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  ده يچك

 هيمقاومت عل. ابنديانتشار  يكل اياشرش يها هيسو نيتوانند در ب يپرخطر م ييدارو چند يها مقاومت: سابقه و هدف
 ـدر ا. ابدياثر متفاوت بروز  فيلاكتاماز با ط مختلف بتا يها ميآنز ديتول قيتواند از طر يلاكتام م بتا يداروها مطالعـه   ني

 ـها بـا فنوت  و ارتباط آن يلك اياشرشمختلف  ينيبال يها هيجدا يبتالاكتاماز تيفعال  يو الگوهـا  يـي مقاومـت دارو  پي
  .قرار داده شد يمورد بررس يديپلاسم

 ـوتيب يبه ده آنت ينيمختلف بال يها از نمونه يكل اياشرش يها هيجدا ييمقاومت دارو: ها مواد و روش لاكتـام   بتـا  كي
توسط روش انتشـار در   ميسفوتاكس هيها عل هيجدا نيا) MIC( يو غلظت حداقل مهار سك،يتوسط روش انتشار از د

از  كيپلاسـم  يجـزء پـر   يلاكتاماز بتا تيفعال نييبه منظور تع ميدر حضور سفوتاكس يدومتريآزمون . شد نييآگار تع
 ـ اياشرشبه  يمقاومت پيفنوت نيا يريپذ انتقال انيدر پا. ها مورد استفاده قرار گرفت يباكتر نيا ينيمخلوط پروتئ  يكل

HB101 رفتيانجام پذ ميكلس ديروش كلر هب ونيتوسط ترانسفرماس.  
 يبررس. ها بود هيجدا نيا نيدر ب%) 21( ييدارو چند يمقاومت پيفنوت يبالا يفراوان ديمو قيتحق نيا جينتا :ها يافته

و %) 11( پـنم يميمقاومـت بـه ا   نيتـر  دهنـده كـم   مورد مطالعه نشان يها كيوتيب يآنت يبرا وگراميب يآزمون آنت جينتا
 ـ جينتـا . قابل انتقال بود ديپلاسم وسطها ت هيجدا نيدر ا يمقاومت پيفنوت. بود%) 52/15( ميديسفتاز  ـفعال يبررس  تي

 ـيواحد آنز 065/0تا  007/0 فيها در ط آن نيدر ب يميآنز تيدهنده تنوع فعال نشان يبتالاكتاماز  ـ. بـود  يم از  يدر برخ
  .شدن دهيد يميآنز تيفعال زانيو م  MIC (to 1054 μg/ml<4)سطح  نيب يها ارتباط معنادار هيجدا

 ـ يديتول مينوع آنز نشان دادند كه احتمالاً جينتا نيا :گيري نتيجه  يـي دارو يسوبسـتراها  يآن بـرا  تيو اختصاص
 ـبـا فعال  يها هياز جدا يبالا در برخ MICسطوح . ها باشند لاكتاماز از بتا يكننده سطح مقاومت ناش نييتع  ـيآنز تي  يم
 ـ ييمقاومت دارو يها سميمكان ريكم، وجود سا اريبس  ـاز ا يرا در برخ  ـ شـنهاد يهـا پ  هيسـو  ني  ييشناسـا . كنـد  يم

را در رابطـه بـا    يمنـد  تواند اطلاعات ارزش يم تشانيفعال فيط قيدق نييبتالاكتامازها و تع نيا ييدارو يسوبستراها
  .فراهم آورد ندهيآ ييدارو يها ها در درمان كننده آن ديتول يها يها و باكتر ميآنز نيا هيمقابله عل

   
  رانيا، باكتري به دارو مقاومت، ييدارو مقاومت، عفونتانتشار  ،يكل اياشرش ،لاكتاماز بتا تيفعال: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
 ـباكتر يها ظهور مقاومت  ـدر دن يائي از  يك ـيامـروز،   ياي
. شده است يكننده سلامت عموم ديو تهد يمعضلات كادر درمان

مـورد اسـتفاده در درمـان     يها كيوتيب يآنت نيتر امروزه بالقوه
هـا   مسـئول آن  يهـا  سـم يها با بروز مقاومـت در ارگان  عفونت

 ازمانمعضـل، س ـ  نيافزون ا روز شيبا افزا. رو شده است هروب

  :masoud.alebouyeh@gmail.com          Email                            021 - 22432517:نمابر  021-22432518  :تلفننويسنده مسئول،  *
 25/4/1392:تاريخ پذيرش23/7/1391 :تاريخ دريافت
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از سه  يكيبه عنوان  ياز مشكل مقاومت داروئ يبهداشت جهان
به رغم . ]1[برده است   مشكل عمده بخش سلامت و درمان نام

و  يعفـون  يها يماريكه در مبارزه با ب ياديز اريبس يها تلاش
صـورت گرفتـه اسـت، همچنـان      ها يماريب نيكن كردن ا شهير

 ـ ،يداروئ يها مقاومت وعيبروز و ش مقاومـت   صالخصـو  يعل
بزرگ بر سر راه درمان  ياز سدها يكي يگرم منف يها يباكتر

 ـ  يبـاكتر . ]2[شود  يمحسوب م ها يماريگونه ب نيا  يگـرم منف
از  يكيبه عنوان  اسه،يمتعلق به خانواده انتروباكتر ،يكل اياشرش
دسـتگاه   ،يادرار دستگاهعفونت  جاديا يفاكتورها نيتر ياصل
 ـبـه م  يمارسـتان يب يها گاه گوارش و عفونتدست ،يتنفس  زاني
راه گشـته   مقـاوم هـم   ديجد يها هيسو وعيبا ظهور و ش ياديز

عامـل عفونـت    نيتـر  به عنوان غالـب  يباكتر نيا. ]4،3[است 
از  يك ـيو  يمسـافرت  يهـا  عامـل اسـهال   نيتـر  عيشا ،يادرار
محسـوب   يمارسـتان يمسـئول عفونـت ب   يها پاتوژن نيتر مهم
روده افراد جامعـه   يعيطبدر فلور  يباكتر نيحضور ا. شود يم

 نيتـر  ياز اصـل  يكيها را به عنوان  آن ،يمارستانيب يو فضاها
. ]6،5[مطرح كرده اسـت   ييمقاومت دارو يها منابع انتقال ژن

 ليها به دو دل نوع مقاومت نيدهد كه ا يمطالعات متعدد نشان م
از لحـاظ   يشـدن بـاكتر   رفعاليغ. است يكيژنت ريو غ يكيژنت

شـكل   رييتغ ك،يوتيب ينسبت به آنت يرينفوذپذعدم  ك،يمتابول
 ـپروتوپلاست، تول اي F به فرم يباكتر مقاومـت   يهـا  ميآنـز  دي
 ـب يو استفاده از پمپ بـرا  يداروئ  ـ  روني  ـوتيب يرانـدن آنت  كي
گردنـد   يمحسوب م يكيژنت ريغ از مقاومت با منشأ ييها نمونه

. باشـد  يديو پلاسم يكروموزوم تواند يم يكيمقاومت ژنت. ]7[
 رييمنجر به تغ ييدارو يها هرنديكننده گ كنترل يها در ژن جهش

در برابـر   هـا  يمقاوم شدن بـاكتر  جهيو در نت رندهيساختمان گ
مولد مقاومت  يها ها، كه ژنديعلاوه بر پلاسم. شود يداروها م

هـا منتقـل    آن يكـه بـر رو   هسـتند  ييهـا  از جمله ژن ييدارو
 يبر رو ومتمسئول بروز مقا يها از ژن يبعض ]8،7[شوند  يم

قرار دارنـد،   نتگرونياز ا يكه در مناطق مختلف يژن يها كاست
هستند كـه   يگسسته ژن يها واحدها كاست نيا. شوند يحمل م

قابـل   نتگرازيبوده و با ا يبينوترك گاهيشامل ژن مقاومت و جا
  ].9[هستند  صيتشخ

بتالاكتامازها، از جملـه   ژهيو هب ،ييمقاومت دارو يها ميآنز
در نظـر   ها يدر باكتر ييعوامل مهم مسئول بروز مقاومت دارو

 ـتواننـد از طر  يها م ميآنز نيا. شوند يگرفته م  ـ ديپلاسـم  قي  اي
 ـه. كروموزوم كد گردند  ـ زيدرولي  ـوتيب يآنت بتالاكتـام   يهـا  كي
 ـباكتر مقاومت سميمكان نيتر عيها شاتوسط بتالاكتاماز در  يياي

مهم هستند چرا  ينياست كه از لحاظ بال يگرم منف يها يباكتر
از دسـته   يها جزو ها و كارباپنم نيها، سفالوسپور نيليس يكه پن

 يهـا  يمـار ياز ب ياريبس ـ يبـرا  يح ـيدرمانگر ترج يداروها
در  ياتيها نقش ح ميآنز نيا فيحضور و توص. باشند يم يعفون

بتالاكتاماز بـه طـور    ديتول. كند يم يبازانتخاب درمان مناسب 
چون  هم يگرم منف يها يباكتر يها زولهيا تر شيدر ب يا گسترده
ها ثابت شده است مورد  كه مقاومت به بتالاكتام آن يكل اياشرش
 يبتالاكتامازهـا بـرا   ييعدم توانا اي ييتوانا. ]9[باشد  يشك م
 ـمقاومت، وابسته به موقع ياعطا  ـنتيك ت،ي  ـلمقـدار تو  ك،ي و  دي
 ـا. ]11،10[است  ييايميوشيزيف طيشرا هـا قـادر بـه     ميآنـز  ني
 شامل مبتالاكتا يها كيــوتيب يحلقــه بتالاكتــام آنتــ زيدروليــه

 كه ميباشند هغير و هاممنوباكتا ،ينهارسفالوسپو ،پنيسيلينها
در  هـك (PBPs) پنيسيلين به هشوند متصل نيئتوپر به لتصاا با
ــيد ــباك سلولي ارهوــ ــود دا يترــ  نساتر رمها باعث ردوجـ

 يباكترمــــرگ  نتيجهو در  نگليكاوپپتيد تخريبو  هاازپپتيد
 ـيترك يهـا داروهـا   مقاومـت  نيبروز ا ليبه دل. خواهند شد  يب

امـاز مـورد اسـتفاده قـرار داده     بتالاكت يهـا  مهاركننـده  يحاو
 ـ تازوباكتـام و  د،ياس ـ كيكلاولون يداروها حاو نيا. اند شده  اي

 ـتول يهـا  ميآنـز  تيبه مهار فعال درسولباكتام هستند كه قا  يدي
بتالاكتاماز هستند امـا   D و گروه A يها گروه ياز اعضا يبرخ

. ]12،13[اثـر ندارنـد    يبتالاكتامـاز  يهـا  گروه ريسا يبر رو
 نيپـور  يهـا  كانـال  قياز طر يگرم منف يها در باكتر بتالاكتام
 پسها س ـ كيوتيب يآنت نيا. شوند يم كيپلاسم يپر يوارد فضا

 يكه در داخل سلول ساخته شده و به فضـا  ييبا بتالاكتامازها
اند واكنش داده و سلول حضور بتالاكتام را  رفته كيپلاسم يپر

واسـطه   همساعدت ب نيا. كند يحس م يخارج سلول يدر فضا
بتالاكتامازهـا را كنتـرل    انيكننده داخل سلول كه ب مياجزاء تنظ
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 ـ و ميآنز انيب شيكنند منجر به افزا يم گـردد   يبروز مقاومت م
]14.[  

و  ديتهد كيگسترده، به عنوان  فيبتالاكتاماز ط يها ميآنز
 ـيضـد م  يهـا  درمان يبرا ميچالش عظ كي در اغلـب   يكروب

 ـ  يدرمان يزهايتجو و  يفاضـل . ]16,15[شـوند   يمحسـوب م
 ـ 1387كـاران در سـال    هم  يـي مقاومـت دارو  يالگـو  يفراوان
ــا ــا بت ــط يلاكتامازه ــگســترده را در جدا في ــا هي ــال يه  ينيب
 ـ نيا. ]17[گزارش نمودند % 9/53 يكل اياشرش توسـط   يفراوان

 ـم هب يعفونت ادرار يها هيكاران در مورد جدا و هم يزدي  زاني
 ـگزارش گرد% 3/44  ـ. ]18[ دي  ـو تنـوع فعال  يفراوان  ـا تي  ني
مقاومت و پاسخ به درمان در بروز  زانيها در ارتباط با م ميآنز

 مـان دوز مـوثر در . باشد يم ها يباكتر نياز ا يناش يها عفونت
هـا   آن يميآنز تيها و فعال ميآنز نيا انيب زانيتوسط م ييدارو

 ـ يتوسط هر بـاكتر  يديتول يميبا توجه به تنوع آنز توانـد   يم
 ـباكتر يهـا  ها در نمونه ميآنز نيا ييشناسا. متفاوت باشد  يياي

موثر بودن دوز  ريغ ايگر امكان شكست درمان  هيتواند توج يم
از  يناش يها درمان عفونت درمورد استفاده  يداروها يزيتجو
 ـ نيـي و تع يهدف از مطالعه حاضر بررس ـ. ها باشد آن  يفراوان
 يپيفنـوت  يبتالاكتـام، بررس ـ  يمقـاوم بـه داروهـا    يهـا  زولهيا

بتالاكتاماز و  يميآنز يها متناسب با خانواده يمقاومت يالگوها
بتالاكتامازهـا   يميآنز تيتفاوت سطح مقاومت با توجه به فعال

 ـدر جدا ياختصاص ـ يكيوتيب يآنت يوبسترانسبت به س  يهـا  هي
 نيـي و تع ينيبـال  يهـا  شـده از نمونـه   جدا يكل اياشرشمختلف 
   .باشد يم ديمقاومت با واسطه پلاسم نيا يريپذ انتقال
 

  ها مواد و روش
و  195 تعداد. ينيبال يها هيجدا تيهو نييو تع يريگ نمونه

 ـاز مبتلا بيبه ترت يكل اياشرش هيجدا 22  يهـا  يمـار يبـه ب  اني
 ـ يط ـ يمارسـتان يب يها و عفونت ياسهال  وريشـهر (سـال   كي

 ـگرد يآور جمع) 1390خرداد -1389 مبـتلا بـه    مـاران يب. دي
ــانتر ــتانداردها   تي ــا اس ــابق ب ــتاني مط ــت بيمارس  يو عفون
قـرار   يياسامورد شن يگاه شيو شواهد آزما ينيشده بال فيتعر

 يو ادرار يتنفس ـ ،يخون، زخم جراح يها عفونت. داده شدند

ساعت بعد از پذيرش در  72تا  48ها را حداقل  آن مارانيكه ب
كسب كرده باشند، به شـرطي   يبيمارستان به علت عوامل عفون

كه فرد در زمان پذيرش فاقد علائم آشـكار مربوطـه باشـد و    
ــري در دوره نهفتگــي خــود نباشــد، بيمــا ــوان هب ــت  عن عفون

ها بر  هيجدا هيكل د،ييبه منظور تأ. نظر گرفته شد در يمارستانيب
آگـار كشـت و توسـط     يكـانك  كشـت مـك   يهـا  طيمح يرو

 مناسب ييدما ونيانكوباس طيتحت شرا ييايميوشيب يها آزمون
)˚C 37 ـهو نيـي مورد تع) ساعت 24-18 يبرا  قـرار داده   تي

 ـهـا پـس از تأ   هيجدا. شدند  ـ سـه يدر مقا ديي  مرجـع  هيسـو  اب
(ATCC E. coli 25922) نيـي تع يها آزمون يبه منظور بررس 

. قـرار گرفتنـد   يو بررس ـ شيمـورد آزمـا   يـي دارو تيحساس
 ـ   يمارانيب يها نمونه  ـب يكه تحـت درمـان آنت بودنـد از   يكيوتي

  .دنديمطالعه حذف گرد
. مـرتبط بـا بتالاكتامازهـا    ييمقاومت دارو يالگو يبررس

بتالاكتام  كيوتيب يآنت 10به  ينيبال يها هيجدا تيحساس نييتع
 نيليس ـ ي، كـاربن )µg1( نيلي، اگزاس)µg30( ميشامل سفوتاكس

)µg100(ــ ــ ي، آمپـ ــ)µg10( نيليسـ ــ ي، آموكسـ -نيليسـ
 ـكلاولان  نيتي، سفوكس ـ)µg30( مي، سـفپ )µg10/20( دياس ـ كي

)µg30(ني، ســفالوت )µg30(پــنم  يمــي، ا)µg10(  ــام آزترئون
)µg30( يبر اساس راهنما وژنيفيد سكيبا استفاده از روش د 

CLSI يمقاومـت بـرا   يسـپس الگوهـا  . ]19[ رفتيانجام پذ 
 يجهت شناسـائ  يليتكم يها مختلف ثبت و آزمون يها هيجدا
 يمركب برا سكيبه روش د يميگروه آنز يپيفنوت يالگو هياول
 ـدر ترك )µg30( نيتيسفوكس ـ كيوتيب يآنت 2  ـنبـا بورو  بي  كي
سـطح   يبررس تيبا توجه به اهم. ديانجام گرد )µg400( دياس

 يدارا يهـا  هينسل سوم در جدا يها نيمقاومت به سفالوسپور
 (MIC) يلاكتاماز، حـداقل غلظـت مهـار    بتا يمقاومت پيفنوت

 ـا يمختلـف بـرا   يهـا  در غلظـت  ميسفوتاكس كيوتيب يآنت  ني
  .ديگرد نييتع لوشنيروش آگار دا ها به هيجدا

 يسازبه منظور جدا. لاكتاماز بتا يميمخلوط آنز يجداساز
 هـا  يباكتر نيدر ا يپلاسم يبخش پروتئين پر ،يميمخلوط آنز

هـا   يمنظور بـاكتر  نيبه ا. استخراج شد يبا روش شوك اسمز
 C 37˚ يساعت در دما 18به مدت  LB broth طيابتدا در مح
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 وژيفيپـس از سـانتر  . دار كشت داده شـدند  كريدر انكوباتور ش
 ـ ml 4 حاصـل در  يها سلول  mM،%30( سـوكروز  ولاز محل

20Tris-HCl  8 pH, و  mM EDTA 5( گشته  ونيسوسپانس
 يگـذار  رسوب فوژيتوسط سانتر خي يو بعد از انكوبه شدن رو

 )MgCl2 ) mM5/0 از ml 4 در يسپس رسوب باكتر. شدند
 ,PMSF, Roche) كننــده پروتئــاز مهــار بــاتيترك يحــاو

Germany) 30مجدد به مدت  ونيمخلوط و به دنبال انكوباس 
ها به عنوان پروتئين  آن ييرو عيما فوژ،يو سانتر خي يرو قهيدق

اسـتفاده   يبتالاكتامـاز  تيفعال يجهت بررس كيپلاسم يتام پر
شده بـا روش   استخراج يها نيغلظت پروتئ زانيم. ]12[ ديگرد

شـد   يريگ نانومتر اندازه 595طول موج  برادفورد در استاندارد
]20[.  

ــروش  ــه. يدومتري ــ ب ــور بررس ــفعال يمنظ ــيآنز تي  يم
مختلـف   يسوبستراها هيتحت مطالعه عل ينيپروتئ يها مخلوط
 ml 5/0 بـا  يپلاسـم  ياز پروتئين تام پـر  µg 5 مقدار ،ييدارو

 ml نشاسته و-ديمخلوط  7M, pH1( ،ml  5/0( بافر فسفات

 ـوتيب ياز آنت 5/0 مخلـوط و  ) ميسفوتاكس ـ(مـورد مطالعـه    كي
 يدر فاصله زمـان  nm 620 موج طولدر  يجذب نور راتييتغ

 ـواحد فعال. دياتاق قرائت گرد يدر دما قهيدق 5 يط يمتوال  تي
از  ml بـر  قهيشده بر دق هيتجز يسوبسترا µM بر اساس يميآنز

ــا فرمــول مقابــل محاســبه شــد    0/3: حجــم كــل واكــنش ب
(ΔOD/min/1.2) × ]21[.  
 ـبـه روش ل  دياستخراج پلاسـم   ـقل زي  يبررس ـ جهـت . يائي

 ـبتالاكتامـاز از طر  يمقاومت پيفنوت يريپذ انتقال  د،يپلاسـم  قي
 يهر بـاكتر  يدهايپلاسم Miniprep يمطابق پروتكل جداساز

  .ديگرد يجداساز
 (ref. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 

Third Edition (3 volume set)  Joe Sambrook).   ابتـدا
 LB (light broth) طيمح ـ ml2  در ياز هـر بـاكتر   يكلن تك

زدن انكوبـه، بعـد از    راه با هم گراد هم يسانت oC37  و در حيتلق
 ـها در بـافر ل  سلول وژ،يفيسانتر  I )8pH, EDTA mM 10 زي

mM, 25mM, 50 (و سـپس   ونيهمراه با ورتكس سوسپانس ـ
 ـ يط ـ ميزوزيتوسط ل  ـل oC37  در ونيسـاعت انكوباس ـ  مين  زي

 ـدر مرحلـه بعـد محلـول ل   . شـدند   II (0.2 N NaOH, 1% زي

SDS) ها تكـان داده شـدند   لوله يبه مخلوط اضافه و به آرام .
 III زيــــــــــــســــــــــــپس محلــــــــــــول ل 

potassium acetate, Glacial actetic acid, H2O) M 50 (
 خي يبر رو يدار نگه قهياضافه و مخلوط بعد از سه تا چهار دق

 ـ عيو مـا  وژيفيسرعت سانتر نيدر بالاتر بـه لولـه منتقـل     يروئ
كلروفرم انجام شـد   ها توسط روش فنل يحذف ناخالص. ديگرد

و  يآور بـا اتانـل جمـع    بيتوسط ترس ـ انيدر پا دهايو پلاسم
 ـدر پا هيهر جدا يباند يالگو. شدند ماريت RNase توسط  اني
  ].22[ ديگرد يبررس %8/1ژل اگارز  يبر رو

ــرا .ونيروش ترانسفورماســ  ونيانجــام ترانسفورماســ يب
 ميكلس دياز روش كلرE. coli HB101 يبه درون باكتر ديپلاسم

 يهـا  روش پـس از فـراهم شـدن سـلول     نياستفاده شد، در ا
 ـانجام گرد ريمستعد مراحل كار به صورت ز  ـم. دي  ng  10زاني

 لياستر وبيكروتيمورد نظر در م يديپلاسم DNA مخلوط از
از  تـر يكروليم 100سـپس  . شد ادهقرار د خي يو بر رو ختهير

هــا اضــافه و پــس از  وبيــشــده بــه درون ت مســتعد يبــاكتر
 ـ يبـر رو  قهيدق 10به مدت  يساز مخلوط . شـد  يدار نگـه  خي
 2گـراد بـه مـدت     يدرجه سانت 42 يمار ها در بن وبيسپس ت

هـا بلافاصـله    نمونه. قرار داده شدند يتحت شوك حرارت قهيدق
 ـمنتقل و به هر ت خي يبر رو  LB broth طياز مح ـ ml 1 وبي

 ياز مخلوط حاضـر پـس از ط ـ   µl 100 ريمقاد. دياضافه گرد
 يآگـار حـاو   LB طيبه مح oC37  در ونيساعت انكوباس كي
ترانسـفورم شـده مقـاوم     يها يو ظهور كلن حيتلق كيوتيب يآنت

مقاومـت   يالگو. ديگرد يبررس ونيساعت انكوباس 24پس از 
چه در بخش  به مانند آن رمانتهر ترانسفو يبرا MIC و سطح

 ـ  يالگو نييتع  ـب يمقاومـت داروئ  ـگرد اني و مـورد   نيـي تع د،ي
  .قرار داده شد سهيمقا

 يافـزار آمـار   ها با استفاده از نـرم  داده نيموجود ب ارتباط
SPSS  و آزمونT يدر تمـام . قـرار داده شـدند   يمورد بررس 
 يبه عنوان شـاخص معنـادار   >0.05احتمال  ريها مقاد يبررس

  .ديارتباط لحاظ گرد
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  نتايج
 يها مطالعه مربوط به نمونه نيدر ا يمورد بررس يها نمونه

 ـمبـتلا بـه انتر   مـاران يشـده ب  يآور جمع  گـاه  شياز آزمـا  تي
ــتانيب ــان مارس ــه يطالق ــا و نمون ــت ب يه ــتانيعفون  يمارس
 ـا ICUاز ) و خـون  ،يتنفس ـ ،يزخـم، ادرار  يهـا  عفونت(  ني
بـه   يبررس ـ نيمنتخب در ا يها هيجدا يتمام. بودند مارستانيب

آزمون  جينتا يبررس. قرار گرفتند دييمورد تا يكل اياشرش عنوان
دهنـده   مورد مطالعـه نشـان   يها كيوتيب يآنت يبرا وگراميب يآنت
 ـ )%53/88( نيليمقاومـت بـه اگزاس ـ   نيتر شيب  نيليس ـ يو آمپ
 ميديو سـفتاز %) 11( پـنم يميمقاومت به ا نيتر و كم%) 53/88(
 ـ ييها نمونه. بود%) 52/15(  ـ 3 زا شيكه به ب  ـوتيب يآنت از  كي

 ـمختلف مقاومت نشان دادنـد بـه عنـوان فنوت    يها خانواده  پي
بودند % 21اند، شدهدر نظر گرفته ) MDR( ييدارو مقاومت چند

  ). 1جدول (
فنوتيپ هاي مقاومتي چندگانه در جدايه هاي باليني  فراواني. 1جدول 

 اشرشيا كلي

Resistance phenotype Frequency 
AMC, AM 147 (67%).  
AMC, OX 146 (66%) 
AM, OX 126 (58%) 
AMC, AM, OX 143 (66%) 
AM, OX, CTX 56 (26%) 
AMC, AM, OX, CTX 61 (28%) 
AMC, AM, OX, CF 65 (30%) 
AMC, AM, OX, CF, CB 46 (21%) 
AMC, AM, OX, CF, CB, CTX 45 (20%) 
AMC, AM, OX, CTX, FEP, IPM 22 (10%) 
AMC, AM, OX, CF, CB, CTX, FEP 37 (17%) 
AMC, AM, OX, CF, CB, CTX, FEP,IPM 27 (12%) 

Am: ampicillin; CTX: cefotaxime; OX: Oxacillin; 
CB: carbenicillin; AMC: amoxicillin-clavulanic acid; 
FEP: cefepime; CAZ: ceftazidime; Oxa/Cloxa: 

oxacillin/cloxacillin, CF: Cefoxitin; IPM: imipenem. 
  

 نيــاز ا% 15/14مشــابه در  يمقــاومت يپيفنــوت يالگوهــا
مربوط  ياومتمق يالگوها نيا نيتر مهم. ها حضور داشت هيجدا

 ـبـه فنوت   ـ  amr ،oxr ,amcr پي  ـ% 84/64 يبـا فراوان باشـد   يم
 يهـا  پيحضور فنوت هيكننده اول شنهاديالگوها پ نيا). 2جدول (

 ـفنوت ه،يجدا 29در  a 3  يبتا لاكتاماز يمقاومت در  ber 2 پي
 ـجدا 43در  de 2 پيفنوت ه،يجدا 41  ـو فنوت ه،ي  13در  1 پي
دوگانه  سكيد يها آزمون جينتا يبررس). 2جدول (بود  هيجدا

مقاومت به آزترئونام، و مقاومت ) دياس كيبورون -نيتيسفوكس(
هـا   خـانواده  نيتر حضور ا قيدق ييمنظور شناسا ه، بEDTAبه 

 يها را بـر اسـاس الگـو    هيجدا يبند دسته جينتا نيانجام شد، ا
  .دينما يم دييتأ يمقاومت
 ـوتيب يآنتدر مورد ) MIC( يحداقل غلظت مهار جينتا  كي

 ـمؤ ميسفوتاكس از  %50مقاومـت در   يسـطح بـالا   حضـور  دي
 ريمقـاد  ريسـا ). MIC50(بـود   μg/ml 512ها در غلظت  نمونه

  .آورده شده است 2در جدول  MICسطوح 
لاكتامـاز بـا    بتـا  يمقاومت پيفنوت يدارا يها هيسو انيم از

 ـو اهم ber 2 پيفنوت يدارا ياعضا يبالا يتوجه به فراوان  تي
 ـفعال يها تحت بررس هيسو نيمقاومت، ا نيا ينيبال  يم ـيآنز تي

دسـت آمـده از    هب جينتا. قرار داده شدند يدومتريبه روش ب 
مجزا بـه   يمتسطح مقاو يدارا يها هيجدا يبرا يدومتريتست 

 ـجدا نيا يتمام. آورده شده است 1 شكلصورت   يهـا دارا  هي
 ـبر اساس فعال. بودند يميآنز تيفعال  ـگ انـدازه  يم ـيآنز تي  يري

 نيتر شيدسته مجزا قرا داده شدند كه ب 5ها در  هيجدا نيشده ا
 %61. دوم قرار گرفتنـد  يميدر گروه آنز) هيجدا 22(ها  هيجدا
گروه چهارم . دادند يرا نشان م يمشابه يميآنز تيلها فعا هيجدا

 شكل(عضو بودند  نيتر كم يدارا هيو پنجم هر كدام با دو جدا
1 .(

  .لاكتامازي-به تركيبات ضد ميكروبي معرف الگوهاي مقاومت دارويي بتا اشرشيا كلينتايج آزمون حساسيت سنجي جدايه هاي : 2جدول 
 الگوي مقاومت دارويي        درصد فراواني

0  EDTAr   AZTr Imps CAZr FEPr AMCs  CTXr  Amr  1) ESBL  
13 EDTAs AZTs Impr CAZr FEPr AMCr  CTXr  Amr  2) 3a  
18 EDTAr AZTr Imps CAZr FEPr AMCr  CTXr  Amr  3) 2ber  
0  FOXr

Boronic acid r  
EDTAr Imps CAZr FEPr AMCs  CTXr  Amr  4) AmpC  

19   EDTArImpr CAZrAMCr CTXr Oxa/Cloxr  5) 2de                  
ESBL: Extended spectrum β-lactamase; ESBL, 3a, 2ber, ampC, 2de refer to different phenotypic and molecular classes of β-
lactamase. Am: ampicillin; CTX: cefotaxime; OX: oxacillin; CB: carbenicillin; AMC: amoxicillin-clavulanic acid; FEP: 
cefepime; CAZ: ceftazidime; Oxa/Cloxa: oxacillin/cloxacillin, CF: cefoxitin; r: resistant, s: sensitive.  
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  1392ستان

Antib  
Frequ  
Total 

  (bMIC90  

مشـابه   يپ
  .ودند

الكتروفورز . 
 2/1 . %L :

 1هاي  شماره
ختلف باكتري 

 

 يهـا  ونـت    
 ن،يكليس ـ ي

ــا،  ــون هـ
در . هســتند

پـنم   يمي، ا
ظهـور  . وند 

 ي چندگانـه 
بـه عنـوان    

در  يسـتان 
 بـات يب ترك 

و ) هـا  نير  
هـا و   ولـون 

  L 

0 bp 

0 bp 

 bp 

00 bp <

زمس، )50پياپي( 

biotic concentra

uency

μg 512 مي باشد.

پيفنـوت  يلگوهـا 
MIC بو سان كي

 از باكتري وحشي
 بر روي ژل اگارز

10 k(. هاي ش ستون
 از جدايه هاي مخ
 .شخص شده است

 در درمـان عفو
يشامل دوكس ـ ي

ــي، فلوئوروك نولـ
هس نيميفاكســي ر
و تازوباكتام نيل

 ـ   شـو يگرفتـه م
چ يـي مـت دارو 

 ـ گسـترده بـ في
مارسيب يهـا  نـت 
ها به اغلـب هيسو

ـا و سفالوسـپو
نويماننـد فلوروك 

  S1     S2    S3      S4   

2، شماره 15لد

  . م
ation (μg/ml)

  

g/ml    يق پيشرو

  .شد

ال يمطالعـه دارا
Cخود و سطوح  

يدي استخراج شده
ز باكتري وحشي،

kb DNA Ladd

يدي استخراج شده
سميدها با پيكان مش

  گيري جه
شـناخته شـده 
يكل اياشرش يا ده

ــازول، امتوكسـ
نســل ســوم و 
يليپراسيپ يباكتر 

 ـ  كـار گ هـروپنم ب
 ـ مقاوم يدارا يل
يلاكتاماز ط بتا ي
عفون يبـرا  يـان 
س نيا. باشد ي م

 ـ  هـ نيليس ـ يد پن
ما(حاد  يها ونت

  S5   S6     S7  S8     S9

جل                

M عليه سفوتاكسيم
> 4 

24%   )3 (31/7%
41 

كه در تحقين دهند،
μg/m 1024 مي باش

فرم شده تحت م
هيبا والد اول يت

الگوهاي پلاسمي .2
يد استخراج شده از

der( وزن مولكولي 

نمونه هاي پلاسمي
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 ـمـرگ و م  زانيم. مقاوم هستند) نيسيجنتاما  يهـا  عفونـت  ري
گسترده  فيط يلاكتامازها كننده بتا كد يها يكل اياشرشاز  يناش
 ـامـر اهم  نيا. دباش يها م فاقد آن يها هيبالاتر از سو اريبس  تي
مختلـف   مارانيب يها ها را در نمونه هيسو نيا يفراوان يريگ يپ

 قيدست آمده از تحق هب جيبر اساس نتا. ]23[ دينما يزد م گوش
 يها هيدر جدا يينسبتاً بالا يكيوتيب يمقاومت آنت زانيحاضر، م

 مارانيمدفوع ب يها نمونه نيچن و هم يمارستانيعفونت ب ينيبال
مـا نشـان    جينتا. شد دهيمورد مطالعه د تيتروانترمبتلا به گاس

 شيها به ب نمونه %2/26 ينمونه مورد بررس 217دهد كه از  يم
به ها  هيجدا نيمقاومت در ا. مقاومت دارند كيوتيب ياز پنج آنت

 جيبا نتـا  افتهي نيا. بود ييبالا زانيدر م نيلياگزاس كيوتيب يآنت
Taneja نسـبت بـه چنـد دارو را     متمقاو زانيكاران كه م و هم

ــم   6/30% ــت ه ــوده اس ــزارش نم ــوان گ . ]23،25[دارد  يخ
ها مربوط  هيجدا نيدر ا ييدارو مقاومت چند پيفنوت نيتر غالب

 كـه  يدر حال. كلاو بود يو آموكس نيليس يآموكس ن،يليبه اگزاس
 رانيدر ا نياز ا شيپ ESBL ييمقاومت دارو يپيفنوت يالگوها

گزارش شده بود  % 3/44و % 9/53، %86/19 يدر دامنه فراوان
 ـ   جي، نتا]26،17،18[ را % 0 يحاصل از مطالعـه حاضـر فراوان

و كامـل   حيصـح  يص ـيتشخ ياستفاده از الگـو . مشخص نمود
 ـگر ا هيتواند توج يمطالعه م نيدر ا ييمقاومت دارو تفـاوت   ني

 نيكره، دانمارك و چ ـ يدر كشورها يفراوان نيا. باشد يفراوان
گـزارش شـده اسـت    % 8/16و % 8/0، %6/12برابر  بيتبه تر

مشـاهده   يلاكتاماز بتا يمقاومت يالگو نيتر شيب. ]27،28،29[
  يهـا  گـروه  يمقاومت يها پيمطالعه مربوط به فنوت نيشده در ا

de 2 )19 (% وber 2 )18 (%يسوبســتراها. ديــگرد نيــيتع 
 يهـا  نيسفالوسـپور  يلاكتامـاز  بتا يها خانواده نيا ياختصاص

 ـباشند كـه مو  يگسترده م فيط خطـر در شكسـت    شيافـزا  دي
 ـمرسـوم عل  يهـا  درمان شـده توسـط    جـاد يا يهـا  عفونـت  هي
  ). 2جدول (باشد  يم رانيها در ا ميآنز نيكننده ا ديتول يها هيسو

 هيــحضــور بتالاكتامــاز را در كل يدومتريــآزمــون  جينتــا
 يجـذب نـور   زانيم سهيمقا. نشان داد يمورد بررس يها هيسو

)OD (يميو واحد آنز )بر اساس  ميواحد آنزµM  يسوبسـترا 
آن نكتـه بـود    ديها مو هيسو نيدر ا) mlبر  قهيشده بر دق هيتجز

نكته . استمختلف متفاوت  يها هيدر سو ميآنز ديتول زانيكه م
آزمون  جينتا يخوان حاضر عدم هم قيقابل اشاره در مورد تحق

 ـآزمون  جيبا نتا) MIC( يحداقل غلظت مهار نييتع  يدومتري
بـالاتر   ي MIC زانيها م هيجدا نيدر ا. بودها  هيدر غالب جدا

 ـ  هب. نبود تر شيبتالاكتاماز ب ديتول زانيم يبه معن طـور   هعـلاوه ب
 MICو  ييدارو مقاومت چند پيفنوت يدارا يها هيدارج يجالب

وجـود  . دادند يرا نشان نم يمشابه يميآنز تيفعال زين سان كي
ــفعال ــوع آنز تي ــيمتن ــ يم ــطوح غلظت ــ يدر س ــان كي از  س

ها نكته قابـل   هيجدا نيدست آمده از ا هب ينيپروتئ يها مخلوط
حضور  يزمان ها، هم ميتنوع آنز. در مطالعه حاضر است يتوجه

متفـاوت و   ييسوبسـترا  تياختصاص ه،يسو كيدر  ميچند آنز
 ـدر ا يم ـيآنز ريغ يمقاومت يها سميحضور مكان هـا   هيسـو  ني

  . دينما هيها را توج تفاوت نيتواند ا يم
ترانسـفورم شـده بـا     يهـا  يباكتر مقاومت يشباهت الگو

 ـ  هـم  يريپذ كننده انتقال دييتا يوحش يها يباكتر از  شيزمـان ب
. هاست كننده آن حمل يهاديدر پلاسم ييچند ژن مقاومت دارو

خـاص كـه    ريپذ انتقال يهاديها احتمال وجود پلاسم افتهي نيا
 نيرا در ب اشندها ببروز مقاومت به چند دسته از دارومرتبط با 

مقـاوم و   يهـا  هيدرصـد سـو   يكيها با توجه به نزد هيجدا نيا
مـت  مقاو كيوتيب يآنت 5از  شيها به ب از آن %27حدوداً  كه نيا

 ـدرمـان ا  يتوانـد بـرا   يمسئله م نيا. كند يم شنهاديدارند، پ  ني
قرار گرفتن  كه نيا گرينكته د. كننده باشد نگران كاملاً ها يماريب

توانـد   يم ديچون پلاسم هم يژن يها حامل يرو برژن مقاومت 
 يريپذ انتقال. ديمقاوم كمك نما يها هيمقاومت در سو وعيبه ش
گسترده توسـط   فيط يلاكتامازها خانواده بتا ياز اعضا يبرخ

 ـعنوان  هامروزه ب) AmpCو  CTX-M ژهيو هب( دهايپلاسم  كي
 ـا يدارا يهـا  هيباشد، چرا كه سـو  يمطرح م يمعضل درمان  ني

، 31[دهند  يپاسخ نم يدرمان يها ميها به اغلب رژ مقاومت عنو
 تيو با توجه به فعال قيتحق نيحاصل از ا جيبر اساس نتا. ]32

ــاز ــالا يبتالاكتام ــجدا يب ــا هي ــه عل  يه ــت مطالع ــتح  هي
بـه  ) μg/ml50 معادل با MIC50(نسل سوم  يها نيسفالوسپور

درمـان   يادارو بـر  نيها بهتـر  كارباپنم يرسد كه اعضا ينظر م
 ـتول يهـا  هياز سو يحاد ناش يها عفونت كننـده بتالاكتامـاز    دي
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دارد  يخـوان  هـم  گـر يد نيمحقق جيبا نتا يبررس نيباشند، كه ا
 ـهـا در برابـر قـدرت ه    اساساً كارباپنم. ]17[  يكننـدگ  زيدرولي

مولكـول   يكـوچك  ليدل هدهند و ب يبتالاكتاماز مقاومت نشان م
 ـ نيپور قياز طر يداخل سلول باكتر هقادر به نفوذ ب . باشـند  يم

 ـدنبال اسـتفاده از ا  هب يخوب يدرمان جينتا  ـ ني  ـوتيب يآنت در  كي
وجود  نيبا ا. ]33[مولد گزارش شده است  يها هيمقابله با سو

ــدد ــات متع ــاز پ يگزارش ــه ا  شيداي ــبت ب ــت نس ــمقاوم  ني
مختلـف جهـان وجـود دارد كـه      يها از كشـورها  كيوتيب يآنت
را  كيوتيب يآنت نياز ا هيرو يب هاز استفاد يخطرات ناش تياهم
 ـموجـود عل  يمحدود بودن داروها ليبه دل. سازد يم انينما  هي
 يهـا  افتـه يكننده بتالاكتامازها و با توجـه بـه    ديتول يها هيسو

ها  ميآنز نيكننده ا كد يها هيسو يبالا وعيگر ش حاضر كه دلالت
ها  مقاومت نيو كنترل ا يريگ شيپ يلازم برا ريتداب دياست، با
 يسوبسـتراها  ريبـا سـا   تـر  عيانجام مطالعات وس. ديبه عمل آ

توسـط   هيقابل تجز ريغ يسوبستراها ييو شناسا يكيوتيب يآنت
را در رابطـه بـا    يمنـد  توانـد اطلاعـات ارزش   يها م ميآنز نيا

 ـاز ا يناش يها عفونت ييدرمان دارو  نـده يهـا در آ  يبـاكتر  ني
  .ديفراهم نما
 يها مقاومت يبه نسبت بالا يفراوان ديمطالعه مؤ نيا جينتا
 ينيو بـال  يمارسـتان يب يهـا  هيجدا انيپرخطر در م ييدارو چند
 ـفعال يبررس ـ جينتـا . باشد يم رانيدر ا يكل اياشرش  يم ـيآنز تي

را در سـطوح   يميآنز تيها تنوع فعال هيجدا نيبتالاكتاماز در ا
 ـجدا نيا در MICسطوح  سهيمقا. دهد يمختلف نشان م هـا   هي

 ـغ يمقاومت يها سميگر حضور مكان هيتوج  ـدر ا يم ـيآنز ري  ني
 يو سطح مقاومت يميآنز تيعدم توافق فعال. باشد يها م يباكتر
نسبت به  MICسطح  نييتع تيكننده اهم شنهاديمطالعه پ نيدر ا
 ـمورد استفاده بدون توجه بـه م  يها كيوتيب يآنت  ـفعال زاني  تي

. باشد يم يگاه شيآزما طيها در شرا هيسو نيتام ا يبتالاكتاماز
 ـ زينقش تجـو  تيبا توجه به اهم  ـوتيب يآنت  شيهـا در افـزا   كي

 ـ يريپـذ  احتمال انتقال شيمقاوم و افزا يها هيسو  ـدر ا يژن  ني
 زيگـردد تـا تجـو    يم شنهاديتر حساس پ كم يها هيبه سو هيسو

 يها يگر بر غربال يها مبتن نوع از عفونت نيداروها در مورد ا

مقاومت به آن دارو توسـط   تياز وضع يو آگاه يگاه شيآزما
  .مورد نظر باشد يعوامل عفون

  
  تشكر و قدرداني

 ـكه ما را در ته يهمكاران هياز كل لهيوس نيبد  ـا هي طـرح   ني
طرح در قالـب   نيا. ميينما يم يرساندند تشكر و قدردان ياري
 1390مصوب در سـال   يقاتيو طرح تحق يينامه دانشجو انيپا

 ديشـه  يگوارش و كبد دانشگاه علوم پزشك قاتيدر مركز تحق
  .است دهيبه انجام رس يبهشت
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Introduction: The risky multidrug resistance phenotypes could be spread among strains of Escherichia 
coli (E. coli). The resistance against β-lactam drugs could emerge through the production of different 
enzymes with different spectrum of activities. This study was planned to determine the activity of β-
lactamases extracted from different clinical isolates of E. coli and their relatedness with resistance 
phenotype and plasmid patterns. 

Materials and Methods: Antimicrobial susceptibility of E. coli isolates from different clinical samples to 
10 β-lactam antibiotics were studied by disk diffusion method and minimal inhibitory concentration (MIC) 
of the resistant isolates were determined against cefotaxime by agar dilution method. Iodometry assay was 
used to detect β-lactamase activity of periplasmic fractions of the protein extracts in the presence of 
cefotaxime. Plasmid transmissibility of the resistance phenotype into E. coli HB101was finally studied by 
CaCl2 transformation method. 

Results: Results of this research showed existence of high plenty of multidrug resistance phenotypes 
(21%) among these isolates. The study-generated antibiogram showed that the lowest percent resistance 
antibiotics for all the isolates were imipenem (11%) and ceftazidime (15.52%).  This resistance phenotype 
was transferable by plasmids in strain E. coli HB101. Analysis of the β-lactamase activities showed a 
variation among them in ranges of 0,007 upto 0,065 units. No significant relationship was observed 
between the level of MIC (<4 to 1024 µg/ml) and the amounts of enzyme activities. 

Conclusion: These results indicated that type of the produced enzymes and also their specificities for β-
lactam drugs, but not the amount of their total enzyme activities, do determine the level of their resistance 
phenotypes and MIC levels. Presence of the high levels of MIC in some isolates with very low enzyme 
activities suggested the existence of other mechanisms of drug resistance among them. Identification of 
antibiotics with higher affinity for these β-lactamases will provide valuable information about fighting 
against these bacteria in severe infections. 

Keywords: Beta lactamase, Escherichia coli, Cross Infection, Drug resistance, Bacterial drug resistance, 
Iran 

 
* Corresponding author: Fax: +98 21 22432517; Tel +98 21 22432518   
masoud.alebouyeh@gmail.com   

   197 - 205

How to cite this article: 
Rahimi M, Tajbakhsh M, Razaghi M, Tajeddin E, Alebouyeh M, Rajabi Bazl M, Zali M. Frequency 
of β-lactamase producing isolates of Escherichia coli and their diversity in enzyme activities 
among the resistance isolates from patients with diarrhea and nosocomial infections in Tehran, 
Iran. koomesh. 2014; 15 (2) :197-205 
URL http://www.koomeshjournal.ir/browse.php?a_code=A-10-1775-1&slc_lang=en&sid=1 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

5-
18

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1859-fa.html
http://www.tcpdf.org

