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  چکیده 
کلبسیلا پنومونیه پاتوژن فرصت طلبی است که باعث عفونت هاي مهم بیمارستانی نظیر عفونت مجاري ادراري ،  :سابقه و هدف

ازهاي با در سطح جهان ایزوله هاي کلبسیلا پنومونیه تولیدکننده بتالاکتام. پنومونی ، سپتی سمی و عفونت هاي بافت نرم می گردد
به شکلی سریع در حال گسترش هستند و مشکلات درمانی  Extended spectrum β-lactamases (ESBLs)طیف گسترده

بر روي پلاسمیدها  "عمدتا ESBLS. جدي را در ارتباط با عفونت هاي بیمارستانی در بخش هاي مختلف بیمارستانی ایجاد می نمایند
از  SHVو  TEMبتالاکتامازهاي  با طیف گسترده از نوع . گسترش این عوامل مقاوم می گرددقرار دارند و این امر سبب تسهیل در 

و  blaTEMدر این مطالعه فراوانی ژنهاي . مهم ترین و شایع ترین انواع این آنریم ها  بوده که  از سراسر جهان گزارش می شوند
blaSHV ازهاي با طیف گسترده جدا شده از نمونه هاي بالینی جمع آوري شده در ایزوله هاي کلبسیلا پنومونیه تولید کننده بتالاکتام

  .از بیمارستان هاي آموزشی شهر قزوین مورد بررسی قرار می گیرد
جمع آوري و با استفاده  1391تا  1390بیمارستان آموزشی شهر قزوین در طی سالهاي 4ایزوله کلبسیلا پنومونیه از  100: روش کار

در ادامه تمامی ایزوله ها از نظر تولید بتالاکتامازهاي با طیف . میکروب شناسی و آزمایشگاهی تعیین هویت شد از روش هاي استاندارد
سپس . غربال گري شد) CLSI(گسترده ابتدا به روش دیسک آگار دیفیوژن مطابق توصیه موسسه استاندارد روش هاي آزمایشگاهی

ایی مثبت انجام گرفت و ایزوله هاي تولید کننده بتالاکتامازهاي با طیف گسترده تست تائیدي به روش دیسک ترکیبی بر روي ایزوله ه
  . بررسی شد PCRبا استفاده از  blaSHVو  blaTEMاز نظر وجود ژن هاي 

را  ESBLsایزوله کاهش حساسیت نسبت به یکی از آنتی بیوتیک هاي مورد استفاده در تست غربالگري  57در مجموع  :یافته ها
ایزوله  26نشان داد که   PCRنتایج حاصل از آزمون . بودند  ESBLs تولید کننده%) 94/78(ایزوله   45ند که از این بین، نشان داد

نیز  از نظر حضور هم زمان هر دو ژن %) 4/24(ایزوله  11. بودند blaSHVداراي ژن %) 42(ایزوله  19و  blaTEMداراي ژن %) 58(
  .مثبت بودند

ه به میزان شیوع بالاي ایزوله هاي تولید کننده بتالاکتامازهاي با طیف گسترده در بیمارستان هاي مورد  مطالعه، با توج :نتیجه گیري
هم چنین استفاده از . شناسائی اولیه این ایزوله هاي مقاوم و پی گیري آنها به جهت جلوگیري از شیوع هر چه بیشتر آنها ضروري است

   .درست و منطقی آنتی بیوتیک ها توسط پزشکان در کنترل آنها نیز حائز اهمیت استراه کارهاي درمانی مناسب، تجویز 
  blaTEM ،blaSHVکلبسیلا پنومونیه ، بتالاکتامازهاي با طیف گسترده،  :واژگان کلیدي
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  مقدمه

کلبسیلا پنومونیه به عنوان یکی از عوامل مهم ایجاد کننده عفونت هاي 
بیمارستانی در ایجاد بیماري هاي مهمی از جمله عفونت  مجاري ادراري، 

ستفاده مداوم از ا .پنومونی، سپتی سمی و عفونت هاي بافت نرم نقش دارد
آنتی بیوتیک هاي بتالاکتام و فشار انتخابی ناشی از این عوامل  باعث بروز 
انواع مختلفی از  مقاومت هاي داروئی نسبت به این دسته از آنتی بیوتیک 

). 1(ها در باکتري هاي گرم منفی به ویژه کلبسیلا پنومونیه گردیده است
بت به داروهاي بتالاکتام تولید یکی از مهم ترین مکانیسم هاي مقاومت نس

می  ) (ESBLsآنزیم هایی تحت عنوان بتالاکتامازهاي با طیف گسترده 
باشد که این عوامل به طور عمده بر روي پلاسمیدها قرار دارند و این امر 

این آنزیم ها ). 3،2(سبب تسهیل در گسترش این عوامل می گردد 
ب کرده و بواسطه آن سبب غیر اتصالات آمیدي در حلقه بتالاکتام را تخری

مقاومت باکتري ها به .  فعال کردن آنتی بیوتیک هاي بتالاکتام می شوند
داروهاي بتالاکتام در نتیجه تولید آنزیم هاي بتالاکتاماز در حال حاضر به 

مطالعات اخیر هم چنین نشان  ).4(عنوان یک مشکل جهانی مطرح است
زاینده اي مقاومت هم زمان نسبت به داده اند که این باکتري ها به طور ف

آنتی بیوتیک هاي خانواده کوئینولون ها و آمینوگلیکوزیدها را نشان می 
دهد زیرا مشخص شده است که این عوامل مقاومت به طور هم زمان بر 
روي پلاسمیدهایی وجود دارند که می توانند بوسیله کونژوگاسیون به دیگر 

  ).6،5(ل یابندایزوله هاي باکتریایی نیز انتقا
 ESBLs  از سیستم طبقه بندي  2ها در گروهBush-Jocoby  و کلاس

A  از سیستم طبقه بنديAmbler  از جمله مهم ترین ). 7(قرار دارند
،  Aآنزیم هاي مرتبط با بتالاکتامازهاي با طیف گسترده در کلاس 

بوده که بواسطه موتاسیون در ژن اجداد  SHVو  TEMبتالاکتامازهاي 
ساب تیپ  174تاکنون  SHV-1)و  TEM-1)  ،TEM-2ن آنزیم ها ای

. از سراسر جهان گزارش شده است  SHVساب تیپ از  119و  TEMاز 
این تغییرات سبب گرایش این دسته آنزیم ها به سوبستراهاي اختصاصی 
نظیر سفالوسپورین هاي نسل سوم و چهارم بویژه سفوتاکسیم، 

 Aها که در کلاس  ESBLاز دیگر . دندو سفتازیدیم می گر سفتریاکسون
قرار دارند و به طور طبیعی توانائی هیدرولیز سفالوسپورین هاي نسل سوم 

 CTX-M,VEB ,GES ,IBC ,PER ,TLA ,BESرا دارند می توان 
 TEMرا نام برد که البته با شیوع کم تري نسبت به آنزیم هاي  SFOو  

  ). 8،7(گزارش می شوند SHVو 
ت درمانی در حال حاضر حضور ایزوله هاي تولید کننده یکی از معظلا

ESBLs  در ارتباط با عفونت هاي بیمارستانی به ویژه در بخشهاي مراقبت
است که به طور خاص مشکلات فراوانی را در بیماران بدخیم ) ICU(ویژه 

 ESBLsبا توجه به شیوع قابل توجه باکتري هاي مولد  ).8(ایجاد کرده اند
ختلف، فقدان اطلاعات لازم در منطقه و از طرفی اهمیت در جوامع م 

انجام مطالعات بیشتر بر روي آنها   ESBLsارگانیسم هاي تولید کننده 
بعلاوه با توجه به نقش بالقوه این باکتري ها در ایجاد عفونت . ضروري است

و انتشار  ESBLsهاي بیمارستانی، گسترش ژن هاي مختلف کد کننده 
  . انیسم هاي مقاوم لزوم توجه به آنها بسیار حائز اهمیت استکلونال این ارگ

  

 روش کار
ایزوله کلبسیلا پنومونیه از نمونه هاي بالینی مختلف از جمله  100تعداد 

تا  1390ادرار، تراشه، زخم و خون طی مدت یک سال از اردیبهشت 
. بیمارستان آموزشی در شهر قزوین جمع آوري شد 4از  1391اردیبهشت 

امی ایزوله ها با استفاده از تست هاي استاندارد آزمایشگاهی و میکروب تم
سپس باکتري هاي جداسازي شده بعد از ).  9(شناسی  تعیین هویت شد

 -80گلیسرول در % 20تشخیص در محیط تریپتی کیز سوي براث حاوي 
 .درجه سانتی گراد تا زمان انجام آزمون هاي بعدي ذخیره شدند

از نظر تولید بتالاکتامازهاي با طیف گسترده به روش دیسک ایزوله ها  تمام
با استفاده آنتی   Disk Agar Diffusion (DAD)آگار دیفیوژن 

، سفتریاکسون )gµ30(،سفوتاکسیم ) gµ30(بیوتیکهاي سفتازیدیم 
)gµ30( سفپودوکسیم ،)µg10 ( وآزترونام)gµ30 ( طبق توصیه موسسه

 Clinical and Laboratoryاستاندارد روشهاي آزمایشگاهی 
Standards Institute (CLSI)  10(غربال گري شد.(  

تست تائیدي تولید بتالاکتامازهاي با طیف گسترده به روش دیسک 
با استفاده از دیسک هاي ) Combination Disk )CDترکیبی 

 ,)gµ10(کلاولانیک اسید)/gµ30(و سفتازیدیم ) gµ30(سفتازیدیم 
) gµ10(کلاوولانیک اسید)/gµ30(فوتاکسیم و س) gµ30(سفوتاکسیم 
تفسیر شد بدین ترتیب که  CLSIنتایج طبق دستورالعمل . انجام گرفت

 mmاگر در ایزوله اي قطر هاله عدم رشد دیسک ترکیبی برابر یا بیش از  
در مقایسه با قطر هاله عدم رشد دیسک به تنهایی باشد از نظر تولید  5

ESBLs در آزمون تائیدي از سویه . مثبت در نظر گرفته شدE.coli  
ATCC  25922  به عنوان کنترل منفی و از سویهKlebsiella 

pneumonia ATCC 700603 به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.  
ایزوله  در ).11(صورت گرفت boilingبا استفاده از روش DNA  استخراج

ب از نظر ، مثبت شدند به ترتی ESBLsهایی که از نظر تست تائیدي  
با استفاده از  پرایمرهاي اختصاصی مورد  blaTEM  , blaSHVحضور ژنهاي

میکرولیتر  25در حجم  PCRواکنش ).  1جدول (بررسی قرار گرفتند
پیکومول  dNTP ،10میکرومول  200شامل  PCRهر واکنش . انجام شد

و  Taqواحد آنزیم  MgCL2  ،5/0میلی مول در لیتر  5/1از هر پرایمر، 
با استفاده از  blaSHVو  blaTEMتکثیر ژن . الگو بود DNAنانوگرم  50

دماي دناتوراسیون اولیه : و به صورت ) اپندورف آلمان(دستگاه ترمال سیکلر
سیکل حرارتی شامل دماي  35، )دقیقه 5درجه سانتی گراد به مدت  96(

ایمر ، دماي  اتصال پر)دقیقه 1درجه سانتی گراد به مدت  94(دناتوراسیون 
درجه  60(و ) blaTEMدقیقه براي ژن  1درجه سانتی گراد به مدت  58(

درجه  72(و دماي تکثیر ) blaSHVدقیقه براي ژن  1سانتی گراد به مدت 
درجه  72(و در پایان دماي تکثیر نهائی ) دقیقه 1سانتی گراد به مدت 
 از نظر PCRمحصولات  ). 12(انجام شد) دقیقه 10سانتی گراد به مدت 

و پس %  1حضور ژن هاي مورد نظر با انجام  الکتروفورز بر روي ژل آگارز 
از سویه  در این آزمون. از رنگ آمیزي با سایبر گرین بررسی شدند

به عنوان کنترل منفی و از سویه    E.coli    ATCC  25922 استاندارد
به   Klebsiella pneumonia  ATCC 700603هاي استاندارد
به  E.coli   ATCC   35218و  blaSHVثبت حاوي ژن عنوان کنترل م

  .استفاده شد  blaTEM عنوان کنترل مثبت حاوي ژن
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توالی پرایمرهاي اختصاصی مورد استفاده جهت انجام : 1جدول 
  )blaSHV  )12و  blaTEMبراي جداسازي ژنهاي  PCRآزمون 

 یافته ها
ایزوله کلبسیلا پنومونیه بعد از انجام تست غربال  100در مجموع از بین  

ایزوله کاهش حساسیت نسبت به یکی از آنتی   ESBLs  ،57گري 
. نشان دادند ESBLsبیوتیک هاي مورد استفاده در تست غربال گري 

سفوتاکسیم، سفپیم، میزان مقاومت ایزوله ها نسبت به سفتازیدیم، 
، % 55، % 49آزترونام، سفتریاکسون و سفپودوکسیم ایزوله ها به ترتیب 

بعد از انجام تست تائیدي به روش .  گزارش شد% 55و % 48،% 39، % 26
از نظر تولید %) 9/78(ایزوله   45ایزوله،  57دیسک ترکیبی، از مجموع 

ESBLs ه ایزوله هاي تولید کنند). 1شکل (مثبت شدندESBLs غالبا" 
و ) ایزوله 11(و نوزادان ) ایزوله ICU )28از بیماران بستري در بخش هاي 

جمع آوري ) ایزوله 17(و تراشه ) ایزوله 18(به ترتیب از نمونه هاي ادرار 
  . تمام ایزوله ها نسبت به ایمی پنم حساس بودند). 2جدول (شده بود

  

  
ک ترکیبی، نمونه به روش دیس ESBLتست تائیدي تولید : 1شکل 

  مثبت می باشد ESBLمورد نظر از نظر تولید 
  
  

  به تفکیک بخش هاي بیمارستانی و نوع نمونه بالینی ESBLsفراوانی  ایزوله هاي کلبسیلا پنومونیه تولید کننده :  2جدول 

  
مشخص  ESBLsبر روي ایزوله هاي تولید کننده    PCRبا انجام آزمون

از %) 42(ایزوله  19و   blaTEMاز نظر حضور ژن %) 58(ایزوله  26شد که  
هم چنین از بین این ). 3و 2شکل (مثبت بودند blaSHVنظر حضور ژن 

در . به طور همزمان داراي هر دو ژن بودند%) 4/24(ایزوله  11ایزوله ها، 
  .ایزوله  هیچ کدام از ژن هاي مورد نظر مشاهده نگردید 10
  

  

 کنترل مثبت : 1مارکر،  blaSHV ; M :DNAژن  PCRمحصول . 2شکل 
K. pneumoniae ATCC700603 ،2 : کنترل منفیE coli 

ATCC25922 ،4-3 : ایزوله هاي بالینی تولید کنندهESBL  ،5 : ایزوله
  الگو DNAواکنش بدون : ESBL  6بالینی منفی از نظر تولید

 

اندازه محصول   
PCR 

 پرایمر  توالی نوکلئوتیدي

  867 ATGAGTATTCAACATTTCCG 
CTGACAGTTACCAATGCTTA  

TEM-
F 

TEM-
R 

  867 GGTTATGCGTTATATTCGCC     
TTAGCGTTGCCAGTGCTC 

SHV-
F 

SHV-
R 

  ایزوله  نمونه بخش  مجموع

   ادرار  زخم  تراشه  خون  بخش مراقبت ویژه  نوزادان داخلی  
 

ایزوله هاي   18  3  17  7 28  11 6  45
ESBL مثبت  

ایزوله هاي  30 7  13 5  8  25 22  55
ESBL منفی 

  مجموع 48 10 30 12  36 36 28 100
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  بحث

از عوامل بیماري زائی  ESBLsایزوله هاي کلبسیلا پنومونیه تولیدکننده 
. مهمی هستند که عفونت هاي جدي در بیماران بستري ایجاد می کنند

این عفونت ها اغلب به سختی درمان می شوند زیرا این ایزوله ها نه تنها به 
اي بتالاکتام مقاومت نشان می دهند بلکه به آمینوگلیکوزیدها و داروه

 ESBLsایزوله هاي تولید کننده . فلئوروکینولون ها نیز مقاوم می شوند 
به طور خاص می توانند به راحتی ژن هاي مقاومت را بوسیله پلاسمید از 
طریق انتقال افقی منتقل کرده و باعث ایجاد عفونت هاي بیمارستانی 

در ایزوله هاي بالینی  ESBLsشیوع تیپ هاي مختلف ). 13(دگردن
کشورهاي مختلف و حتی بیمارستان هاي موجود در یک منطقه می تواند 

در سال هاي اخیر به ویژه به دنبال استفاده گسترده ). 14(متفاوت می باشد
از سفالوسپورین هاي وسیع الطیف، شیوع عفونت هاي ایجاد شده به وسیله 

ي کلبسیلا پنومونیه تولید کننده بتالاکتامازهاي با طیف گسترده  ایزوله ها
در این مطالعه ). 15(به طور چشم گیري از سراسر جهان گزارش شده است

ایزوله کلبسیلا پنومونیه به دو روش فنوتیپی و ژنوتیپی از نظر تولید  100
، ایزوله 57. بتالاکتامازهاي با طیف گسترده مورد بررسی قرار گرفتند

حداقل به یکی از سفالوسپورین هاي نسل سوم به کار رفته در این مطالعه 
کاهش حساسیت نشان دادند که میزان آن در مقایسه با نتایج مطالعه 

توسط ناصحی و هم کارانش انجام  2010دیگري که در تهران در سال 
از ایزوله ها کاهش حساسیت به حداقل یکی از سفالوسپورین % 41(گرفت 
در سایر کشورها، در سال ). 16(، بیشتر است)سل سوم نشان دادندهاي ن
و هم کارانش انجام شد،  Lalدر مطالعه اي که در هندوستان توسط  2007

از ایزوله ها کاهش حساسیت به حداقل یکی از سفالوسپورین هاي % 8/85
نتایج این تحقیقات نشان دهنده تفاوت در ). 17(نسل سوم را نشان دادند

  . مقاومت ایزوله ها در مناطق جغرافیایی مختلف استمیزان 
تولید کننده %) 94/78(ایزوله  45ایزوله،  57در مطالعه حاضر، از مجموع 

ESBLs  بودند که در مقایسه با مطالعه اي که توسط میرصالحیان و هم
را در  ESBLs در تهران انجام شد و میزان تولید  2008کاران در سال 

 "گزارش کردند، هم خوانی نسبتا% 7/76لا پنومونیه ایزوله هاي کلبسی
با بررسی  2010البته ناصحی و هم کارانش در سال ). 18(مناسبی دارد

ایزوله هاي کلبسیلا پنومونیه جداسازي شده از بیماران بستري، میزان 
بزاز و هم کارانش در مطالعه ). 16(گزارش کردند% 5/38را  ESBLsشیوع 

در ایزوله هاي کلبسیلا پنومونیه و اشرشیاکلی را  را ESBLsدیگري شیوع 
در دیگر نقاط جهان نیز مطالعات انجام شده از ). 19(گزارش کردند % 2/59

نتایج متفاوتی را نشان دادند از جمله در کره جنوبی  ESBLs نظر تولید 
ایزوله ها از ) 21% (4/33، در چین )20% (71/23، در اندونزي )%15 (5/26

به نظر می رسد تنوع در الگوي مصرف و . مثبت بودند ESBLs نظر تولید
تجویز داروهاي بتالاکتام و نحوه به کارگیري ابزارهاي کنترل عفونت در 
بخش هاي مختلف بیمارستان دلایل عمده تنوع در میزان شیوع ارگانیسم 

  . در مناطق جغرافیایی متفاوت است ESBLsهاي تولید کننده 

از  ESBLsاز ایزوله هاي تولید کننده %  62 در ادامه مشخص شد که
که به نظر می رسد بستري طولانی مدت . جمع آوري شدند ICUبخش 

بیماران و وخیم بودن بیماري، بکارگیري ابزارهاي تهاجمی و مواجهه 
طولانی با داروهاي عمده مصرفی در این بخش از جمله عوامل تأثیر گذار 

هم چنین ). 18(هاي مقاوم می باشنددر حضور قابل توجه این ارگانیسم 
از نمونه هاي ادرار و تراشه جداسازي  "مشخص شد که این ایزوله ها غالبا

شدند که به نظر می رسد بکارگیري ابزارهاي تهاجمی طی پروسه درمانی 
این بیماران از جمله تراشه و کاتتر ادراري می تواند در انتشار آنها نقش 

  . داشته باشد
با استفاده از آزمون  blaSHVو  blaTEMضر فراوانی ژن هاي در مطالعه حا

PCR  در ایزوله هاي تولید کنندهESBLs  42و % 7/57به ترتیب %
و  blaTEMاما ناصحی و هم کارانش میزان جداسازي ژنهاي . گزارش گردید

blaSHV  گزارش کردند که نسبت به مطالعه حاضر % 26و % 18را به ترتیب
فیض آبادي و هم کارانش در سال ). 16(خوردار استاز شیوع کم تري بر

را در ایزوله هاي کلبسیلا   blaSHVو  blaTEMفراوانی ژن هاي  2009
در مطالعه ي ).  22(گزارش کردند% 5/46و % 4/67پنومونیه به ترتیب 

انجام شد،  2010و هم کارانش در سال  baliدیگري که در ترکیه توسط 
در ایزوله هاي کلبسیلا   blaSHVو  blaTEMمیزان جداسازي ژن هاي 

% 8/21و % 4/73پنومونیه جمع آوري شده از بیماران بستري به ترتیب 
ایزوله که پس از انجام آزمون  10در این مطالعه در ). 23(گزارش کردند

مثبت شدند، این دو ژن شناسائی نشد که  ESBLsتائیدي از نظر حضور 
ممکن است  ESBLsر تولید به نظر  می رسد ژن هاي دیگر دخیل د

البته میزان مقاومت بیشتر به سفوتاکسیم نسبت به . نقش داشته باشند
  blaCTX-Mسفتازیدیم در این ایزوله ها می تواند دلیلی بر حضور ژن 

  ). 25،24(باشدکه نیازمند مطالعات بیشتري در این خصوص است
  

  نتیجه گیري
ایزوله هاي کلبسیلا پنومونیه  نتایج این مطالعه حاکی از میزان قابل توجه

بر اساس .  در بیمارستان هاي مورد مطالعه  است ESBLsتولید کننده 
نتایج این مطالعه و بررسی هاي مشابه در سراسر جهان، ارگانیسم هاي 

. در بخش هاي مختلف بیمارستانی رو به افزایش است ESBLsمولد 
ده از ابزارهاي مناسب تغییر در استراتژي مصرف آنتی بیوتیک ها و استفا

کنترل عفونت در بخش هایی که به ویژه بیماران به مدت طولانی بستري 
می شوند از عوامل مهمی هستند که می تواند در کنترل انتشار ارگانیسم 

  .ایفاي نقش کند ESBLsهاي تولید کننده 
  

  تشکر و قدردانی
وم پزشکی از شوراي مرکزي مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه عل

قزوین و معاونت محترم پژوهشی دانشگاه جهت تامین هزینه این طرح 
  .تحقیقاتی تقدیر می شود
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