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 از شده ايزوله هایپنومونيهكلبسيلادر CTX-M بتالاكتاماز كنندهكد هایژنمولکولی شناسايی

 تهرانشهر مناطقمختلف به كننده مراجعه بيماران
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چکيده
 .شناخته شده است های گرم منفی پاتوژن ها در مقابل بتالاکتام مقاومت در عنوان یک مکانیسمبه CTX-M بتالاکتاماز :وهدفسابقه

 .است PCR مولکولی به روش رانشهر ته مناطق مختلف در ESBL مولد کلبسیلاپنومونیه در CTX-M هدف تعیین ژن

 بیوتیکیهای آنتی دیسکبه  ها نسبت مقاومت باکتری. تعیین هویت شدند جداسازی و پنومونیه کلبسیلاایزوله  171 :هاموادوروش

 .بررسی شد PCRبا روش مولکولی   CTX-Mوجود ژن  ،ESBLهای مولد سپس در سویه. تعیین شد

 مقاومت، میزان ترینبیش .بود%  21برابر  CTX-Mبودند و فراوانی ژن  ESBLها  ایزوله%  11/61ی ییدأدر تست فنوتیپی ت:هايافته

 .بود%( 61/1) پنم ایمی بیوتیک آنتی به مربوطترین مقاومت کم و %(19/22) سیلین آمپی بیوتیکآنتی به مربوط

 راهکارهای و عفونت کنترل مناسب ابزارهای لذا اعمال ؛داردESBL های مولد  شیوع بالایی در ایزوله CTX-Mبتالاکتاماز  های ژن :بحث

 .است ضروری ها آن انتشار از جلوگیری برای مطالعه مورد هایبیمارستان مختلف هایبخش در درمانی مناسب

 مرازیپلی  ای های زنجیره ،  واکنشCTX-Mالطیف، ژنبتالاکتامازهای وسیع، یهپنومون کلبسیلا :كليدیهایواژه

 

مقدمه
است  انتروباکتریاسهمنفی متعلق به خانواده  گرم باسیلی   ،کلبسیلا 

های این نزدیکی با سایر جنس نسبتبهژنتیکی که دارای رابطه 

(. 21)باشد میاشریشیا، سالمونلا، شیگلا و یرسینیا  خانواده نظیر
های عامل عفونت کلبسیلا پنومونیه و کلبسیلا اکسی توکا

های التهابی در ایجاد حالتمارستان هستند و اکتسابی از بی
در صورت عدم  (.26) های سیستم تنفسی شرکت دارندعفونت

بیوتیکی با افزایش  کنترل و گسترش روز افزون مقاومت آنتی
شویم که بیوتیک روبرو می های مقاوم به آنتی های باکتری گونه

زات آن این امر خود منجر به طولانی شدن دوره بیماری و به موا
افزایش طول  ،افزایش احتمال انتقال بیماری به سایر افراد جامعه

تر افزایش نیاز به داروهای گران ،مدت زمان بستری در بیمارستان
تر برای درمان و افزایش خطر مرگ و در عین حال با عوارض بیش

 :نويسندهمسئول

 ایران پرند، پرند، واحد اسلامی، آزاد دانشگاه شناسی، زیست گروه
 saeedzaker20@yahoo.com: پست الکترونیکی

 26/9/1991:تاریخ دریافت
 9/12/1991:تاریخ پذیرش
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی ام - شناسایی مولکول  ...

توان با کنترل عوامل مستعد کننده و  می. شود و میر بیماران می
بیوتیکی را به  بیوتیکی میزان مقاومت آنتیومت آنتیزمینه ساز مقا
های  درمان اختصاصی و واحدی برای بیماری .(9) دحداقل برسان

ها به بسیاری  وجود ندارد و نیز اکثر آن کلبسیلا پنومونیهناشی از 
های درمان همین دلیل جهتبه. از داروها مقاوم هستند

تعیین . یاز دارندبیوتیکی ناختصاصی به تعیین حساسیت آنتی
بیوتیکی نقش مهمی در درمان صحیح بیماران و حساسیت آنتی

های  از افزایش مقاومت میکروبی و کاهش هزینه جلوگیری
 معمول طوربه که داروهایی حاضر حال در .بیماران خواهد داشت

 استفاده مورد کلبسیلا، های گونه از ناشی هایبیماری درمان برای
 طریق از که باشند می بتالاکتام داروهای  خانواده از گیرند،می قرار

 و ترین فراوان (.1) نمایند می عمل "سلولی  سنتز دیواره مهار"
 های آنزیم تولید بتالاکتام، داروهای به مقاومت مکانیسم ترین مهم

-بیش دارویی هایمقاومت نوع این های که ژن باشدبتالاکتاماز می

 از مختلف های طی مکانیسم و مزدوجپلاسمیدهای  طریق از تر
 منتقل دیگر باکتری به باکتری یک از نژوگاسیوناک جمله

 با هستند، پروتئاز سرین که ها آنزیم این واقع در (.19)شوند  می
 با و کووالان، پیوند ایجاد با و های بتالاکتامبیوتیک آنتی به اتصال

 .دشون می داروها این شدن غیرفعال موجب آمیدی پیوند تخریب
هستند و در پاسخ  ها بسیار متنوعهای بتالاکتاماز در باکتریآنزیم

دام در حال موتاسیون و یا مبیوتیک، به فشار انتخابی آنتی
ویژه در جایگاه فعال آنزیم هستند جایگزینی اسیدهای آمینه به

که باعث ظهور انواع جدیدی از بتالاکتامازهای با طیف  طوریبه
های  ای از آنزیمدسته ESBLs (.7) نداشده( ESBL)گسترده 

ای در درمان ضد میکروبی  باشند که اهمیت ویژه بتالاکتاماز می
های خانواده در باکتری ESBLsتولید  میزان. دارند

های  آنزیم. باشد انتروباکتریاسه در سراسر جهان متفاوت می
 (11) و عملکردی( Ambler)بتالاکتاماز به دو صورت مولکولی 

لحاظ ها بهبندی این آنزیمطبقه .(21) ندوش ندی میبطبقه
سلینازها  عملکردی هنگامی شروع شد که سفالوسپورینازها از پنی

لحاظ مولکولی در گروه بتالاکتاماز طیف گسترده به .دمتمایز شدن
A (9) قرار دارند 2لحاظ عملکردی در گروه و به. 
ش سریع گستر CTX-Mزهای در طول دهه گذشته بتالاکتاما 

های مولد این بتالاکتامازها در  اولین ارگانیسم. اندجهانی داشته
صورت اپیدمیک یا اسپورادیک، در مناطق دور از هم هایی به ایزوله

 تشخیص داده شد 1996در اوایل ( فرانسه آلمان، آرژانتین و)
-بتالاکتامازها قرار می Aها در کلاس مولکولی  این آنزیم. (17)

های ای این بتالاکتاماز در میان سویهه افقی ژنگسترش .گیرند
ها صورت عضای انترباکتریاسه توسط پلاسمیدمشابه یا متفاوت ا

 . گیرد می

، CTX-M، بتالاکتامازهای TEM وSHV برخلاف بتالاکتامازهای  
سفوتاکسیم و  هایبیوتیکتری بر آنتیاثر تخریبی بیش

ها روی  CTX-M . (19) سفتریاکسون نسبت به سفتازیدیم دارند
 .رندژن های بتالاکتاماز اکتسابی پلاسمید قرار دا

 با هایسفالوسپورین به مقاوم هایسویه شیوع ،هاهمطالع برخی 

 و اشریشیا هایایزوله در ESBLs واسطه با را وسیع اثر طیف
-22 بین ویژه هایمراقبت بخش بیماران از شده مجزا کلبسیلا

 های بیوتیکآنتی که است حالی در این و اند نموده ذکر درصد 91

 در مصرفی های بیوتیکآنتی از بالایی درصد بتالاکتام گروه

 لاکتامازهابتا  این     امروزه   . دهندیم اختصاص خود به را پزشکی
ها، سیلینپنی و محدودالاثر هایسفالوسپورین بر علاوه قادرند

 کنند هیدرولیز نیز را منوباکتام و الطیفعوسی های سفالوسپورین
بر روی  المللی چنایدر یک مطالعه که در مرکز بین (.29،16،12)

 انجام شد، میزان فراوانی ژن ESBL ایزوله تولیدکننده 266

CTX-M (26)% در تحقیقی دیگر که در (. 11) گزارش گردید
فراوانی ژن و خصوصیات  ریاض عربستان انجام گردید به بررسی و

در این . پرداخته شدنیه کلبسیلا پنومودر   ESBLمولکولی
ایزوله مورد بررسی قرار گرفت و با استفاده از  266 مطالعه که

PCR های  درصد ژنCTX-M (1/92)% در (. 1) گزارش شد
کلبسیلا ، مقاومت در ای که در اصفهان انجام گرفتمطالعه

های سفوتاکسیم، آمیکاسین، بیوتیک آنتی نسبت به پنومونیه

، %1/67 ترتیبو سیپروفلوکساسین بررسی شد و به پنمایمی
 (.1)گزارش شد % 1/71  ،6% ،1/91%
 در مقاومت نوع این شیوع از حاکی متعدد هایامروزه گزارش 

 این. اسـت جهـانی مشکل یک مؤید و بوده دنیا نقاط اقصی
 از یکـی را هـا باکتری دارویـی چنـد هـایمقاومت هاهمطالع

 هـا آن کنتـرل و لزوم بررسی بر و دانسته کیپزش عمده معضلات
 ها ارگانیسم از دسته این درمان عفونت با(. 22،26) دارند کیدأت

 در ویژه هبـ و بـوده الطیفوسیع های بیوتیک آنتی تجویز نیازمند
هـای بخـش در و ایمنـی سیـستم ضـعف بـا بیمـاران
 لـذا. ـتاس همـراه ایعدیـده مـشکلات با ویژه های مراقبت

 و شناسـایی در مهمی نقش میکروب شناسی های آْزمایشگاه
در  تـسهیل و بتالاکتامازهـا نوع این مولد های باکتری گزارش
 حـال هـر در(. 22،19) کننـد مـی ایفا بیماران مؤثر درمان

بـا  مقایـسه ژنوتیپی در های روش بالای هایهزینه رغم علی
 هایروش گـسترش ت،مقاومـ تـشخیص فنوتیپی هایروش

 و آنان تر سریع و مؤثر درمان به منجر PCR مبتنی برمولکولی 
. گـرددمـی هـا باکتری مقـاوم هایایزوله گسترش از  جلـوگیری

 و شده انجام ترکم ایران در مشابه هایهمطالع که آنجائی از لـذا
 های عفونت مسئول باکتریایی هایمقاومت سویه الگوی

 نامشخص ما منطقه در ESBLs مکانیسم با ویژههب بیمارستانی
-ایزوله در CTX-M ژن بتالاکتاماز حاضروجود مطالعه در ،است

 تولیـدکننـده کلبـسیلاپنومونیـه بیمارستانی های
 بررسی مورد تهران شــهر در الطیـفوســیع بتالاکتامــازهـای

 .  گرفت قرار

روشكار

بررسیهایموردآورینمونهوايزولهجمع
شهر  های مختلفاز بیمارستان، کلبسیلاپنومونیه ایزوله 171 تعداد 

-جمع 1991تیرماه  تا 1996دی ماه از آزمایشگاه مسعود  وتهران 

میکروب شناسی  هایتوسط آزمایش های بالینی ابتدا نمونه .شدند آوری

کشت بر مانند  گونه کلبسیلاپنومونیه بیوشیمیایی مربوط به شناسایی و
کشت بر روی )تست حرکت و  آزمایش اندول ،TSI محیط روی

مورد بررسی قرار  آزاورهو سیترات  ،SIM) ،MR-VPمحیط 
.گرفتند

بيوتيکیبيوگراموتعيينحساسيتآنتیآنتی

اده از بیوتیکی با استف بیوگرام و تعیین حساسیت آنتیآزمون آنتی 
 ایسین،سیلین، جنتامآمپی سفپیم، بیوتیکی آنتیهایدیسک

 پنم،ایمی پیپراسیلین، سفتازیدیم، آمیکاسین، سفالوتین،
متوپریم  تری و نیتروفورانتوئین سفوتاکسیم، سیپروفلوکساسین،

با متد به روش دیسک دیفیوژن  انگلستان MASTشرکت 
سسه استانداردهای ؤبوئر بر اساس دستورالعمل م استاندارد کربی

 .شد انجام( CLSI)المللی آزمایشگاهی بین

، از روش دیسک ESBLsهای مولد جهت بررسی فنوتیپی سویه 
-سویه. انگلستان استفاده شد MASTترکیبی محصول شرکت 

های گروه بتالاکتام با استفاده از بیوتیکهای مقاوم به آنتی
کلاولانیک اسید مورد مطالعه /های ترکیبی سفوتاکسیمدیسک

براساس  (MERCK)در محیط مولر هینتون آگار. قرار گرفت
پس از انکوباسیون . روش دیسک دیفیوژن غربالگری صورت گرفت

طریق  از ESBLs تولید Cº97ساعت در دمای  11-11به مدت 
تر در اطراف دیسک متر یا بیشمیلی 6افزایش قطر هاله به اندازه 

اسید در مقایسه با دیسک کلاونیک/سفوتاکسیم ترکیبی
 .(1تصویر) سفوتاکسیم مشخص گردید
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، %1/67 ترتیبو سیپروفلوکساسین بررسی شد و به پنمایمی
 (.1)گزارش شد % 1/71  ،6% ،1/91%
 در مقاومت نوع این شیوع از حاکی متعدد هایامروزه گزارش 

 این. اسـت جهـانی مشکل یک مؤید و بوده دنیا نقاط اقصی
 از یکـی را هـا باکتری دارویـی چنـد هـایمقاومت هاهمطالع

 هـا آن کنتـرل و لزوم بررسی بر و دانسته کیپزش عمده معضلات
 ها ارگانیسم از دسته این درمان عفونت با(. 22،26) دارند کیدأت

 در ویژه هبـ و بـوده الطیفوسیع های بیوتیک آنتی تجویز نیازمند
هـای بخـش در و ایمنـی سیـستم ضـعف بـا بیمـاران
 لـذا. ـتاس همـراه ایعدیـده مـشکلات با ویژه های مراقبت

 و شناسـایی در مهمی نقش میکروب شناسی های آْزمایشگاه
در  تـسهیل و بتالاکتامازهـا نوع این مولد های باکتری گزارش
 حـال هـر در(. 22،19) کننـد مـی ایفا بیماران مؤثر درمان

بـا  مقایـسه ژنوتیپی در های روش بالای هایهزینه رغم علی
 هایروش گـسترش ت،مقاومـ تـشخیص فنوتیپی هایروش

 و آنان تر سریع و مؤثر درمان به منجر PCR مبتنی برمولکولی 
. گـرددمـی هـا باکتری مقـاوم هایایزوله گسترش از  جلـوگیری

 و شده انجام ترکم ایران در مشابه هایهمطالع که آنجائی از لـذا
 های عفونت مسئول باکتریایی هایمقاومت سویه الگوی

 نامشخص ما منطقه در ESBLs مکانیسم با ویژههب بیمارستانی
-ایزوله در CTX-M ژن بتالاکتاماز حاضروجود مطالعه در ،است

 تولیـدکننـده کلبـسیلاپنومونیـه بیمارستانی های
 بررسی مورد تهران شــهر در الطیـفوســیع بتالاکتامــازهـای

 .  گرفت قرار

روشكار

بررسیهایموردآورینمونهوايزولهجمع
شهر  های مختلفاز بیمارستان، کلبسیلاپنومونیه ایزوله 171 تعداد 

-جمع 1991تیرماه  تا 1996دی ماه از آزمایشگاه مسعود  وتهران 

میکروب شناسی  هایتوسط آزمایش های بالینی ابتدا نمونه .شدند آوری

کشت بر مانند  گونه کلبسیلاپنومونیه بیوشیمیایی مربوط به شناسایی و
کشت بر روی )تست حرکت و  آزمایش اندول ،TSI محیط روی

مورد بررسی قرار  آزاورهو سیترات  ،SIM) ،MR-VPمحیط 
.گرفتند

بيوتيکیبيوگراموتعيينحساسيتآنتیآنتی

اده از بیوتیکی با استف بیوگرام و تعیین حساسیت آنتیآزمون آنتی 
 ایسین،سیلین، جنتامآمپی سفپیم، بیوتیکی آنتیهایدیسک

 پنم،ایمی پیپراسیلین، سفتازیدیم، آمیکاسین، سفالوتین،
متوپریم  تری و نیتروفورانتوئین سفوتاکسیم، سیپروفلوکساسین،

با متد به روش دیسک دیفیوژن  انگلستان MASTشرکت 
سسه استانداردهای ؤبوئر بر اساس دستورالعمل م استاندارد کربی

 .شد انجام( CLSI)المللی آزمایشگاهی بین

، از روش دیسک ESBLsهای مولد جهت بررسی فنوتیپی سویه 
-سویه. انگلستان استفاده شد MASTترکیبی محصول شرکت 

های گروه بتالاکتام با استفاده از بیوتیکهای مقاوم به آنتی
کلاولانیک اسید مورد مطالعه /های ترکیبی سفوتاکسیمدیسک

براساس  (MERCK)در محیط مولر هینتون آگار. قرار گرفت
پس از انکوباسیون . روش دیسک دیفیوژن غربالگری صورت گرفت

طریق  از ESBLs تولید Cº97ساعت در دمای  11-11به مدت 
تر در اطراف دیسک متر یا بیشمیلی 6افزایش قطر هاله به اندازه 

اسید در مقایسه با دیسک کلاونیک/سفوتاکسیم ترکیبی
 .(1تصویر) سفوتاکسیم مشخص گردید
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 مولدکلبسیلا های ییدی جهت شناسایی سویهأدیسک فنوتیپی ت :1شکل

ESBLs 
ردر محیط مولر هینتون آگا  :A (سفوتاکسیم .) :B کلاونیک /سفوتاکسیم) 

(اسید  

DNAاستخراج

 از هایینیاز به کلنی boilingروش به DNAبرای استخراج 
در  ههایی ک، به این منظور نمونهاست( ساعته 22) کشت تازه

های بتالاکتام مقاوم  بیوتیک آزمون فنوتیپی به هر یک از آنتی
ساعت  22بعد از  .کشت داده شدند DNAبرای استخراج  بودند،

مورد  هایایزوله و رشد گراددرجه سانتی 96 انکوباسیون در دمای
کلنی از هر نمونه داخل  6تا  9ابتدا  .شدندنظر آماده استخراج 

مقطر استریل حل  آب  λ266حاوی یتر لمیلی 6/1 میکروتیوب
که تا این شد shakeها با استفاده از شیکر آن قدر نمونه .شد

 .کاملا حل شوند

 166) دقیقه، داخل بن ماری جوش 16-16ها به مدت ویال 
که سطح آب جوش دو طوریهب ه شدقرار داد ،(گرادتیندرجه سا

 .گیرد را در بر میکروتیوبسوم 

 rpm 16666 دقیقه، با دور 6-16مدت ها بهمیکروتیوبسپس  
 DNAکه حاوی ( سوپرناتانت) محلول روییو  شدسانتریفوژ 

استریل منتقل  میکروتیوببه  PCRباشد، برای انجام واکنش  می
 .شد

گیری یید ژنوم اندازهأجهت تدر این مرحله پس از استخراج،  
ده از با استفاگیری کمی در اندازه؛ کمی و کیفی انجام گرفت

به کمک جذب نوری آن در طول  DNAنانودراپ غلظت نمونه 
ه دادمورد سنجش قرار  216و296نانومتر نسبت به  216موج 

استخراج شده بر روی ژل  DNAگیری کیفی نمونه در اندازه .شد
 .درصد الکتروفورز مشاهده گردید 61/6ز آگار

 میتما و صورت روزانه انجام گرفتاستخراج به این روش به 
DNA نگهداری  -26در یخچال  و استخراج شده ذخیره شد
 .شدند

 های مورد استفاده توالی پرایمر پرایمرها (16) برای تهیه پرایمرها 

پرایمرها پس . شد پیشگام جهت ساخت تحویل شرکت (1جدول)
برای تهیه محلول . صورت لیوفیلیزه دریافت شدنداز طراحی به

 .همراه پرایمر عمل شد( گه آنالیزبر) ذخیره بر طبق دستورالعمل 

  های مورد استفادهرپرایم اطلاعات: 1جدول

 

 PCRهانمونه

آماده شرکت  میکرولیتر از مسترمیکس 6/12 مطالعهدر این  
میکرولیتر  1و  CTX-M forward پرایمر میکرولیتر 1امپلیکون، 

میکرولیتر آب مقطر و  CTX-M reverse   ،6/7پرایمر
 انجام صحت از اطمینان برای .استفاده شد DNAمیکرولیتر از 9

 ATCC کلبسیلاپنومونیه از که است ذکر به لازم آزمایش،

 تهران صنعتی و علمی هایپژوهش مرکز از شده تهیه  700603
 ایران ورانستیتوپاست از شده تهیه ATCC 35218 و اشریشیاکلی

 .گردید استفاده ترتیببه منفی مثبت و کنترل عنوانبه

  :شد انجام زیر شرح به ترموسایکلر دستگاه در PCR واکنش 

نام 
 پرایمر

طول  توالی
 قطعه

 TMدمای

CTX-
M 

F: 5'- ACCGCCGATAATTCGCAGAT-3' 
R: 5'-

GATATCGTTGGTGGTGCCATAA-3' 

588bp 61 

TEM F: 5'-TTTCGTGTCGCCCTTATTCC-3' 
R: 5'-

ATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGG-3' 

401bp 55/5 

 گراددرجه سانتی 92 ای دردقیقه 6 سیکل یک 
(Initialdenaturation) ، مرحله واسرشت سیکل شامل 96سپس 

 اتصال د، مرحلهگرادرجه سانتی 92 در دقیقه 1 (denaturation)شدن 

(annealing) 1 مرحله طویل شدن  و گراددرجه سانتی 11 در دقیقه
(Extention) 1 یک  نهایتدر  گراد ودرجه سانتی 72 در دقیقه

  .گراددرجه سانتی 72ای در دقیقه 6سیکل 

 الکتروفورز

 %6/1ز از ژل آگار PCR هایبرای انجام الکتروفورز محصول 
 بافر  لیترمیلی 166گرم پودر آگارز را در  6/1میزان . استفاده شد

TBE 0.5X شدن به  حل کرده و بعد از حرارت دادن و خنک
برای رنگ ) safestain (μg/ml 166) میکرولیتر 16میزان 
پس از مخلوط کردن، محلول . شدبه آن اضافه ( DNAآمیزی 

پس از بسته شدن ژل، از قالب خارج کرده و  داخل قالب ریخته و
میکرولیتر سه مقدار . ه شدخل تانک الکتروفورز انتقال دادبه دا

ladder  میکرولیتر محصول  1را در چاهک اول و سپسPCR  
برای انجام الکتروفورز،  .شدهای بعدی اضافه  ترتیب در چاهکبه

 26 و سپس  ولت تنظیم گردید 166روی دقیقه  2به مدت ولتاژ 
سه چهارم طول ژل  ، وقتی نمونهولت تنظیم شد 16دقیقه روی 

مورد مشاهده  ژل داکرا طی کرد، ژل از تانک خارج و با دستگاه 
 .شداز ژل مربوطه عکس تهیه  قرار داده و

هايافته
 جداگانه طورهب بیوتیکآنتی دیسک هر برای گذاریدیسک نتایج 

 پژوهش این در .شد بررسی پنومونیا کلبسیلا ایزوله 171 در

 سیلینآمپی بیوتیکآنتی به مربوط مقاومت، میزان ترینبیش
-ایمی بیوتیکآنتی به مربوطترین درصد مقاومت و کم %(62/19)

 .گردید مشاهده( 61/1) پنم

 صورتهب نیز بیوتیکآنتی هر به غیرمقاوم های مقاوم وایزوله 
 داده نشان (1) نمودار در که شد گزارش حساس نیمه و حساس

 .است شده

توانایی %( 11/61)ایزوله  166لاپنومونیه کلبسیایزوله  171از  
از طریق   ESBLتولید. های بتالاکتاماز را داشتندتولید آنزیم

تر در اطراف دیسک متر یا بیشمیلی 6افزایش قطر هاله به اندازه 
در محیط ( انگلستان Mast شرکت)اسید کلاولانیک/سفوتاکسیم

 .محاسبه گردید MERCK آگار هینتونمولر

نتیجه کمی ژنوم استخراج شده باکتری ( 2)تصویر 
نانوگرم بر میکرولیتر  721. دهد را نشان می کلبسیلاپنومونیه

 216/216چنین نسبت هم. استدست آمده هب DNAغلظت 
.استدست آمده هب DNAنشان دهنده عدم آلودگی 

حاصل از استخراج ژنوم باکتری   DNAنتایج کیفی( 9تصویر) 
محیط کشت با استفاده از روش جوشاندن  از کلبسیلاپنومونیه

از total DNAباشد که این نتایج نشان دهنده این است که  می
   .درستی استخراج شده استباکتری به

  ژن  این اختصاصی پرایمرهای از استفاده با PCR آزمون انجام با 
 در که شد مشخص ESBL پنومونیه کلبسیلا ایزوله 166 روی بر

 تعدادی .باشند می CTX-M ژن دارای ایزوله %(21) 21 مجموع
 کنترل و مثبت کنترل با همراه ژن این دارای ثبت های نمونه از

 (.2تصویر)شد  PCR جداگانه طوربه منفی

 
 نتیجه کمی ژنوم استخراج شده: 2شکل 
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 گراددرجه سانتی 92 ای دردقیقه 6 سیکل یک 
(Initialdenaturation) ، مرحله واسرشت سیکل شامل 96سپس 

 اتصال د، مرحلهگرادرجه سانتی 92 در دقیقه 1 (denaturation)شدن 

(annealing) 1 مرحله طویل شدن  و گراددرجه سانتی 11 در دقیقه
(Extention) 1 یک  نهایتدر  گراد ودرجه سانتی 72 در دقیقه

  .گراددرجه سانتی 72ای در دقیقه 6سیکل 

 الکتروفورز

 %6/1ز از ژل آگار PCR هایبرای انجام الکتروفورز محصول 
 بافر  لیترمیلی 166گرم پودر آگارز را در  6/1میزان . استفاده شد

TBE 0.5X شدن به  حل کرده و بعد از حرارت دادن و خنک
برای رنگ ) safestain (μg/ml 166) میکرولیتر 16میزان 
پس از مخلوط کردن، محلول . شدبه آن اضافه ( DNAآمیزی 

پس از بسته شدن ژل، از قالب خارج کرده و  داخل قالب ریخته و
میکرولیتر سه مقدار . ه شدخل تانک الکتروفورز انتقال دادبه دا

ladder  میکرولیتر محصول  1را در چاهک اول و سپسPCR  
برای انجام الکتروفورز،  .شدهای بعدی اضافه  ترتیب در چاهکبه

 26 و سپس  ولت تنظیم گردید 166روی دقیقه  2به مدت ولتاژ 
سه چهارم طول ژل  ، وقتی نمونهولت تنظیم شد 16دقیقه روی 

مورد مشاهده  ژل داکرا طی کرد، ژل از تانک خارج و با دستگاه 
 .شداز ژل مربوطه عکس تهیه  قرار داده و

هايافته
 جداگانه طورهب بیوتیکآنتی دیسک هر برای گذاریدیسک نتایج 

 پژوهش این در .شد بررسی پنومونیا کلبسیلا ایزوله 171 در

 سیلینآمپی بیوتیکآنتی به مربوط مقاومت، میزان ترینبیش
-ایمی بیوتیکآنتی به مربوطترین درصد مقاومت و کم %(62/19)

 .گردید مشاهده( 61/1) پنم

 صورتهب نیز بیوتیکآنتی هر به غیرمقاوم های مقاوم وایزوله 
 داده نشان (1) نمودار در که شد گزارش حساس نیمه و حساس

 .است شده

توانایی %( 11/61)ایزوله  166لاپنومونیه کلبسیایزوله  171از  
از طریق   ESBLتولید. های بتالاکتاماز را داشتندتولید آنزیم

تر در اطراف دیسک متر یا بیشمیلی 6افزایش قطر هاله به اندازه 
در محیط ( انگلستان Mast شرکت)اسید کلاولانیک/سفوتاکسیم

 .محاسبه گردید MERCK آگار هینتونمولر

نتیجه کمی ژنوم استخراج شده باکتری ( 2)تصویر 
نانوگرم بر میکرولیتر  721. دهد را نشان می کلبسیلاپنومونیه

 216/216چنین نسبت هم. استدست آمده هب DNAغلظت 
.استدست آمده هب DNAنشان دهنده عدم آلودگی 

حاصل از استخراج ژنوم باکتری   DNAنتایج کیفی( 9تصویر) 
محیط کشت با استفاده از روش جوشاندن  از کلبسیلاپنومونیه

از total DNAباشد که این نتایج نشان دهنده این است که  می
   .درستی استخراج شده استباکتری به

  ژن  این اختصاصی پرایمرهای از استفاده با PCR آزمون انجام با 
 در که شد مشخص ESBL پنومونیه کلبسیلا ایزوله 166 روی بر

 تعدادی .باشند می CTX-M ژن دارای ایزوله %(21) 21 مجموع
 کنترل و مثبت کنترل با همراه ژن این دارای ثبت های نمونه از

 (.2تصویر)شد  PCR جداگانه طوربه منفی

 
 نتیجه کمی ژنوم استخراج شده: 2شکل 
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 نتیجه کیفی ژنوم استخراج شده: 9شکل             

 

                CTX-Mهای حاوی ژن نهبرخی از نمو: 2شکل             

                 

 

 

 

 

 

 نتایج تست آنتی بیوگرام: 1نمودار



بحث
ای که در اصفهان انجام گرفت، مقاومت در در مطالعه 

های سفوتاکسیم، بیوتیکآنتی نسبت به کلبسیلاپنومونیه
 ترتیبپنم و سیپروفلوکساسین بررسی شد و بهآمیکاسین، ایمی

 .(1)گزارش شد % 1/71 ،6% 1/91، 1/67%

پنم دیده گرگان انجام شد مقاومت به ایمی ای که دردر مطالعه
 .(6)نشد 

 ها نسبت به جنتامایسینای دیگر مقاومت تمام گونهدر مطالعه 

 (.2)تعیین گردید % 2پنم ، ایمی% 96
پیشین  هایهها در مطالعبیوتیکت به آنتیمت در میزان مقاوتفاو 

دلیل تفاوت در نوع درمان بیماران مورد مطالعه بوده تواند بهمی
ها در این بیماران باعث بیوتیکد که مصرف زیاد برخی آنتیباش

0
20
40
60
80

100

                   

با . ها شده استبیوتیکر مقاومت به این نوع آنتیگیافزایش چشم
بیوتیک نیز مانند ترین آنتیحساس هایهاین حال در این مطالع

ثرترین ؤنم گزارش شده است و در واقع مپایمی ر،ضمطالعه حا
 .باشد می

ایزوله  266بر روی  المللی چنایدر یک مطالعه که در مرکز بین 
 CTX-M 26%  انجام شد، میزان فراوانی ژن ESBL تولیدکننده

  که دیگر ایمطالعه در . ,Jemima et al 2008. گزارش گردید

 در بستری بیماران از شده جدا کلبسیلاپنومونیه هایایزوله روی

-بهره با شد، انجام تهران شهر رضای امام و های بعثتبیمارستان

 از %(17/11) نمونه 296 که شدند متوجه PCR روش از گیری

 CTX-M فراوانی ژن   .(2) بودند CTX-M ژن شامل نمونه 299
و در  (27)% 9/27ای در کلمبیا های روده های باکتریدر ایزوله
های از سویه% 99در استرالیا (. 11)ش شد گزار% 26فرانسه 

 دانگزارش شده  CTX-Mدارای ژن ESBLs مولد انترباکترویاسه
(12). 
-CTXدهد که فراوانی ژن داخلی نشان می هایهچنین مطالعهم 

M  متفاوت  انتروباکتریاسههای در کل سویه% 6/22تا % 21/12از
خوانی  ر همضحا با مطالعه کمابیشکه این فراوانی  ؛(17)است 

 .دارد
ی که در نقاط مختلف ایران هایهبا مطالع ضراحنتایج مطالعه  

سویی و با بعضی دیگر  هم هاهانجام شده است با بعضی مطالع
دلیل بهها ممکن است  تفاوت وجود دارد که وجود این تفاوت

گیری، تفاوت سطح بهداشت افراد منطقه، تفاوت در روش نمونه
-لذا اختلاف در فراوانی ژن .ی و رژیم غذایی باشدمنطقه جغرافیای

ها مولد مقاومت جستجو مقاومت را باید در حضور سایر ژن های
که باعث  کرد که در مناطق مختلف از وفور متفاوتی برخوردارند

های مقاوم این باکتری طح سویهتفاوت فنوتیپی و ژنوتیپی در س
 های خانوادهباکتریهای مقاومت در تمام  ژن این تنوع .گردد می

فنوتیپی و کند و باعث تفاوت نتایج  نیز صدق می انتروباکتریاسه
-به. گردد های مقاوم این باکتری ها میژنوتیپی در سطح ایزوله

های ژنوتیپی مورد استفاده در تحقیقات مختلف  علاوه تنوع روش

رسد که  نظر میبه. تواند از دلایل این اختلاف نتایج باشد نیز می
ویژه در محیط بیمارستان  هصرف خودسرانه و بیش از حد دارو بم

نژوگاسیون که در ااز سویی با افزایش مقاومت دارویی و فرایند ک
های پلاسمیدی نقش اساسی دارد و به  های بتالاکتاماز ژن انتقال

انجامد از سوی دیگر در  های دارویی می رشد فزاینده و مقاومت
ی بیمارستانی و جامعه دخیل بوده هاانتقال مقاومت بین سویه

 .است

گيرینتيجه
 به مقاومت لهأمس مطالعه، این نتایج اساس بر مجموع، در 

 های بیوتیکآنتی مؤثرترین و بهترین امروزه که بتالاکتام داروهای

  های بیماری از بسیاری درمان در وسیع اثر طیف با و موجود

 بزودی که ستا پیشرفت به رو جدی معضل یک هستند، عفونی

 خواهیم نیاز جدید های بیوتیکآنتی به ها، آن جایگزینی جهت

 . داشت

ها  بیوتیکتغییر در استراتژی مصرف آنتی ،رعایت بهداشت بیماران
و ایجاد شرایط استریل در بخش هایی که بیماران در آن به مدت 

تواند تا  شوند از عوامل مهمی هستند که می طولانی بستری می
.ها ایفای نقش نمایدکنترل این گونه میکروارگانیسم حدودی در

دست آمده در این مطالعه، از یک طرف ضرورت اتخاذ ههای بیافته
تدابیر عملی در مورد تجویز منطقی داروها را ایجاب نموده و از 

های تشخیصی جدید و  وری از روش طرف دیگر اهمیت بهره
ی الگوی مقاومت های مولکولی در زمینه تشخیص و شناسایروش

 .نمایدزد میدر هر منطقه در باکتری ها را گوش

تعداد  نهیزم نیدر ا یبعد هایهکه در مطالع شود یم شنهادیپ
-قرار دهند و هم یرا مورد بررس مارانیاز ب یترشیب یهانمونه

  تا ندیشهر ننما کی یها مارستانیمطالعه را محدود به ب نیچن
 .دیایبه دست ب یترهو قانع کنند قیدق یهاجواب
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زاد آپرسنل محترم و زحمتکش گروه زیست شناسی دانشگاه از
پرسنل محترم مرکز تحقیقات چنین از اسلامی واحد پرند و هم

تشکر و قدردانی ... بیولوژی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی بقیه ا
 .شودمی
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