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  تيهاي كلبسيلاپنومونيه چند مقاوم سويه در bla-ctx-m-typeارزيابي ژن 

  هاي كلينيكي جدا شده از نمونه

  

  

  
*

 Iنژاد ياندازدكتر قربان به

  IIعباس عبداللهي

  IIIيرايهپدكتر شهين نجار 

  IVهما فروهش تهراني

  چكيده

خـصوص در بيمـاران بـستري در بيمارسـتان بـه       ها بز ترين عوامل عفونت  كلبسيلاپنومونيه، يكي از مهم  :زمينه و هدف  
هـاي دارويـي مختلـف مـورد توجـه قـرار              بيوتيك از دسته    ويژه به چندين آنتي    هاخيراً مقاومت دارويي آن، ب    . رود  شمار مي 

بي هدف از اين تحقيق، ارزيـا    . آيد  اي است كه از عوامل ويرولانس باكتري به حساب مي           گرفته است كه اين مقاومت به گونه      
  .هاي كلينيكي است هاي كلبسيلاپنومونيه چند مقاومتي جدا شده از نمونه در سويه bla-ctx-m-typeژن 

 مـورد كلبـسيلاپنومونيه از   280باشـد،    مـي   تحليلـي  – در اين مطالعه كه از انـواع مطالعـات مقطعـي           :روش بررسي 
، E-test بررسـي شـد؛ سـپس توسـط روش    ها  ابتدا با روش انتشار از ديسك، حساسيت دارويي آن        . بيماران جدا شد  

Minimum Inhibitory Concentraion (MIC) ي ها با استفاده از ديسك. وارد مقاوم تعيين گرديد مESBL جهت 
 وجود بتالاكتاماز وسيع الطيف در انـواع مقـاوم تعيـين شـد؛ ايـن      ،Double Discبررسي آنزيم بتالاكتاماز به روش 

آوري شده توسـط   عات جمعاطلا در نهايت، . مورد بررسي قرار گرفتندPCRه از روش  در نهايت با استفاد   ها  مقاومت
  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتندكلبسيلاپنومونيه  SPSS آماري نرم افزار

 ايزولـه   40داراي مقاومت دارويي چندگانـه بودنـد؛ از ايـن ميـان             %) 14/22( مورد   62،  كلبسيلاپنومونيه مورد   280از  : ها  يافته
 بـراي اثبـات   Double disc ها در بررسي بـا روش  همچنين، همگي اين نمونه. هاي مصرفي مقاوم بودند ماماً به سفالوسپورينت

  . بررسي شد(Sequencing) و تعيين توالي PCRاين نتايج، در نهايت توسط روش .  مثبت بودندESBLوجود 
ا شده و اثبات وجود بتالاكتاماز وسيع الطيـف در     مقاومت در كلبسيلاپنومونيه جد   % 14/22 جداسازي   :گيري نتيجه

  .سازد  ميخاطرنشانرا ي وسيع الطيف ها انواع مقاوم، توجه ويژه به مصرف سفالوسپورين
  

  CTX-M آنزيم ـ4   مقاومت چند داروييـ3   بتالاكتامازهاي وسيع الطيفـ2   كلبسيلاپنومونيهـ1 :ها كليدواژه
  

  

  مقدمه

ي بتالاكتام، حتي پيش    ها  بيوتيك آنتيمقاومت در برابر    

. )1(هـا آغـاز گرديـده بـود        ش كـاربرد آن   از كشف و گستر   

ي گرم منفـي يعنـي      ها  اولين بتالاكتاماز موجود در باكتري    

TEM-1 )  ــار ــام بيمـ ــداي نـ ــل )Temonieraابتـ ، در اوايـ

 تنها پـس از گذشـت چنـد         . مشخص گرديد  1960هاي    سال

بتالاكتامــاز ســال از زمــان مــشاهده ايــن ايزولــه، وجــود 

TEM-1           در سرتاسر جهان گزارش گرديـد و امـروزه آن 

ــسياري از ــ را در ب ــه   هگون ــانواده انتروباكترياس ــاي خ ه

  رايــــج ديگــــري بتالاكتامــــاز. )3و2(تــــوان يافــــت مــــي

ــه ــت  كـ ــسيلاپنومونيه يافـ ــيدر كلبـ ــود،   مـ    SHV-1شـ
  

  

)Solphydryl Variable (  ــاز ــت؛ بتالاكتام  در SHV-1اس

كلبسيلاپنومونيه به صورت كرومـوزومي     ي  ها  اكثر ايزوله 

  )5و4(شود  ميكد

هاي بتالاكتام جديد بسياري      بيوتيك   سال گذشته، آنتي   20طي  

هـاي هيـدروليزي بتالاكتامازهـا        تهيه شدند كـه در برابـر فعاليـت        

كـارگيري هـر گـروه جديـد جهـت درمـان             همقاوم بودند؛ اما با ب ـ    

دند كه نسبت بـه آن      آم  بيماران، بتالاكتامازهاي جديدي بوجود مي    

احتمالاً مصرف بيش   . دادند  گروه جديد داروها مقاومت نشان مي     

هـاي جديـد جهـت درمـان بيمـاران و فـشار               بيوتيـك   از حد آنتـي   

  انتخــابي بــر بــاكتري، بــر توليــد بتالاكتامازهــاي جديــد توســط 

نـژاد و   شناسـي بـه راهنمـايي دكتـر قربـان بهزاديـان             ارشناسي ارشد بـاكتري   آقاي عباس عبداللهي جهت دريافت درجه ك      نامه    اي است از پايان     اين مقاله خلاصه   *
  .مشاوره دكتر شهين نجار پيرايه و خانم هما فروهش تهراني

(I پل نصر دانشگاه تربيت مدرس، شناسي، دانشكده پزشكي،  گروه باكتريشناسي،  استاد باكتري)مؤلف مسوول(، تهران، ايران )گيشا(  
(II تهران، ايراندانشگاه تربيت مدرسكي شدانشكده پزشناسي،  شناسي، گروه باكتري ي ارشد باكتريدانشجوي كارشناس ،  

(III ايران،، دانشگاه تربيت مدرس، تهرانشناسي گروه باكتريشناسي، دانشكده پزشكي،  استاديار گروه باكتري   
(IV درماني ايران، تهران، ايران-تيشناسي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداش  ميكربمربي و كارشناس ارشد   
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ي جديــد هــا يكــي از ايــن گــروه.  مــؤثر اســتهــا بــاكتري

يي بودنـد كـه بـراي درمـان         ها  سفالوسپورين -مينو اكسي

ي گـرم منفـي در اوايـل        هـا   ي ناشـي از بـاكتري     هـا   عفونت

  .)6( مورد استفاده قرار گرفتند1980ي ها سال

  ،هــا بــه علــت افــزايش طيــف فعاليــت ايــن آنــزيم      

، هـا    سفالوسـپورين  -وصاً براي مقابله با اكسي مينـو      خص

ــا آن ــف  هـ ــيع الطيـ ــاي وسـ ــيرا بتالاكتامازهـ ــد  مـ   نامنـ

(Extended Spectrum Beta Lactamase - ESBL). 

الطيف مختلف رو بـه       ميزان بتالاكتامازهاي وسيع   ،امروزه

كه در سرتاسر جهان در بسياري      اي    ه به گون  ؛فزوني است 

ماننـــد خـــانواده (هـــا  تريي مختلـــف بـــاكهـــا از جـــنس

  .)6(شوند يافت مي) انتروباكترياسه

هــاي ESBLي اخيــر، خــانواده جديــدي از هــا در ســال

، )8و7( شناسايي شده است   CTX-Mپلاسميدي تحت عنوان    

ايـن  . يابنـد   مـي  كه عمدتاً در خانواده انتروباكترياسه تجلي     

 ندارنـد   SHV يـا    TEM ارتباطي با بتالاكتامازهاي     ها  آنزيم

  .)9(ن دو بتالاكتاماز همانندي دارندبا اي% 14ها حدود و تن

ــاي از بررســـي ــينتتيكي مـــشخصهـ   شـــود  مـــي سـ

ــوع   ــاي نـــ ــه بتالاكتامازهـــ ــفالوتي ،CTX-Mكـــ   نســـ

 هيــدروليز ســيلين  پنــييــا ســفالوريدين را بهتــر از بنزيــل

كننـد و ترجيحـاً سفوتاكـسيم را بيـشتر از سـفتازيديم              مي

ــدروليز ــيهيـ ــد   مـ ــزيم. نماينـ ــا آنـ ــهCTX-M  يهـ   بـ

 ، شـامل انـواع    1گـروه   : شـوند   مـي  گروه اصـلي تقـسيم     5

CTX-M-1,3,10,12,15,22,23,28شـامل انـواع     2 گروه   ؛ ،

CTX-M-2,4,5,6,7,20   شامل 8؛ گروه ، CTX-M-8  ؛ گروه

 و CTX-M-9,13,14,16,17,19,21,24,27، شــامل انــواع 9

  .)11وCTX-M-25)6 ،10، شامل 25گروه 

 از بـسياري    CTX-Mهاي نوع   هاي واجد بتالاكتاماز    گونه

انـد، امـا در اروپـاي شـرقي،           هاي جهان ايزوله شـده      از بخش 

.  ژاپــن و انگلــيس شــيوع بيــشتري دارنــد،آمريكــاي جنــوبي

هـا در      انـدكي نيـز مبنـي بـر وجـود ايـن آنـزيم              ياه ـ  گزارش

هاي بيماران ساكن اروپاي غربي وجود دارد كه عمدتاً           ايزوله

شوند كه از     اجراني مربوط مي  هاي كسب شده از مه      به ايزوله 

 هاي  براساس گزارش . اند  مناطقي با شيوع بالا نقل مكان كرده      

 در كــشور CTX-M-9هــاي واحــد بتالاكتامــاز  اخيــر، ايزولــه

هـاي    اسپانيا، رو به فزوني است؛ علاوه بر ايـن اخيـراً ايزولـه            

 از انتروباكترياسه در فرانسه ايزولـه       CTX-M-3توليد كننده   

رسد كه اين آنـزيم در اروپـاي    نظر ميه ابراين ببن. شده است 

 ــ ــز ب ــي ني ــومي وجــود دارد ه غرب ــه  . صــورت ب ــا توجــه ب ب

دست آمده از چندين مؤسسه واقع در مناطقي ه هاي ب گزارش

ها زياد اسـت، مـشخص شـده اسـت كـه،              كه شيوع اين آنزيم   

هـاي ايزولـه      ESBLتـرين     ، يكـي از رايـج     CTX-Mآنزيم نوع   

هـاي ايـن منـاطق        هاي باليني آزمايـشگاه    شده در ميان نمونه   

  .)12-16(گردد محسوب مي

، هــدف از انجــام ايــن پــژوهش بنــابر اهميــت موضــوع

، ي كلبـسيلاپنومونيه  هـا    در ايزوله  CTX-Mيابي آنزيم   ارز

  .از لحاظ آناليز فنوتيپي و ژنوتيپي است
  

  رسيروش بر

 ايـن   :هـا  هـا و روش بررسـي آن        مشخصات ايزولـه  

باشد، در     تحليلي مي  –ع مطالعات مقطعي    مطالعه كه از انوا   

 1386 لغايت فروردين    1385يك مقطع زماني از فروردين      

 نمونــه كلينيكــي ارســالي بــه 4708تعــداد . انجــام پــذيرفت

: ها شامل   اين نمونه . آزمايشگاه، مورد آزمايش قرار گرفت    

ادرار، خون، مـدفوع، زخـم، ترشـحات دسـتگاه تنفـسي و             

ها   نمونه. عات استريل بدن بود   ساير ترشحات چركي و ماي    

هاي بـلاد آگـار،       بر اساس مكان جداسازي بر روي محيط      

  ئوزين متـيلن بلـو آگـار، تـايو گليكـولات و           شكلات آگار، ا  

اي   هاي رشـد يافتـه      كلني. مك كانكي آگار كشت داده شدند     

كه خـصوصياتي مـشابه كلبـسيلا پنومونيـه داشـتند جـدا           

ي بيوشـيميايي   هـا   ست بـا انجـام ت ـ     هـا   ايـن كلنـي   . گرديدند

، TSIچگــونگي تخميــر قنــدها در محــيط : افتراقــي شــامل

مينـه لايـزين در محـيط لايـزين         دكربوكسيلاسيون اسيد آ  

 و عدم حركت در     (Indol)، توليد اندول    (LIA)آيرون آگار   

 رشـد در    ،VP,MR، نحـوه واكـنش در محـيط         SIMمحيط  

محيط سيمون سيترات و اوره آگار و در نهايـت بررسـي            
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اول اســـتانداراد شناســـايي ايج بـــا اســـتفاده از جـــدنتـــ

  .)17(گرديدند

 ):بيــوگرام آنتــي(تــست تعيــين حــساسيت دارويــي

دست آمده با انجـام تـست حـساسيت         ه  كلبسيلاپنومونيه ب 

ــسك     ــشار از دي ــده انت ــتاندارد ش ــا روش اس ــي ب   داروي

(Kirby-Bauer)18و17( مورد بررسي قرار گرفتند(.  

ــسك ــامل   ديـ ــصرفي شـ ــاي مـ ــفتا: هـ  μg30 زيديمسـ

ــرم( ــسون )ميكروگـ ــسيم μg30، سفترياكـ ، μg30، سفوتاكـ

، μg30ســفتي زوكــسيم ، μg30ســفالوتين ، μg5سفيكــسيم 

، μg30تتراسـيكلين ،  μg30آميكاسـين   ،  μg20 سيلين آموكسي

ــسين  ــسازوليكوتر، μg10جنتامي ــسيك ، μg25 موك ناليديك

ــيد  ــي، μg30اس ــنم  ايم ــوئين تني، μg10پ و ، μg300روفورانت

). شركت پادتن طب، ايران   (باشند    مي μg5لوكساسين  سيپروف

ها با جدول استاندارد و مقايسه بـا سـويه            با تطابق قطر هاله   

صــورت ه ، نتــايج بــE.coli ATTC® 25922TMاســتاندارد 

  .حساس و مقاوم گزارش شد

E-test: منظور بررسي حـداقل غلظـت مهاركننـدگي        ه  ب

  دارد شـده  بيـوتيكي اسـتان    آنتـي ، از نوارهاي    (MIC)رشد  

E-testنــوار مــورد اســتفاده حــاوي . )17(، اســتفاده گرديــد

ــدار   ــا حــداكثر مق ــياز  μg256سفوتاكــسيم ب ــك  آنت بيوتي

  .(AB Biodisk, Dalvägen, Sweden)مذكور بود 

  طبق دسـتورالعمل  :بررسي توليد بتالاكتاماز توسط ديسك

(National Committee of Clinical and Laboratory Standard) NCCLS، 

براي اطمينان از وجود صفت فنوتيپي توليد بتالاكتامازهـا         

 ،شـوند   مـي  به همين منظور توليد     كه ESBLي  ها  از ديسك 

هـا حـاوي    ديـسك ). (Mast Group Ltd., UK شـد اسـتفاده  

  µg 10كلاولانيك اسيد   +  µg 30 سفوتاكسيم   / µg 30 سفوتاكسيم

  µg 10لانيك اسـيد    كلاو + µg 30سفتازيديم   / µg 30و سفتازيديم   

متر يكديگر قـرار       سانتي 3ها بايد به فاصله       بودند؛ اين ديسك  

ايجاد هالـه ممانعـت از   (راحتي نتايج حاصل  هگيرند تا بتوان ب   

  .)17(را بررسي نمود) رشد

ن ي پس از تعي ـ   :bla-ctx-m-typeبررسي مولكولي ژن    

 هـا   بودنـد، ايزولـه    يي كه از نظر فنوتيپيـك مثبـت       ها  ايزوله

براي اين منظـور، در     . رد بررسي مولكولي قرار گرفتند    مو

كيت استخراج پلاسـميد، اسـتخراج    ابتدا پلاسميد را توسط   

اي پليمـراز     واكنش زنجيره  .)شركت سيناژن، ايران  ( هنمود

(Polymerase Chain Reaction - PCR) توسط جفت 

پرايمر يونيورسالي كه سكانسي حفاظت شده را در داخل         

 تكثيـر )  جفت بـاز   877 -879با طول   ( bla-ctx-m-typeژن  

 بـه   PCRشرايط بهينـه بـراي انجـام         .كرد، انجام گرفت   مي

  :باشد  مياين شرح
CTX-M-

U1;5'ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 
(Y=C/T,R=A/G,K=G/T) 

CTX-M-
U2;5'TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGC
GG(R=A/G,S=G/C,Y=C/T) 

4.5min at 94°C; 30 cycles of: 50s at 94°C, 50s at 
57°C, and 55s at 72°C; and finally, 10min at 72°C. 

 
، PCRمنظـور تأييـد و اطمينـان از نتـايج           ه  در نهايت ب  

 بــه (Sequencing) بــراي تعيــين تــوالي PCRمحــصولات 

قابـل ذكـر اسـت كـه تمـامي          . شـد شركت فزاپژوه ارسال    

مورد تجزيـه    SPSSافزارهاي آماري    اطلاعات، توسط نرم  

  .و تحليل قرار گرفت

  

  ها يافته

 نمونه كلينيكي مـورد بررسـي       4708در اين تحقيق، از     

  . اند  مورد كلبسيلاپنومونيه بوده280

بيـوتيكي، نتـايج      در رابطه با تعيين الگـوي مقاومـت آنتـي         

هاي كلبـسيلاپنومونيه،     ايزوله%) 1/22( مورد   62نشان داد كه    

 مورد  40 تعداد   ،مياناز اين   . واجد مقاومت چند دارويي بودند    

سـفالوتين،  (هـا     به كليه سفالوسپورين  %) 100(كاملاً  %) 2/14(

ــفتازيديم و    ــسيم، سـ ــسون، سفوتاكـ ــسيم، سفترياكـ سفيكـ

  ).2 و 1شماره جداول (مقاوم بودند ) زوكسيم سفتي

ــط روش     ــت توسـ ــايج مقاومـ ــي نتـ ــس از بررسـ پـ

 ESBLو توليـد  ) E-testتوسـط  (MICبيوگرام، ميزان  آنتي

هـا،     ايزوله مقاوم به سفالوسپورين    40در  ) ديسكتوسط  (

  .تعيين گرديد
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 و همكاراننژاد  دكتر قربان بهزاديان  تيهاي كلبسيلاپنومونيه چند مقاوم سويه  درbla-ctx-m-typeارزيابي ژن 

 1387  و زمستانپائيز / 61و  60شماره / دورة پانزدهم     مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران40

  )بيوگرام آنتي( نتايج تست حساسيت دارويي -1 شماره جدول
  

CP FM IPM  NA SXT GM TE AN  AMX CT CF CTX CRO CAZ CFM  

5/17% 5/72% 30% 40% 5/52%  5/82% 5/57% 60% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% Res. 
35% 5/17% 5/12% 5/57% 5/7% 5% 30% 20% -  -  -  -  -  -  -  Int. 

5/47% 10% 5/57% 5/2%  40% 5/12% 5/12% 20% -  -  -  -  -  -  -  Sens. 
CAZ:ceftazidime 30μg; CRO:ceftriaxone 30μg; CTX:cefotaxime 30μg; CFM:cefixime 5μg; CF:cephalotin 30μg; 
CT:ceftizoxime 30μg; AMX:amoxicillin 20μg; AN:amikacin 30μg; TE:tetracycline 30μg; GM:gentamycin 10μg; SXT:co-
trimoxazole 25μg; NA:nalidixic acid 30μg; IPM:imipenem 10μg; FM:nitrofurantoin 300μg; CP:ciprofloxacin 5μg. 

  
  ها  براساس تعداد مقاومتها تفكيك ايزوله -2 شماره جدول

  

  ها تعداد ايزوله  نوع مقاومت

  1   مقاومتي15

  1   مقاومتي14

  6   مقاومتي13

  11   مقاومتي12

  5   مقاومتي11

  9   مقاومتي10

  3   مقاومتي9

  4   مقاومتي8
  

، دانستن اين نكته قابل توجه بـود كـه          E-testدر مورد نتايج    

بيوتيــك   ايزولــه نــسبت بــه آنتــي40سيتي در ايــن هــيچ حــسا

؛ يعنــي غلظــت )1شــماره شــكل (وتاكــسيم وجــود نداشــت فس

 سفوتاكسيم كه برابر با ميـزان       E-testبيوتيك در نوارهاي      آنتي

μg256باشد، هيچ اثر مهاركنندگي در رشد نداشت  مي.  
  

  

  

  
  

 مقاومـت بـالاي ايزولـه       بـه (  نوار سفوتاكـسيم   MIC :1 شماره   شكل

  )توجه كنيد
  

، وجود بتالاكتاماز وسيع الطيـف      ESBLهاي    استفاده از ديسك  

(ESBL)     100 مقاومـت     مورد كلبسيلاپنومونيه با   40 را در تمامي %

طور كه  همان). 2  شمارهشكل (ها نشان داد به تمامي سفالوسپورين  

 ديسك سفوتاكسيم هيچ هالـه      شود در اطراف    در شكل ملاحظه مي   

 ايـن   E-testهمان طور كه در نتايج       (د ندارد ممانعت از رشدي وجو   

هـاي حـاوي      در حـالي كـه پيرامـون ديـسك        ). مقاومت مشهود بود  

كلاولانيك اسيد، هالـه ممانعـت از رشـد         + سفتازيديم  / سفوتاكسيم

  ).2 شماره شكل(شود به وضوح ديده مي )به معناي حساسيت(

  

  

  

  

  
  

سيم، سفوتاك ـ: ، سـمت راسـت    ESBL نتـايج ديـسك      :2شكل شماره   
  كلاولانيك اسيد+سفوتاكسيم: سمت چپ

  

، براي اطمينـان از توليـد محـصول و          PCRپس از طي پروسه     

همچنين براي تأييد صحت و سقم قطعه تكثير يافته، محـصول بـر             

بـراي تعيـين وزن     . ، الكتروفـورز شـد    %1تـا   % 8/0روي ژل آگارز    

ــا قطعــات مولكــولي محــصول، از مــاركر  bp100 وزن ملكــولي ب

 سويه مورد آزمايش،    40از ميان   . (Fermentas,USA) شد   استفاده

  .مثبت بودند bla-ctx-m-type مورد از حيث وجود قطعه ژني 35

هاي جزيي در بازهـاي       دليل تفاوت ه  طول قطعه محصول ب   

 در bla-ctx-m-type (http://www.lahey.org/Studies/)ژن 

  ).3شماره شكل ( باشد  ميbp 570-560 حدود

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

هاي باليني،    نمونه -4و3و2كنترل مثبت،    -1 نتايج؛   :3شكل شماره   
  ماركر وزن مولكولي -6كنترل منفي،  -5
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 و همكاراننژاد  دكتر قربان بهزاديان  تيد مقاومهاي كلبسيلاپنومونيه چن سويه  درbla-ctx-m-typeارزيابي ژن 

 41مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران     1387  و زمستانپائيز / 61و  60شماره / دورة پانزدهم 

> gb|AF305837.1|AF305837  Klebsiella pneumoniae plasmid cefotaxime-hydrolyzing beta-
lactamase gene, complete cds, Length=879, Score =  965 bits (522),  Expect =  0.0, 
Identities = 539/547 (98%), Gaps = 2/547 (0%), Strand=Plus/Plus 
 
Query  14   AAGTG-AAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGT  72 
||||| ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  258  AAGTGAAAGCGAACCGAGTCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTGGT  317 
 
Query  73   TAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAG  132 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  318  TAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCTTAG  377 
 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
 
Query  493  CAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACCTACTT  552 
|||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct  738  CAACGATATCGCGGTGATTTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTT  797 
 
Query  553  TCACCCA  559 
 
Sbjct  798  -CACCCA  803 

  

بـــراي تأييـــد و اطمينـــان از صـــحت انجـــام آزمـــايش، 

پس از دريافـت    . شد) سكانس( تعيين توالي    PCRمحصولات  

 موجــود در پايگــاه BLASTجــواب، آن را از طريــق برنامــه 

ه كه نتيجه آن     مورد تجزيه و تحليل قرار داد      NCBIاطلاعاتي  

   بــا ســكانس ژنــي ژنمطالعــه حاضــرنمونــه % 98مــشابهت 

bla-ctx-m-typeخلاصـــه ايـــن نتـــايج بـــه ايـــن. ،  بـــود  

  :باشد شرح مي

دليـل  ه  ، كه ب ـ  بود bp 560اندازه قطعه سنتز شده در حدود       

قابـل  . باشـد   داخل ژني بودن پرايمر استفاده شده در اينجـا مـي          

  .باشد مي 879تا  bp 877ذكر است كه اندازه ژن در حدود 

  

  بحث

با توجه به ميزان بالاي مقاومت چند دارويي، بايـد بـه ايـن              

ــه اشــاره نمــود كــه بتالاكتامازهــاي وســيع  ــب  نكت الطيــف اغل

راحتي در ميان     اند و از آنجايي كه اين پلاسميدها، به         پلاسميدي

انواع مختلف از باكتري هـاي خـانواده انتروباكترياسـه انتقـال            

هـايي بـا    هاي مقاوم منجـر بـه ايجـاد سـويه         تجمع ژن يابند،    مي

دليـل نيـست كـه        پـس بـي   . )6 و   3(گـردد   مقاومت چند دارويي مي   

 در سرتاسـر جهـان يـك مـسأله حـائز            ESBLامروزه ظهـور    

 از اروپاي شرقي آغـاز      ESBLپديده  . شود  اهميت محسوب مي  

هـاي    بيوتيـك   گرديد، زيرا به احمتال زياد در اين مكـان از آنتـي           

 امـا طـولي   .شـود  لاكتام در بالين به مقادير زياد استفاده مـي  بتا

ها در ايالت متحده آمريكا و ساير نقاط جهان           ESBLنكشيد كه   

ــد  ــايي گرديدنـ ــز شناسـ ــيوع  . نيـ ــزان شـ ــا در ESBLميـ   هـ

هاي بـاليني از كـشوري بـه كـشور ديگـر متفـاوت               ميان ايزوله 

  .)18-26  و 12-16(است

از %) 1/22( مـورد    62ه  در بررسي حاضر مشاهده گرديد ك ـ     

  نمونــه كلبــسيلاپنومونيه، واجــد مقاومــت چنــد دارويــي280

هايي وجود داشتند كه تمامـاً بـه          از اين ميان سويه   . باشند  مي

 سفكـسيم، سفترياكـسون،     هايي مانند سـفالوتين،     بيوتيك  آنتي

  .زوكسيم مقاوم بودند سفوتاكسيم، سفتازيديم، و سفتي

فته مشخص گرديـد كـه      در مطالعات گسترده انجام گر    

هاي جدا شده از انـسان و حيوانـات، تقريبـاً             از اكثر سويه  

بيوتيـك شـامل    ها به يك يـا بـيش از يـك آنتـي     نيمي از آن 

ــي ــيلين پنـ ــپورين سـ ــا، سفالوسـ ــولفوناميدها،  هـ ــا، سـ هـ

ايــن . انــد هــا و آمينوگليكوزيــدها مقــاوم بــوده تتراســيكلين

  يـن داروهـا   مطالعات قبلي در زمينـه مـصرف ا        اطلاعات با 

عنوان يك فاكتور كليـدي در ظهـور مقاومـت، مطابقـت            ه  ب

همان گونه كه در اين تحقيق نيـز نتـايج بـه وضـوح              (دارد  

 ديده شـد  هاي فوق     در بررسي ). بيانگر همين موضوع بود   

ــاً  ــه   ســويه% 40كــه تقريب ــساني ب ــه ان هــاي مــورد مطالع

ــري ــوپريم ت ــسازول -مت ــسازوليكوتر( سولفامتوك ) موك

اين بدان علت اسـت كـه ايـن داروي تركيبـي            . ندمقاوم بود 

  هـاي انـساني توصـيه       براي درمان تعداد زيادي از عفونت     
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 و همكاراننژاد  دكتر قربان بهزاديان  تيهاي كلبسيلاپنومونيه چند مقاوم سويه  درbla-ctx-m-typeارزيابي ژن 

 1387  و زمستانپائيز / 61و  60شماره / دورة پانزدهم     مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران42

  هـــاي مقـــاوم بـــه   البتـــه اكثـــر نمونـــه  . شـــود مـــي

 سولفامتوكــسازول در بررســي فــوق بــه -متــوپريم تــري

در تحقيق حاضـر نيـز    (ين حساس بودند    بسسيپروفلوكسا

ابهي وجــود  مــورد نتــايج مــش21 مــورد از 15تقريبــاً در 

  .)28و27()داشت

ــه  ــن ايزول ــه     در اي ــت ب ــرين مقاوم ــاوم، كمت ــاي مق ه

ــي ــك آنتــ ــساسين  بيوتيــ ــاي سيپروفلوكــ   و%) 5/17(هــ

مشابه با ساير مطالعـات بـين       (مشاهده شد %) 30(  پنم  ايمي

عنوان زنگ خطري بـراي رژيـم       ه  ؛ اين ب  )المللي انجام شده  

  هـــاي مـــا بـــه شـــمار   درمـــاني بيمارســـتان-دارويـــي

  .)30 و 29، 25، 24(آيد مي

 MICنكته حايز اهميت در مورد ايـن تحقـق، ميـزان            

همان طور كه در بخش نتايج نيـز        . باشد  ها مي   در ايزوله 

 آمــده از نتــايج بــه دســت MICاشــاره گرديــد، ميــزان 

باشــد، كـه ايــن    مـي 256μg بـه ميــزان  E-testنوارهـاي  

 و ساير تحقيقات انجـام      NCCLSميزان مشابه با معيار     

  .)31و30و17(باشد ميشده 

قابل ذكـر اسـت كـه در تحقيـق حاضـر يـك مـورد از                 

ي كلبسيلاپنومونيه مورد بررسـي واجـد مقاومـت         ها  هنمون

ــود  ــردي ب ــه ف ــه . منحــصر ب ــن ايزول ــه تمــامي % 100اي ب

بيـوگرام مقـاوم     آنتـي ي مـصرفي در تـست       ها  بيوتيك آنتي

 ،E-test و انجام    ESBLي  ها  پس از استفاده از ديسك    . بود

د فنوتيـپ بتالاكتامـاز وسـيع الطيـف در ايـن ايزولـه              وجو

جـود ژن    و PCRمحرز گرديد؛ كه در نهايت پس از انجـام          

bla-ctx-m-type  اين نمونه از ادرار نـوزادي      .  اثبات گرديد

اي از  مــشابه چنــين ايزولــه. دســت آمــده بــوده  روزه بــ5

  .)32(بيماري در برزيل نيز گزارش شده است

هـاي واجـد    يد در ميان ايزولـه طور كه اشاره گرد  همان

 PCRفنوتيپ مقاوم بـه سفوتاكـسيم در بررسـي توسـط            

دليل اين . اند   نبوده CTX-Mنشان داده شد كه همگي واجد       

 يباشـد؛ بـدين معن ـ      ها مي   ESBLامر گستردگي طيف عمل     

ه هـايي ب ـ    ESBLتوانـد از طريـق توليـد          كه يك باكتري مي   

ــزيم ءجــز ــدروليCTX-M آن ــد، سفوتاكــسيم را هي . ز نماي

 تا حدودي اختصاصي    CTX-Mهمچنين هر چند كه تأثير      

باشد، ولي توانـايي هيـدروليز سـاير          براي سفوتاكسيم مي  

  .ها را نيز دارد هاي خانواده سفالوسپورين بيوتيك آنتي

گـردد كـه بـا        مـي  با توجه به مطالـب مـذكور، توصـيه        

نظـــارت بـــر مـــصرف مـــواد ضـــدميكروبي در درمـــان 

 ي دارويـي چنـد گانـه      هـا   د مقاومـت  يي كـه واج ـ   هـا   عفونت

   جلـوگيري  هـا   باشـند، از توسـعه مقاومـت در بـاكتري          مي

 هــر چنــد هزينــه تقحيــق و بررســي دقيــق .عمــل آورده بــ

فنوتيپي و ژنوتيپي بالاست و اين خود محدوديتي در عمل          

يي كـه   هـا    اما در مراكز درماني و بيمارستان      ،كند  مي ايجاد

منظـور  ه   بالاست، ب  ها  يكبيوت آنتيميزان شيوع مقاومت به     

ي مقاوم، تعيين دقيق الگوي     ها  جلوگيري از گسترش سويه   

  .رسد  مي، لازم به نظرها مقاومتي باكتري
  

  گيري نتيجه

ــازي  ــسيلاپنومونيه  % 14/22جداس ــت در كلب مقاوم

الطيـف در     جدا شده و اثبـات وجـود بتالاكتامـاز وسـيع          

اي ه ـ انواع مقاوم، توجه ويژه به مصرف سفالوسپورين      

طـور قطـع،    ه  ب ـ. سـازد   الطيف را خاطرنـشان مـي       وسيع

هـا در نقـاط مختلـف         بيوتيـك   تدبيرانـه آنتـي     مصرف بي 

هاي دارويي    جهان، نقش بسيار مهمي در ايجاد مقاومت      

 پس بنابراين با نظـارت بـر مـصرف مـواد            .داشته است 

هـــايي كـــه واجـــد  ضـــدميكروبي در درمـــان عفونـــت

و در صــورت (باشــند  هــاي چنــد دارويــي مــي مقاومــت

 ،)هــاي مقــاوم امكــان تعيــين فنوتيــپ و ژنوتيــپ ســويه

هـا    توان تا حـدودي از توسـعه مقاومـت در بـاكتري             مي

  .جلوگيري به عمل آورد
  

  تقدير و تشكر

ان مقاله مراتب قدرداني خود را از همكاران و         گنويسند

ــشگاهي     ــوم آزماي ــات عل ــز تحقيق ــرم مرك ــان محت كاركن

آوري   ه علت كمـك در جمـع      دانشگاه علوم پزشكي ايران، ب    

  .دارند ها ابراز مي ايزوله
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Evaluation of bla-ctx-m-type Gene in Multi Drug Resistance 
Klebsiella pneumonia Species Isolated from Clinical Samples 

  

 
*Q. Behzadian Nejad, PhDI       A. Abdollahi, MScII 

SH. Najar Peerayeh, PhDIII       H. Forouhesh Tehrani, MScIV 

  

  

  

 

Abstract 
Background and Aim: Klebsiella pneumoniae (K. Pneumoniae) is one of the prevalent infectious bacteria, 

especially in hospitalized patients. Recently, its' multi drug resistance (MDR) trait has become more important and 

regarded as a virulant factor. In this study, we evaluated bla-ctx-m-type gene in clinical isolates of K.pneumoniae 

with multi drug resistance. 

Materials and Methods: In this descriptive cross-sectional study, a total of 280 K.pneumoniae strains were 

isolated from patients. Initially, we evaluated drug sensitivity with disk diffusion method. Then the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of resistant isolates was determined with E-test stripes. The existence of ESBL 

(Extended Spectrum Beta-Lactamase) enzymes was identified by ESBL disks in Double Disk method. These 

resistances were evaluated with PCR. Finally, results were analyzed by SPSS software. 

Results: From total 280 K.pneumoniae, 62 samples (22.14%) showed multi drug resistance trait. 40 strains of 

these MDR isolates were completely resistant to the experimental cephalosporins, and positive in ESBL production 

by Double Disk methodology. These results were proved and evaluated with PCR and Sequencing. 

Conclusion: Detection of 22.14% MDR trait, especially extended spectrum beta-lactamases in resistant clinical 

K.pneumoniae isolates, points to the in usage of extended spectrum cephalosporins. 

 

Key words:    1) Klebsiella pneumoniae       2)Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) 

                       3) Multi Drug Resistance (MDR)                  4) CTX-M enzyme 
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