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  چکیده 
در حال حاضر مقاومت . اشریشیاکلی یکی از اعضا خانواده انتروباکتریاسه است که به وفور از زخم هاي ارتوپدیک جدا می شود : مقدمه

آنتی بیوتیک هاي رایج و خصوصا سفالوسپورین نسل سوم به دلیل تولید آنزیم بتالاکتامازوسیع این باکتري هاي گرم منفی نسبت به 
بر این اساس در مطالعه حاضر .رو به افزایش است و متعاقبا مشکلات درمانی بسیاري را در جهان ایجاد کرده است) ESBL(الطیف 

  .در سطح فنوتیپی و مولکولی بررسی شدند ESBLظر توانایی تولید نمونه هاي زخم ارتوپدیک از ن سویه هاي اشریشیاکلی جداشده از
و  1389نمونه از زخم بیماران مراجعه کننده به بیمارستان هاي اختر و فیروزگر تهران در سالهاي 60در این مطالعه  :مواد و روش ها

مقاومت آنها . ن جنس و گونه انجام گرفتدر ادامه و طبق روش هاي استاندارد کشت و تعیی.در شرایط استریل جمع آوري شد  1390
در سطح فنوتیپی با روش ESBLسویه هاي مولد .نسبت به آنتی بیوتیک هاي رایج با روش دیسک دیفیوژن تعیین گردید

DDST/DDTغربالگري شده و در ادامه استخراجDNA فراوانی ژن هاي . در سویه هاي کاندید با استفاده از کیت انجام شد
SHV,TEM ,PER -1 ,  با روشPCR تعیین شد.  

مقاومت این باکتري ها نسبت به . جدا شد%) 3/48(مورد اشریشیاکلی 29نمونه زخم بررسی شده  60در طی این مطالعه از  :یافته ها
 ،%9/68سفوتاکسیم ،%7/51سفتازیدم ،%3/48سفالکسین ،%5/34ازترونام ،%7/41سفپودوکسیم: آنتی بیوتیکهایی بررسی شده به ترتیب

سیپروفلوکساسین  ،%3/48جنتامایسین ،%8/44کلرامفنیکل ،%8/44سفوکسیتین ،%8/44سفپیم ،%8/44ایمیپنم ،%4/41سفتریاکسون
به  bla PER-1 ،bla SHV ،blaTEMبوده و فراوانی ژن هاي ESBLمولد  DDST/DDTازسویه ها با روش%6/20.بود8/44%

 . محاسبه شد% 50و%3/33و%3/33ترتیب
به دلیل وجود ESBLتوجه به جستجو هاي انجام شده در اکثر سویه هاي اشریشیاکلی  بررسی شده علت تولید با : نتیجه گیري

در ایران .می باشدESBLنیز اکثرا در سودوموناس،اسینتوباکتر و پروتئوس علت تولید  bla Per-1ژن . بود  CTXوSHV,TEMژنهاي
با توجه به اطلاعات موجود در . از سویه هاي کلبسیلا گزارش شده است %5/7نیز حضور هم زمان این ژن در کنار سایر ژن ها در 

گرچه که تایید نتایج بدست آمده به . در سویه هاي اشریشیاکلی براي اولین بار گزارش شده است  per-1مطالعه حاضر وجود ژن 
  . نیازمند است databankبکارگیري نمونه هاي بیشتر  ، سکانسینگ و مقایسه نتایج با اطلاعات موجود در 

  E.coli ,PER-1,ESBL: واژگان کلیدي
  
  

  مقدمه
اشریشیاکلی یکی از اعضا خانواده انتروباکتریاسه است که در روده بزرگ 

این باکتري یکی از . انسانها و برخی حیوانات به طور طبیعی یافت می شود
  در سالهاي اخیر افزایش مقاومت ). 1(علت هاي عفونت ارتوپدیک است

  
تري ها نسبت به آنتی بیوتیک ها در حال افزایش است که این امر باک

مشکل اساسی  را در درمان که معمولا با استفاده از داروهاي بتالاکتام و 
  ). 2(سفالوسپورین ها انجام میگیرد، ایجاد کرده است
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در سالهاي اخیر  بروز مقاومت  رو به افزایش نسبت به این داروها ضمن ایجاد 
اختلال در روند درمان موجب افزایش مدت بستري شدن و بالا رفتن هزینه 

م و پیوسته وضعیت مقاومت این لذا بررسی مداو.هاي درمانی  نیزشده است
بر این اساس ). 4و3(باکتري ها نسبت به داروهاي رایج امري ضروري می باشد

،در این تحقیق   سویه هاي اشریشیاکلی جدا شده از زخم هاي ارتوپدیک از 
 .در سطح فنوتیپی و مولکولی بررسی شدند ESBLنظر توانایی تولید 

  
  روش کار

نمونه زخم  ازبیماران بستري در  60) 1389-90(در این مطالعه دریک سال 
بخش ارتوپدي بیمارستان هاي اختر و فیروزگر جمع آوري و براساس روش 

در ادامه نمونه هاي . مورد بررسی قرارگرفت) 5(هاي استاندار باکتري شناسی
حاوي اشریشیا  کلی  براساس روش هاي استاندارد شناسائی شده و حساسیت 

نسبت به آنتی بیوتیک هاي سفپودوکسیم، یا مقاومت آن ها 
ازترونام،سفالکسین، سفتازیدم، سفوتاکسیم، سفتریاکسون، ایمی پنم،سفپیم، 

شرکت (سفوکسیتین، کلرامفنیکل، جنتامایسین، سیپروفلوکساسین 
ROSCO (  و با استفاده از روش دیسک دیفیوژنKirby_Bauer   تعیین

 double disk)تیپی با در سطح فنوESBLسویه هاي مولد). ) 5(شد
synergistic test; DDST, double disk test;DDT)    غربالگري

در سویه هاي کاندید با استفاده از کیت DNAشده و در ادامه استخراج 
QIAGENفراوانی ژن هاي . ساخت کشور آلمان انجام شد

SHV,TEM,PER-1 با روش PCR  که در ادامه به سکانس پرایمر هاو
محصولات  تولید شده ). 6،7(اشاره شده است، تعیین شد) 2و1دولج(برنامه ها

با روش اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي و با استفاده از ترانسلومیناتور  و در کنار 
  (700003)در این  مطالعه از باکتري هاي  . مارکر بررسی شدند

K.pneumonia   وper1+)وkoas(  P.aerugionosa    به عنوان کنترل
ESBL27853(بت وازمث (P.aeruginosa به عنوان کنترلESBL منفی

  .استفاده شد
 

  واندازه محصولات آن   توالی  پرایمر هاي بکار رفته:  1جدول 

  
  استفاده شده  PCRبرنامه هاي  :2جدول 

  
PCR program  Target gene  

Denaturation 95o C  5min  
Annealing 54.7 o C   45s  
Elongation72 o C 1min  
35cycle  

SHV  

Denaturation95oC 5min  
Annealing 57.4 oC 45s  
Elongation72oC 50s 
 35cycle  

TEM  

Denaturation 95 oC 5min 
Annealing57oC 45s 
Elongation72oC 1min  
 35cycle  

PER  

  

  یافته ها
نمونه زخم از بیماران بستري در بخش ارتوپدي  60در این مطالعه  توصیفی ، 

اشریشیا %)48(مورد  29بیمارستان هاي اختر و فیروزگر انتخاب شد و از آنها 
میزان مقاومت سویه ها نسبت به آنتی بیوتیک هایی بررسی . بدست آمد کلی

: شده به ترتیب
،سفوتا%7/51،سفتازیدم%3/48،سفالکسین%5/34،ازترونام%7/41سفپودوکسیم

/8،سفوکسیتین%8/44،سفپیم%8/44،ایمیپنم%4/41،سفتریاکسون%9/68کسیم
7/20.بود%8/44،سیپروفلوکساسین%3/48،جنتامایسین%8/44،کلرامفنیکل44%
بوده و فراوانی ژن هاي ESBLمولد  DDST/DDTسویه ها با روش% 

PER-1,SHV ,TEM , نتایج.بود% 50و%3/33و%3/33به ترتیبPCR پس
 UVازانجام الکتروفورز ورنگ امیزي ژل با اتیدیوم بروماید و مشاهده درزیر نور 

به  TEM و PER-1 ،SHV براي ژنهايPCRاندازه محصول.تعیین شد
  ). 3تا 1شکل (بودbp 1080و  bp 695  ،bp 928 ترتیب

  
  Temبراي ژن  PCR مربوط به نتیجه  :1شکل شماره

 SHVژن  PCRمربوط به : 2شکل شماره 

 
 Per-1ژن  PCRمربوط به :  3شکل شماره 

 
  بحث 

نمونه سودوموناس  170در مطالعه میرصالحیان و همکاران که روي 
از سویه هاي % 67دا شده از بیماران مبتلا به سوختگی انجام شد، ائروزینوزاج

در مطالعه ). 8(بودند  PER-1داراي ژن % 33و  ESBLبررسی شده مولد 
از سویه هاي اشریشیا کلی جدا شده  و % 50در  PER-1فراوانی ژن .حاضر

که در بیمارستان   در مطالعه رهبر و همکاران نیز. براي اولین بار گزارش گردید
سرباز عراقی تهیه و کشت داده    44نمونه از  89میلاد تهران  انجام گرفت ، 

. مورد  کشت مثبت بودند 57مورد از نظر کشت منفی و  32از این تعداد . شد
فراوان ترین باکتري هاي گرم منفی جدا شده مربوط به اشریشیا کلی و 

همگی سویه هاي اشریشیا کلی . دبودن) مورد 10، هر کدام %5/17(کلبسیلا
نسبت به سفالکسین، سفتازیدیم ، سفتریاکسون و سفوتاکسیم مقاومت 

  ). 9(داشتند

PCR 
product 

(bp)  

Sequence  Gene  

928  F5’ ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC 
R5’TTTATGGCGTTACCTTTGACC  

  

SHV  

1080    F 5’ CCGTGTCGCCCTTATTCC 
 R5’AGGCACCTATCTCAGCGA(2) 

  

TEM  

695  F5’GCCTGACGATCTGGAACCTT 
R5’GCCGTCCATCAGGCAACA(3)  

PER1  
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اشریشیا کلی جدا شد %  3/48نمونه زخم  بررسی شده  60در مطالعه حاضر از 

و بر خلاف  مطالعه مذکور میزان مقاومت سویه ها نسبت به سفتازیدیم، 
و % 4/41، %3/48، %7/51سفالکسین ، سفتریاکسون، سفو تاکسیم به ترتیب 

سویه هاي اشریشیا کلی   از دلایل  تفاوت در  میزان مقاومت . بوده است 9/68%
می توان به  تفاوت در  وضعیت  بیماران بررسی شده ، زمان جنگ و تفاوت 

  .  جغرافیائی اشاره نمود
در مطالعه حاضر وضعیت سویه هاي اشریشیاکلی جداشده از ییماران  مبتلا به 

در  PER-1بررسی شده و فراوانی ژن ESBLزخم هاي ارتوپدي از نظر تولید 
با توجه به جستجوهاي انجام شده . از باکتري ها گزارش شده است گروه این 

در اکثر سویه هاي اشریشیاکلی، به دلیل  وجود ژنهاي     ESBLتوانائی تولید 
TEM,SHV.CTX در ایران نیز حضور هم زمان این ).6و8و10(بوده است

از سویه هاي سودوموناس،اسینتوباکتر و % 5/7ژن در کنار سایر ژن ها در 
با توجه به اطلاعات موجود در مطالعه حاضر ). 11(روتئوس گزارش شده استپ

در سویه هاي اشریشیاکلی براي اولین بار گزارش شده است  PER-1وجود ژن
گرچه که تایید نتایج بدست آمده به بررسی تعداد نمونه هاي بیشتر، تعیین . 

  .ند استنیازم databankتوالی و مقایسه نتایج با اطلاعات موجود در 
  

   سپاس گزاري
تحقیق فوق به عنوان پایان نامه دانشجویی بوده که با حمایت واحد علوم 
دارویی دانشگاه آزاد اسلامی انجام شده و بدین وسیله از مسئولین ذیربط 

  .تشکر می گردد
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