتامازهاي نوع 
يونان، هند، پاكستان، تركيه، انگلستان و ايـالات متحـده   

 AmpCشيوع آنزيم بتالاكتاماز نـوع  . آمريكا گزارش شد
  . ]14[گزارش شد درصد 2در چين براي اشريشياكلي 

براي اولين بـار در   DHA-1ل القاء نوع بتالاكتاماز قاب
 2002از عربستان سعودي و بعداً در سـال   1998سال 
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كـد   AmpCبتالاكتامازهـاي نـوع   . از تايوان گزارش شد
ــه درصــد 4شــده توســط پلاســميد در  ــاي  از ايزول ه

منطقه از ناحيـة مركـزي ايـالات     25اشريشياكلي كه از 
، 2003سال در . متحده انتخاب شده بودند، يافت شدند

ــد 7/20 ــين    درص ــزيم در ب ــن آن ــد اي ــم مول ارگانيس
دهلـي نـو   هاي  ي گرم منفي يكي از بيمارستانها باكتري

  . ]14[گزارش شد
 2005و ديگران در سـال  آرورا سورانجان همچنين 

سوية مقـاوم بـه سفوكسـيتين را     27سويه،  284از بين 
هـا   هسوي درصد 69/6ها  آن جداسازي كردند كه از بين

)19n= (  ــوع ــاز ن ــد AmpC ،4/1داراي بتالاكتام ، درص
)4=n ( داراي بتالاكتاماز نوعAmpC  با واسطة پلاسميد و
از . توليدكنندة آنزيم نبودنـد ) n=4(ها  هسوي درصد 4/1

 AmpC ،8/47توليدكنندة آنزيم بتالاكتاماز نـوع   23بين 
هـا   هسـوي  درصـد  3/17اشريشـياكلي،  ) n=11( درصد

)4=n ( ،ــودوموناس ــد 13پسـ ــويه  درصـ ) n=3(سـ
كلبسـيلا  ) n=1(هـا   هسوي درصد 3/4كلبسيلاپنومونيه و 
در نقـاط مختلـف جهـان درصـدهاي     . آئروژينوزا بودند

گزارش شده  AmpCمختلفي از شيوع بتالاكتامازهاي نوع 
  . ]8[است

 7/5شـيوع   ،با توجه به نتايج حاصل از اين تحقيـق 
اشريشـياكلي توليدكننـدة آنـزيم    هـاي   ايزولـه درصدي 

دست آمده از  در مقايسه با نتايج به AmpCبتالاكتاماز نوع 
درصـد، ناحيـه مركـزي     2چـين  (نقاط مختلف جهـان  

دست آمده  درصد و نتايج به 7/20درصد، هند  4آمريكا 
در جامعـه مـورد   ) درصد 69/6توسط سورانجان آرورا 

كه اين بررسي  شود مطالعه قابل قبول بوده و پيشنهاد مي
به جهت اهميـت آن از نظـر شـيوع مقاومـت دارويـي      

تـري در   كننده اين آنزيم در سطح وسـيع  هاي توليد سويه
  . عنوان يك طرح ملي اجرا شود كشور حتي به
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