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 چکیده
 اکنون هم. است شده ها علیه آن بر افزايش مقاومت سبب باکتريايي های عفونت درمان در بتالاکتام میكروبي ضد مواد روزافزون مصرف :مقدمه

 ونیهـــکلبسیلاپنوم ويژه به بالیني های ايزوله میان به بتالاکتاماز های وسیع الطیف در آنزيمي مقاومت بیمارستاني های درمان عفونت معضلات از يكي
 به خود اختصاص های وسیع الطیف را در اروپا کانادا و آسیا رانوع بتالاکتامازترين  شايع CTX-Mای نوع ــنزيم هآته ـــطي يک دهه گذش .باشد مي

 به CTX-M-3 الطیف و شناسايي ژن وسیع بتالاکتاماز تولیدکننده پنومونیهکلبسیلا های باکتری بررسي میزان فراواني مطالعه اين از هدف .داده اند
 .بود مولكولي روش

بیماران عفوني بیمارستان ( زخم از نمونه های بالیني مختلف)ادرار، خون، کلبسیلاپنومونیه ايزوله 130ماهه،  9طي يک دوره  مواد و روش ها:

به روش ديسک ديفیوژن  تي بیوتیک مورد استفاده در برابر باکتری های گرم منفيآن 9ها به  حساسیت آن و امام خمیني شهرستان ساری جدا گرديد
یبي مشخص گرديده و سپس ، با استفاده از روش ديسک ترکextended-spectrum beta-lactamases(ESBL)يزوله های تولیدکنندها گار سنجیده شد.آ

 شناسايي شد. PCRبا روش  CTX-M-3نزيم آ سويه های تولیدکننده

 9/16) 22ها  ناز میان آ و بودند (ESBL)( ايزوله کلبسیلاپنومونیه تولیدکننده بتالاکتامازهای وسیع الطیفدرصد 8/36) 48 یافته های پژوهش:

 بودند. CTX-M-3 ( مورد حاوی ژندرصد

مطالعه ما نشان داد که شیوع تولید بتالاکتامازهای وسیع الطیف در ايزوله های مقاوم به کینولون ها در کشور ما در  :گیرینتیجه بحث و 

 با کشورهای پیشرفته بالاتر مي باشد. مقايسه
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 مقدمه
 عامل منفي و گرم باکتری يک ،کلبسیلاپنومونیه

 ايجادکننده مهم عوامل از يكي چنین هم پنوموني،
 از مهمي های بیماری ايجاد در بیمارستاني های عفونت

در افراد با سیستم ايمني  ادراری مجاری عفونت جمله
بیوتیک های  نتيآ .(1)دارد مهمي نقشضعیف شده 

 درمان که برایبتالاکتام از شايع ترين داروهايي هستند 
 تجويز انتخاب و میكروبي ضد عوامل از ها عفونت اين
وجود حلقه  ،ويژگي مشترک اين دارو هااز  .شوند  مي

 ست،ا ها نساختــــمان شیـــمیايي آ تام درــبتالاک
باپنم ها از خانواده رها و کا ينسفالوسپور سیلین ها، پني

تولید  .(3،2)دنتام مي باشـــالاکـــنتي بیوتیک های بتآ
تـــرين مــــكانیسم مقـــاومت به  بتالاکتاماز مهم

اين  عملكردکه تي بیوتیک های بتالاکتام مي باشد نآ
 (.3،2)داروها را به طور قابل توجهي کاهش داده است

 طريق را از کووالانت آسیل اتصال يک ها آنزيم اين
 که مي آورند وجود به بتالاکتام حلقه کربوکسیل گروه

 فعال شدن غیر و بتالاکتام حلقه شدن باز آن حاصل
 بتالاکتامازهای با واسطه پلاسمید .(4)باشد مي دارو

در باکتری های گرم منفي  شايع تر است و بیشتر
نسل  یمقاومت به پني سیلین ها و سفالوسپورين ها

( Cefuroxim, Cephamycin و نسل دوم)به جز اول
جديدتر  نسل سوم و نسل چهارم و يا بتالاکتام های

 .(5)دارد زترئونام را به دنبالآشامل کارباپنم ها يا 
 ستندــه هايي زيمـــآن ع الطیفوسی بتالاکتامازهای

 و ها سیلین پني روی یعي برــوس اثر طیف محدوده که
 ها آنزيم اين اما ها دارند آزترونام و ها سفالوسپورين

 .(5)ندارند ها يا کرباپنم ها سفامايسین روی بر تاثیری
 اسید، سولباکتام بتالاکتاماز)کلاولانیک مهارکننده های

 توانايي مهار بتالاکتاماز مشتق از ( معمولاًو تازوباکتام
بتالاکتامازی  نزيمآاولین  TEM-1 پلاسمید را ندارند

 1960مي باشد که در باکتری های گرم منفي در سال 
 بتالاکتاماز ازوجود اين  گذشت زمان مشخص گرديد. با

و در اکثر باکتری های  سراسر جهان گزارش گرديد
 در حالت  .(6)مي شود يافت خانواده انتروباکترياسه هم

گزارش  ESBLترين  کلي مي توان گفت که شايع
  بتالاکتامازهای آسیايي، و غربي کشورهای از شده

 TEM و SHV روی بر که باشد الطیف مي وسیع

 و دارند رارـــق بزرگ یدهایــاز پلاسم شده مشتق
 .(8،8)ايجاد مي کنند را درمان به مقاوم سويه های

نزيم های وابسته به آهای نظیر   ESBLبیشتر ،اخیراً
در اغلب مناطق جغرافیايي به طور  ،CTX-Mتیپ 

از بررسي هايي که انجام  وسیع، تعیین هويت شده اند.
 شده است مشخص شده که اين بتالاکتاماز ترجیحاً

 .سفتازيديم هیدرولیز مي نمايد را بهتر از سفوتاکسیم
 در ای زايندهـــف طور هـــب CTX-M بتالاکتامازهای

 .(9،10)هستند  شايع و کلبسیلاپنومونیه اشريشیاکلي
 گروه پنج به اسید آمینه تغییرات اساس بر ها آنزيم اين
-CTX-M25 CTX-M1, CTX-M2, CTXليــاص

M8, CTX-M, 9 نزيمآ ؛ کهشوند مي تقسیم CTX-

M-3 در گروه CTXM-1 تیپ های   .(11)دارد قرار
CTX-M-2  وCTX-M-3  سراسر جهان شیوع  در

 مختلف جهان، ر کشورهایـــبیشتری دارند و در اکث
 فرانسه چنین در ند. همـــغالب مي باش های یپت

از انتروباکترياسه  CTX-M-3 تولیدکننده ايزوله های
 موضوع، اهمیت بر بنا (12،13)گزارش گرديده است

 در CTX-M-3 پژوهش ارزيابي اين انجام از هدف
تان ساری ــرســـدر شه کلبسیلاپنومونیه، های ايزوله

 باشد. مي

 مواد و روش ها
 ،جمله ادرار از مختلف بالیني نمونه 300 تعدادابتدا 

 1394تا شهريور  1393ماه از اسفند  8 طي خون و زخم
 در و بوعلي امام خمیني آموزشيهای  بیمارستان از

بر روی  نمونه ها سپس گرديد. آوری ساری جمع شهر
 (آلمان، مرک)بلومحیط کشت بلاد اگار و ائوزين متیلن 

ت های ـــريق تســاز طسپس  کشت داده شدند.
، مرک، آلمان()سیتراتبیل سیمون ـــبیوشیمیايي از ق

مرک، )سیلازـــدکربوکیزين ـــ، ل)مرک، آلمان(اوره از
رک، ـــ)م SIM، مان(ــــرک، آلـــ)مTSI، آلمان(

که بر روی  مان(ــــ، آلرکـــم)MR/VP ،مان(ـــآل
نومونیه ـــايزوله کلبسیلاپ 130ا انجام گرفت، ــکلني ه

از  بعد شده ازیـــجداس های شناسايي شد. باکتری
 براث ویــــس یزـــک يــتريپت محیط در تشخیص

 درجه -80 در رولـــلیســــگ درصـــد 20 اویـــح
 بعدی های ونـــآزم امــــانج زمان تا گراد تيـــسان

 .شدند ذخیره
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 و حساسیت :میكروبي ضد حساسیت ارزيابي
 ديسک به روش ها سويه تمامي بیوتیكي آنتي مقاومت

 از فادهـــاست با و (Kirby-Bauer)وژنــفیـــآگاردي
 پادتن شرکت از شده تهیه يبیوتیك آنتي های ديسک

، جنتامايسین، سفكسیمکوتريموکسازول،  طب شامل
، ترياکسونـــسف، مـــزوکسی فتيـــس ،نــسیلی آمپي

به  تعیین گرديد. ، مروپنمسفوتاکسیم ،سیپروفلوکسازين
سانتي متر از  5/2اين صورت که به فاصله حداقل 

گار قرار گرفتند. سپس آيكديگر در محیط مولر هینتون 
باسیون هاله ودرجه انك 38ساعت در دمای  24به مدت 

و با  عدم رشد در اطراف ديسک ها اندازه گیری
مقايسه و به صورت مقاوم  (CLSI)های جهانيداستاندار

(R)  ساسحنیمه(I) حساس R (14)گرديدند گزارش. 
 :الطیف وسیع بتالاکتاماز های آنزيم تولید ارزيابي

های تولیدکننده بتالاکتامازهای  ارگانیسم برای بررسي
از  CLSIوسیع الطیف، به پیشنهاد سازماني جهاني 

  . ابتدا با(14)استفاده شد Combined disk روش
تری ها سوسپانسیوني به کشت خالص باک استفاده از

مک فارلند تهیه و سپس با سواپ استريل  5/0کدورت 
 بر روی محیط کشت مولر هینتون اگار کشت داده

 میكروگرم، 30 سفتازيديم های ديسک سپس شدند.
 ،(میكروگرم 10-30)دــاسی لاولانیکــــک-سفتازيديم

 کلاولانیک-سفوتاکسیم و( میكروگرم 30)سفوتاکسیم
 5/2داقل ــــله حــبه فاص میكروگرم( 10-30)اسید

 از بعد سانتي متر از يكديگر بر روی محیط قرار گرفتند.

 درجه 38ساعت در دمای  24 مدت به انكوباسیون
 هاله قطر از طريق افزايش ESBLتولید ، سانتي گراد

 ديسک اطراف در يا بیشتر متر میلي 5 اندازه عدم به
 فوتاکسیمــــس يا یدـــاس لاوولونیکـــک/سفتازيديم

 رشد های باکتری از .گرديد مشخص اسید کلاوولونیک
جوشاندن استخراج  روش ژنومیک به DNA يافته

 اين باکتری که مقداری کلوني از صورت بدين .گرديد
 در دقیقه 8 به مدت ب ديونیزه وارد وآ در و برداشته

ها  سپس ويال گراد جوشانیده و درجه سانتي 95 دمای
 سانترفیوژ rpm 13000 دور دقیقه در 5 به مدت

 در الگو DNA عنوانرويي را به  ، محلول(15)هکرد
 ذخیره شد. PCR انجام منظوردرجه سلسیوس به  -20

 مثبت ESBL ايزوله هايي که از نظر تست تايیدی
و با استفاده از  CTX-M-3، از نظر حضور ژن شدند

در  گرفتند پرايمرهای اختصاصي مورد بررسي قرار
حجم  با PCRواکنش مخلوط اصلي  1 شماره جدول
، dNTPs یكرومولم 100 :شامل میكرولیتر 25 نهايي

لیتر  میلي مول در 5/2مول از هر پرايمر، یكوپ 50
MgCL2، 1  نزيم آواحدTag  میكروگرم  1وDNA 

 مرحله :شامل دستگاه ترموسايكلربود، برنامه  الگو
گراد به  درجه سانتي 95 دمای واسرشته شدن اولیه در

 مرحله .سیكل ادامه مي يابد 30 با که دقیقه 3 مدت
درجه  95 دمای در( Denaturation)واسرشته شدن

 الـــاتص رحلهـــم ،یهثان 30مدت گراد به  سانتي
(Annealing )مدت گراد به  درجه سانتي 55 دمای در

 دمای در (Elongationشدن)مرحله طويل  و یهثان 30
 مرحله طويل و ثانیه 30 گراد به مدت درجه سانتي 82

مدت گراد به  درجه سانتي 82 دمای در شدن نهايي هم
 جهت ،PCRواکنش  در .(16)يابدادامه مي  یقهدق 3

 800603مثبت سوش کنترل  تست از کنترل کیفي
Klebsiella pneumonia ATCC گرديد استفاده. 

 TBE1Xالكتروفورز از بافر  لازم به ذکر است که برای
چنین لدر استفاده  درصد استفاده شد. هم 1گاروز آو ژل 

 تهیه شده از bp 100طالعه ــــده در اين مــــش

 زيه وــــبرای تج. ت مي باشدـــكاپوزيســـشرکت ت
X زمونآ و SPSSافزار رم ـــن تحلیل نتايج از

2
 

 استفاده شد.
 

 
 PCRانجام ازمون  جهت استفاده مورد اختصاصی پرایمرهای توالی .1شماره  جدول

نوکلئوتیدی توالي نام پرايمر  PCR محصول اندازه 

CTX-M-3-F GCGATGTGCAGCACCAGTAA 605 
CTX-M-3-R GGTTGAGGCTGGGTGAAGTA 605 
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میزان مقاومت 
 (%)دارویی

42 25 65 25 18 88 95 95 60

 ی پژوهشیافته ها
 باکتری از 102 ايزوله شده یباکتر 130 کل از

 عفونت زخمي مورد از 11درصد(  4/88)یادرارعفونت 
جداسازی ( درصد 13خون) از مورد 18 ،(درصد 8)

( درصد 8/36) 48 کلبسیلا يزولها 130 یانم از .گرديد
 لازم .بتالاکتامازهای وسیع الطیف مي باشد نمونه مولد

نزيم های آدين ــــرين مولــاست که بیشت به ذکر
 52 .باشد بتالاکتامازی متعلق به نمونه های ادراری مي

 شماره )نمودارمورد دارای مقاومت داروی چندگانه بودند
 ( ازدرصد 8/45)زولهــــيا PCR ،22ت ــتس در (.1

بتالاکتامازهای وسیع الطیف  اوم دارایـــسويه های مق
 (.1شماره  شكل)بودندCTX-M-3  نوع از

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 پنومونیهدر کلبسیلا CTX-M-3ژن  PCRگاروز حاوی نمونه های آژل  .1شماره  شکل

lan1 ،کنترل منفی :lan 2, 3, 4 ،ایزوله های مثبت :lan 5کنترل مثبت : 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 اطلاعات مربوط به درصد مقاومت دارویی. 1شماره  نمودار
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 و نتیجه گیری بحث
افزايش مقاومت نسبت به  در عوامل موثر يكي از

له ــــجم از امازـــای بتالاکتـــه یکـــیوتــنتي بآ
های  نزيمآ ، تولیدهای وسیع الطیف سفالوسپورين

 چنین  میزان هم .(16)است وسیع الطیف بتالاکتاماز
در میان انتروباکترياسه در سراسر جهان  ESBLتولید 

 ESBL هايزوله های تولیدکنند. (18)متفاوت مي باشد
 وسیلهه ب را مقاومت های ژن راحتي به توانند مي

 ايجاد سبب و کرده منتقل افقي انتقال از طريق پلاسمید
. (18)گردند ها در بیمارستان بیمارستاني های عفونت

 يكيبه عنوان  الطیف وسیع بتالاکتاماز های آنزيم تولید
 مقاومت دارای های عفونت درمان در جدی خطرهای از

ن آيل ترين دلا مهماز  شود. گرفته مينظر  درچندگانه 
های  وتیکـــي بیـــنتآمصرف بي رويه توان به  مي

هايي که اين  ارگانیسمچنین  اشاره کرد. همبتالاکتام 
باعث افزايش توانند  ميژن ها را حمل مي کنند 

که  مطالعه ای  در .(19)گردندبین افراد  بیماريزايي در
 نمونه 130 از مورد 38 که گرديد انجام شد مشاهده

. باشند دارويي مي چند مقاومت واجد کلبسیلاپنومونیه،
سفكسیم،  مانند هايي بیوتیک به آنتي نمونه هايي نیز 

در اين  .بودند مقاوم زوکسیم سفتي و توبرا مايسین،
د مولد ـــدرص 8/36وله جدا شده، ايز 130مطالعه از 

م های بتالاکتاماز بودند که با مطالعه ای که در نزيآ
ابه ـــمش تقريباًنجام مشهد توسط نخعي و همكاران ا

در مطالعه ای که توسط میرزايي و  (20)باشد مي
 CTXM-1همكاران انجام گرفت نشان دادند که گروه 

در  .(12)درصد بالاترين شیوع را داشت 88/35شیوع  با
 Minjun Chenتوسط  2002مطالعه ای که در سال 

در کشور چین صورت گرفت مشاهده گرديد که حدود 

ونیه مولد ـــومــدرصد از ايزوله های کلبسیلاپن 40
زهای وسیع الطیف بودده اند. در اين مطالعه ابتالاکتام

-CTXمورد از سويه های مورد بررسي مولد ژن  19

M-3 عه حاضر شیوع سبت به مطالـــبوده اند که ن
در مطالعه ديگری که در  .(21)تری داشته است پايین
در تايوان انجام گرفته است، مشخص شد  2001سال 

 41نمونه) 88پنومونیه، کلبسیلاايزوله  211که از 
وسیع الطیف بوده اند. از (، مولد بتالاکتامازهای درصد

 CTX-M-3( دارای ژن درصد 32مورد) 28اين تعداد، 
با مطالعه حاضر  باشند که نتايج اين مطالعه تقريباً مي
 2001مطالعه ديگری که در سال  .(22)خواني دارد هم

در لهستان انجام  Marek Gniadkowski توسط
ايزوله  84صورت بوده است که از  گرفته است به اين

بوده اند که  ESBLوباکترياسه همه نمونه ها مولد رانت
تا از نمونه ها دريافتند  28در نتیجه با تعیین سكانس 

 .(23)بوده اند CTX-M-3مورد دارای ژن  28که هر 
درصد بالايي از ايزوله های  در مطالعه حاضر، تقريباً

های وسیع ومونیه به عنوان مولد بتالاکتامازکلبسیلاپن
طالعه حاضر و مطالعات ـــمند. دـــالطیف شناسايي ش

مشابهي که در سراسر جهان در اين زمینه صورت 
گرفته است نشان از اين دارد که درصد ارگانیسم های 

در دنیا سیر صعودی داشته و با  ESBLتولیدکننده 
توجه به ضرورت اين موضوع در افزايش مقاومت 
دارويي و در نتیجه آن عدم درمان عفونت های 

، توصیه مي شود پژوهش های بیشتری در بیمارستاني
ورت گیرد تا ــــص ها ESBLنه و انواع ـــاين زمی
كارهای ــــاني مناسب و راهـــپروتوکل درمبتوان 

قاومت آنتي بیوتیكي ــوگیری از مـــويژه جهت جل
 ارائه داد.
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Abstract 
Introduction: The wideuse of beta-lactam 

antibacterial agents in the treatment of 

bacterial infections has increased bacterial 

resistance. Nowadays, one of the problems 

in the treatment of nosocomial infections is 

enzymes resistance to broad spectrum beta-

lactamases among clinical isolates, 

especially Klebsiella pneumoniae.Over the 

past decade, CTX-M type enzymes have 

been recognized asthe most common type 

of broad-spectrum beta-lactamase in 

Europe, Canada, and Asia.The aim of this 

study was to evaluate the prevalence of 

broad-spectrum beta-lactamase-

producingKlebsiella pneumoniae bacteria 

and to identify the CTX-M-3 gene by 

molecular method. 

 

Materials & Methods: Over a 9-month 

period, 130 Klebsiella pneumoniaewere 

isolated from different clinical specimens 

(urine, blood, ulcers) of infectious patients 

in Imam Khomeini Hospital, Sari, Iran. 

Their susceptibility to nine antibiotics used 

for gram-negative bacteria was measured 

by disk diffusion agar method. The 

extended-spectrum beta-lactamases 

(ESBLs) producing isolates were identified 

using a hybrid disc method. Moreover, 

strains producing CTX-M-3 enzyme were 

detectedby polymerase chain 

reactionmethod. 

 

Findings: The 48 (36.8%) isolates of 

Klebsiella pneumoniaewere the producer of 

ESBLs. Moreover, 22 (16.9%) of these 

cases contained the CTX-M-3 gene. 

 

Discussion & Conclusions: The obtained 

results of the currentstudy showed that the 

prevalence of ESBL producing strains 

resistant to quinolones is higher in Iran, 

compared to the developed countries. 

 

Keywords: Spectrum ß-lactamases, 

Klebsiella pneumoniae, CTX-M-3 
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