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 چکیده

 سابقه و هدف:

یک پاتوژن فرصت طلب و یکی از عوامل شایع عفونت های بیمارستانی به شمار می آید که باعث  پنومونیهکلبسیلا 

 ، اسهال و سایر بیماری ها می شود.ی، سپتی سمی، عفونت دستگاه تنفسیفونت ادرارایجاد بیماری های مختلفی از قبیل ع

به طوری که عفونت با این  شده است، نگرانی موجب (ESBLs) امروزه شیوع پاتوژن های مولد بتالاکتامازهای وسیع الطیف

تعیین  تحقیقهدف از این  .ی مرتبط استدرمان باکتری ها با میزان مرگ ومیر، افزایش شیوع بیماری ها و افزایش هزینه های

قم بیمارستان شهید بهشتی  مبتلا به عفونت ادراریبیماران  جدا شده از کلبسیلا پنومونیه باکتری های در TEMblaفراوانی ژن 

 .می باشد

 مواد و روش ها:

 ایسسهجد 148پسسا از تشسسخیص و تعسسین هویسست بسساکتری هسسا  بسسا اسسستفاده از روش هسسای کشسست و بیوشسسیمیایی،  

هسسا نسسبت بسسه آنتسی بیوتیسسک هسای مختلسسف بسا روش دیسسسک در  جدایسهشناسسایی شسسد. حساسسیت ایسسن  کلبسسیلا پنومونیسسه

سسسپا بسسا روش تسسست تاییسسدی فنسسوتیپی سسسویه هسسای  گرفسست. مسسورد بررسسسی( CLSI, 2013آگسسار براسسساس اسسستاندارد)

ESBL  بسسرای وجسسود ژن  ای پلسسی مسسراز واکسسنش زنجیسسره شناسسسایی شسسده  و در نهایسست بسسا اسسستفاده از روش مولکسسولی

TEMbla .مورد بررسی قرار گرفت 
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 یافته ها :

جسدا شسد. کسه پسا ازانجسام  کلبسیلا پنومونیه جدایه 148نمونه بیمار مورد بررسی قرار گرفته ، 388در این تحقیق از 

وتیکی بیشسترین مثبت شناسسایی شسدند. در بررسسی مقاومست آنتسی بیس ESBLبه عنوان   جدایه(% 14/33) 52تست تائیدی 

 % 43/11( ، و کمترین مقاومت مربوط به آنتی بیوتیک های ایمی پسنم ،  % 32/58مقاومت مربوط به آنتی بیوتیک سفتازیدیم )

 .ندبود  MTEblaژن  جدایه حاوی( % 53/11) 32تعداد مثبت،  ESBL جدایه 52نشان داد از   PCRگزارش شد. نتایج 

 نتیجه گیری:

را در جدایه های کلبسیلا پنومونیه در بیمارستان مورد بررسسی را نشسان  TEMوع قابل توجه ژن نتایج این پژوهش شی

داد. از این رو ضرورت توجه بیشتر به منظور پایش گسترده مقاومست آنتسی بیسوتیکی و پیشسگیری از انتشسار ژن هسای مقاومست 

 احساس می گردد.دارویی در این باکتری ها 

 واژگان کلیدی:

 TEM، مقاومت آنتی بیوتیکی ، بتالاکتاماز وسیع الطیف ، ژن  مونیهکلبسیلا پنو

 

 مقدمه:

یک پاتوژن فرصت طلب و یکی از عوامل شایع عفونت های بیمارستانی به شمار می آید که باعث ایجاد بیماری  کلبسیلا

ی ها می شود. هم چنین در دو های مختلفی از قبیل عفونت ادراری، سپتی سمی ، عفونت دستگاه تنفا ، اسهال و سایر بیمار

مهاجم اکتسابی از جامعه که بیماری های عفونی نوظهوری را در کشورهای آسیایی  کلبسیلا پنومونیهدهه گذشته جدایه های 

 (.1،2،3ت)ایجاد کرده اند گزارش شده اس

میشود در هرسال بیش از ادراری از مشکلاتی است که سالانه میلیونها انسان با آن روبرو میشوند. تخمین زده  عفونت

ری به شکل اورتریت میلیون نفر بیمار به دلیل عفونت ادراری به پزشک مراجعه مینمایند. در اکثر موارد عفونت های ادرا 3/0

بررسی  میگردد. ، سیستیت و پیلونفریت عارضنت به مثانه ، حالب ها و کلیه هالیکن اغلب در اثر گسترش عفو تظاهر می کنند

روههای سنی از جمله در ولوژیک نشان داده است که عفونت ادراری به سنین خاصی محدود نشده بلکه در تمام گهای اپیدمی

عفونت به واسطه انواع خاصی از گونه های باکتریایی که بخشی از این  (.5،4ردد)می گ هبزرگسالان مشاهد و ، کودکاننوزادان

 38-28می باشد که شاخص ترین عامل عفونت ادراری E. coliین آنها فلور طبیعی دستگاه گوارش هستند ایجاد میشود. از ب

 (.1)شود، موجب ایجاد این بیماری می درصد موارد کلبسیلا 5-15در  را شامل می شود. موارد ابتلادرصد 
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یک های  مختلف و گسترش چه در مورد این باکتری بیشتر جلب توجه میکند، مقاومت بالای آن ها به آنتی بیوتآن 

. متاسفانه مصرف بی رویه آنتی بیوتیک ها در دهه های اخیر یع این مقاومت ها در بین این جمعیت باکتری ها می باشدسر

توسط باکتری به کار گرفته می شود تا از اثرات  استراتژیهای مختلفی. (3)باعث افزایش ظهور این سویه های مقاوم شده است

از این مکانیسمها که در باکتریهای گرم منفی علیه آنتی بیوتیکها به کار گرفته می بیوتیکها مصون بماند،  یکی  زیانبار آنتی

باعث  )sESBL(2شیوع پاتوژن های مولد بتالاکتامازهای وسیع الطیف امروزه (.0)باشدمی  1شود تولید آنزیمهای بتالاکتامازی

 میر، افزایش شیوع بیماری ها و افزایش هزینه هایبه طوری که عفونت با این باکتری ها با میزان مرگ و نگرانی ها شده است،

دن آن شاین آنزیم ها از طریق هیدرولیز هسته مرکزی در آنتی بیوتیک های بتالاکتام باعث غیر فعال (. 2) درمانی مرتبط است

از   A و کلاس Bush-Jocobyاز سیستم طبقه بندی  2ها در گروه  ESBL وسیع الطیف (. بتالاکتامازهای18می شوند)ها 

قرار دارند و به طور طبیعی توانایی هیدرولیز  A ها که در کلاس ESBLاز انواع  .قرار دارند  Amblerسیستم طبقه بندی 

را نام  TEM, SHV, CTX-M ,BES, PER ,TLA, GES, VEB, SFOسفالوسپورین های نسل سوم را دارند می توان 

 (.11برد)

بتالاکتاماز های پلاسمیدی در باکتری های خانواده انتروباکتریاسه می باشد و از علل  یکی از مهم ترین TEM آنزیم بتالاکتاماز

 .( 12آید)بروز مقاومت های چند دارویی در عفونت های بیمارستانی به شمار می  مهم

اهمیت  اطلاعات لازم در منطقه و از طرفی ن، فقدادر جوامع مختلف ESBLبا توجه به شیوع قابل توجه باکتری های مولد 

هدف از این مطالعه  .به نظر می رسدانجام مطالعات بیشتر بر روی آنها ضروری  ها ESBLارگانیسم های تولید کننده 

و  TEMجداسازی و شناسایی اشرشیا کلی مولد بتالاکتاماز های وسیع الطیف مولد عفونت ادراری بر اساس اثبات وجود ژن 

 ا می باشد.همچنین بررسی پروفایل مقاومت دارویی آنه

 مواد و روش ها:

یک کشت در محیط ائوزین متیلن بلو ، مکانکی آگار و بلاد آگار تهیه شد و پا از  UTIاز نمونه ادراری مشکوک به 

درجه سانتیگراد کلنی های موکوئیدی رشد یافته روی محیط های ذکر شده، جدا شدند.  33ساعت انکوباسیون در دمای  24

، TSI، چگونگی تخمیر قندها در محیط آمیزی گرم، کاتالاز، اکسیداز شیمیایی افتراقی نظیر رنگپا از انجام تستهای بیو

و در نهایت بررسی نتایج با استفاده از جداول جهت شناسایی  SIM، عدم حرکت در MRVP، اندول، سیترات، اوره آزتولید 

تحرکی هستند که لاکتوز را تخمیر نموده واوره را به باکتری های غیر م اعضای جنا کلبسیلااستفاده شد.  کلبسیلا پنومونیه

                                                             
1 Beta-Lactamaseenzymes 

2 Extended Spectrum Beta-Lactamases 



4 

 

موکوئیدی دارند و مرطوب به نظر  های بزرگ و کلنی به دلیل وجود کپسول، پنومونیه کلبسیلا آهستگی هیدرولیز می کنند.

گراد انتیدرجه س -28یا  -38در  % 28سپا سویه های جدا شده در محیط تریپتیکاز سوی براث حاوی گلیسرول  می رسند.

 نگهداری شدند. جهت انجام سایر آزمایش های بعدی

 .شد( بکار گرفته Kirby & Baurروش انتشار دیسک در آگار ) ها، جدایهبه منظور بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی 

 کلبسیلاهای  جدایهمیزان حساسیت  ،برده شد بعنوان محیط انتخابی برای آزمایش به کار ((MHAمحیط مولر هینتون آگار 

بر سیپروفلوکساسین  ،  پیپراسیلین/تازوباکتام ،سفوتاکسیم، مروپنم، سفپیم، ایمی پنم، سفتازیدیمی به آنتی بیوتیکها پنومونیه

  .(CLSI ،2813) شدندتعیین 3 (CLSI)اساس راهنمای 

ی محیط یک سوآپ از سوسپانسیون میکروبی با کدورت نیم مک فارلند از هر نمونه بر رو CLSIطبق استانداردهای 

MHA  کشت چمنی داده و سپا دیسکهای آنتی بیوتیکی را با پنا استریل روی محیط کشت قرار می دهیم. پلیت ها به

نتایج بر اساس اندازه هاله ممانعت از رشد بر اساس جدول شرکت درجه سانتیگراد انکوبه شدند و  33ساعت در  24مدت 

و   E. coli ATCC 25922استاندارد جدایهاز گردید. ( ثبت (R مقاوم ،(I)نیمه حساس  ،(S)سازنده به صورت حساس

 به منظور کنترل کیفی استفاده شد.  ATCC 700603 پنومونیه کلبسیلا

انجام  (Combined disk method)ترده به روش دیسک ترکیبی تست تائیدی تولید بتالاکتامازهای با طیف گس

 22≥حله اول نسبت به آنتی بیوتیک های سفتازیدیم دارای قطر هاله هایی که در مر جدایه CLSI طبق دستورالعمل  شد.

بودند مورد بررسی قرار می گیرند. در این آزمون از دیسک های میلیمتر  23≥و یا آنتی بیوتیک سفوتاکسیم دارای میلیمتر 

 ،(CTX : 30µg) سفوتاکسیم ،CAZ: 30µg/ CV:10µg)) کلاولانیک اسید-، سفتازیدیم(CAZ: 30µgسفتازیدیم)

به این ترتیب که ابتدا سوسپانسیونی از باکتری معادل  استفاده شد. (CTX : 30µg/CV:10)کلاولانیک اسید  -سفوتاکسیم

تلقیح دقیقه از  18شت حدود گذبعد از  .داده شدحیط مولر هینتون آگار کشت نیم مک فارلند تهیه کرده سپا بر روی م

درجه  33دمای در  گرما گذاریساعت  10-24پا از  شد. قرار دادهحیط کشت باکتری های جدا شده، دیسک ها بر روی م

در صورت افزایش قطر هاله عدم رشد در اطراف دیسک  شد. ر یک از دیسک ها را اندازه گرفتهه قطر هاله عدم رشد سانتیگراد،

، به تنهایی وتاکسیم یا سفتازیدیمنسبت به دیسک سف  ≥5mmبه میزان  های حاوی مهارکننده بتالاکتاماز ) کلاولانیک اسید(

 (.CLSI،2813 )شددر نظر گرفته مثبت   ESBLنمونه باکتری به عنوان 

 مطالعات مولکولی:

                                                             
3 Clinical and Laboratory Standards Institute 
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مثبت  ESBLتست تائیدی هایی که از نظر  جدایه (.14صورت گرفت )  جوشاندنبا استفاده از روش  DNAاستخراج 

 (.1اختصاصی مورد بررسی قرار گرفتند )جدول با استفاده از پرایمر    TEMشدند از نظر حضور ژن 

پیکومول از هر  dNTP ،18میکرومول  288 شامل PCR. هر واکنش میکرولیتر انجام شد 25در حجم  PCRواکنش 

ده از با استفا TEMblaالگو بود. تکثیر ژن   DNAنانوگرم  58و  Taqواحد آنزیم   2Mgcl ،5/8میلی مول در لیتر  5/1، پرایمر

 انجام شد. 2ف آلمان( طبق جدول ترمال سیکلر )اپندوردستگاه 

د. برای تعیین وزن مولکولی الکتروفورز ش  % 1آگارز  از نظر حضور ژن مورد نظر بر روی ژل  PCRمحصولات 

 استفاده شد. bp188، از مارکر وزن مولکولی با قطعات محصول

 TEMداسازی ژن برای ج PCRواکنش  در استفاده مورد پرایمرهای توالی (1)جدول

Size of 

Product (bp) 

Sequences 5'→3' Primer Name 

442 CGTTTTCCAATGATGAGCAC TEM F 

CCATCCAGTCTATTAATTGTTGC TEM R 

 

 کلبسیلابه عنوان کنترل منفی و از سویه استاندارد   (ATCC 25922) E. coliدر این آزمون از سویه استاندارد 

 استفاده شد. TEMعنوان کنترل مثبت حاوی ژن به  ((ATCC 700603 پنومونیه

 TEM جهت PCRواکنش  انجام دمایی شرایط (2)جدول

 Step مرحله )سانتیگراد درجه(دما زمان

 Initial 25 دقیقه2

denaturation 

Step1 

 Denaturation Step2 25 ثانیه 38

 Annealing Step3 55 ثانیه 38

 Extention Step4 32 ثانیه 58

Rapeat step                              4-2                            33 Step5 
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 Final extention Step6 32 دقیقه 5

- 4 Hold Step7 

 

 ها یافته

( مراجعه کننده به ادراری بیماران )سرپایی و بستری نمونه های ،توصیفی بود-لعه که به صورت مقطعیدر این مطا

، بعد از انجام تست های تشخیص میکروبی و تست های تکمیلی شهر قم مورد بررسی قرار گرفت تیبیمارستان شهید بهش

جدا  کلبسیلا پنومونیه  سویه 148نمونه ادرار جمع آوری شده   388 بیوشیمیایی جهت شناسایی باکتری مورد نظر، از حدود

 شد.

ها نسبت  جدایهدر بررسی میزان مقاومت  را آقایان تشکیل می دادند. % 41بیماران را خانم ها و  % 52از نظر جنسیت 

گار نشان داد که کمترین و بیشترین میزان مقاومت به ترتیب آبه آنتی بیوتیک های مورد مطالعه با استفاده از روش انتشار در 

 بود. % 32/58سفتازیدیم  و % 43/11مربوط به ایمی پنم 

 

 جنسیت بیماران مورد مطالعه در بیمارستان شهید بهشتی قم (1نمودار )                        

 

 22/34، سفپیم  % 50/23 ، مروپنم % 31/45میزان مقاومت به سایر آنتی بیوتیک ها نیز به شرح زیر بود. سفوتاکسیم 

 (.3)جدولدش گزارش % 48سیپروفلوکساسین و  % 38 پیپراسیلین/تازوباکتام ، %
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تولید کننده  کلبسیلا پنومونیهاز سوش های باکتریایی  (% 14/33)52براساس نتایج حاصل از آزمون فنوتیپی تائیدی 

( استفاده شد. از نمونه PCRاز واکنش زنجیره ای پلی مراز )  TEMژن حضور بتالاکتاماز وسیع الطیف بودند. جهت تعیین 

 بودند.  TEMونه حامل ژن ( نم% 53/11) 32مثبت ،   ESBLهای 

 کلبسیلا پنومونیهسویه های  حساسیت و مقاومت آنتی بیوتیکیمیزان و درصد فراوانی  (3)جدول 

 

 آنتی بیوتیک
 حساس نیمه حساس مقاوم

 تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد

 23 % 43/11 24 % 14/13 23 % 43/11 ایمی پنم

 52 % 15/33 24 % 14/13 14 % 31/45 سفوتاکسیم

 21 %53/10 11 %05/3 33 % 50/23 مروپنم

 03 % 22/52 2 % 42/1 40 % 22/34 سفپیم

 12 % 22/42 22 %31/28 42 % 38 پیپراسیلین/تازوباکتام

 38 % 58 14 % 18 51 %48 سیپروفلوکساسین

 50 % 43/41 11 % 05/3 31 % 32/58 سفتازیدیم
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 کلبسیلا پنومونیهکنترل مثبت  2(  ، ستون bp188مارکر) 1،ستون  TEMژن  PCRنتایج  (1)شکل

ATCC700603 نمونه های دارای ژن 4،5،1،3،0 ستونTEM کنترل منفی  3، ستونE.coliATCC 25922  

 الگو DNA واکنش بدون  2ستون شماره 

 بحث

فونت های دارای مقاومت الطیف یکی از خطرهای جدی در درمان ع گسترش تولید آنزیم های بتالاکتاماز وسیع

به سرعت در سطح جهان گسترش یافته اند و به عنوان یکی از  1208چندگانه می باشد که از زمان کشف آن ها در سال 

 .(15ساخته است )معضلات بهداشتی عمومی خود را نمایان 

موجود در یک های بالینی کشورهای مختلف و حتی بیمارستان های  جدایهدر   SESBLشیوع تیپ های مختلف 

(. در سال های اخیر به ویژه به دنبال استفاده گسترده از سفالوسپورین های وسیع الطیف  با 11می تواند متفاوت باشد ) منطقه

های کلبسیلا پنومونیه تولید کننده بتالاکتامازها با طیف گسترده به طور  جدایهشیوع عفونت های ایجاد شده به وسیله 

 (.13)گزارش شده است چشمگیری از سراسر جهان
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متنوع است و میزان تولید در ایران نیز بسیار   SESBLنتایج منتشر شده از تحقیقات علمی مختلف مربوط به تولید 

SESBL   (10گزارش شده است) % 35/35تا  % 2/0در جدایه های کلبسیلا پنومونیه بین. 

بودند که در  SESBLتولید کننده  جدایه (% 14/33)52، کلبسیلا پنومونیه جدایه 148در این مطالعه از مجموع 

جداسازی شده از بیماران  پنومونیه کلبسیلاهای  جدایهبا بررسی  2818مقایسه با مطالعه ناصحی و همکارانش در سال 

 در عربستان 2812(. در مطالعه ی شیبل و همکاران در سال 12)هم خوانی دارد گزارش کردند % 5/30، میزان شیوع را بستری

 (.28)بودند   SESBLاز نمونه ها تولید کننده   15%

نتایج متفاوتی را نشان دادند از جمله در کره   SESBLدر دیگر نقاط جهان نیز مطالعات انجام شده ازنظر تولید 

لت مثبت بودند. ع  SESBLها از نظر تولید  جدایه( 14) % 4/33، در چین (22) % 31/23، در اندونزی (21) % 5/21جنوبی 

در نواحی مختلف و حتی بیمارستان های موجود در یک منطقه جغرافیایی را می توان ناشی   SESBLتفاوت در میزان شیوع 

 از تفاوت در سیستم کنترل عفونت و رژیم درمانی دارو در مناطق مختلف دانست.

 % SESBL  ،32(53/11کننده های تولید  جدایهدر  PCRزمون آبا استفاده از  TEMblaژن فراوانی در مطالعه حاضر 

که با  گزارش گردید % TEMbla 4/13فراوانی ژن  2882مطالعه فیض آبادی و همکارانش در سال  و همچنین در ( گزارش شد

گزارش شده است که  %10به میزان مطالعه ناصحی و همکارانش در  TEMblaفراوانی ژن  (.23) مطالعه هم خوانی دارداین 

 . (24) است کمتریدارای شیوع  حاضرمطالعه  نسبت به

 نتیجه گیری

در بیمارستان مورد   SESBLتولید کننده  کلبسیلا پنومونیههای  جدایهنتایج این مطالعه حاکی از میزان قابل توجه 

در   SESBLمطالعه است. براساس نتایج این مطالعه و بررسی های مشابه در سراسر جهان شیوع ارگانیسم های مولد 

ها و مراکز درمانی رو به افزایش است. با تغییر در استراتژی مصرف آنتی بیوتیک ها و استفاده ار روش های مناسب بیمارستان 

جهت کنترل عفونت در بخش های مختلف ، از عوامل مهمی هستند که می تواند در کنترل انتشار ارگانیسم های تولید کننده 

SESBL  کند. نقش مهمی را ایفا 

 قدردانی و تشکر:

امکانات قرار گرفته توسط دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم و همکاری ایشان در جهت مولفین بر خود لازم می دانند تا از 

 پیشبرد این تحقیق قدردانی و تشکر نمایند.
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