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  تريايي سبب افزايشكهاي با روبي بتالاكتام در درمان عفونتكمصرف روزافزون مواد ضد مي :زمينه و هدف
هاي بيمارستاني مقاومت آنزيمي به  فونتي از معضلات در درمان عكنون يكهم ا. ها شده است مقاومت بر عليه آن
ه تعدادي از ك از آنجايي. باشد  مياشريشياكليويژه  هاي باليني به  در ميان ايزوله(ESBL) الطيف بتالاكتامازهاي وسيع

ل كرا با مش دهند، انتخاب درمان موثر ط آزمايشگاهي و درون بدن نشان مييها حساسيت دوگانه در شرا سويه
  ميزان. اند يافته صورت غالب در سراسر جهان شيوع ه بCTX-Mهاي اخير بتالاكتامازهاي  در سال. دنك رو مي بهرو

 و نيز ESBL فراواني هدف از اين مطالعه بررسي.  در بيشتر نقاط ايران ناشناخته مانده استESBLهاي  شيوع تيپ
: روش بررسي .باشد مي در شهر تبريز شده از عفونت ادراري  جدااشريشياكلي در CTX-M-1ه وگر ميزان شيوع زير

آوري  هاي تبريز جمع  از بيمارستان1389سال  تا فروردين 1388سال  نمونه ادراري از آبان 400در اين مطالعه ابتدا 
  در مرحله بعد تست تعيين حساسيت. هاي بيوشيميايي تاييد شدند  توسط آزمايشاشريشياكلي سويه 188و 

  يبي و سينرژيسم دوبل،كديسك تر سپس با استفاده از روش. يك منتخب انجام شدبيوت  آنتي10نسبت به 
هاي  ننده آنزيمكهاي توليد  سويهPCRاز روش  نهايت با استفاده در.  شناسايي گرديدندESBL نندهكهاي توليد سويه

 سويه 188ل كه از ك نشان داد هاي فنوتيپي تستنتايج حاصل از  :ها يافته . مشخص شدندCTX-M-1گروه 
ه از اين ميان ك نيز مشخص شد PCRروش  طي .باشند مي ESBLننده كسويه توليد%) 6/43 (82 تعداد اشريشياكلي

هاي  ه سويهكدهد  مطالعه حاضر نشان مي: گيري  نتيجه. هستندCTX-M-1ننده كسويه توليد%) 1/84 (69تعداد 
افي اين كت تجويز داروي مناسب نياز به شناسايي جه.  در حال افزايش هستندCTX-Mننده ك توليداشريشياكلي

  .باشد ها مي سويه

  .، تبريزCTX-M-1 طيف گسترده، بتالاكتاماز، اشريشياكلي: ليديكلمات ك

 

  
روبي كهاي دارويي، مقاومت به داروهاي ضد مي در بين مقاومت

روبي كهاي مي ن عفونت نگراني اصلي براي درما(-lactam) بتالاكتام
هاي  بيوتيك تريايي در برابر آنتيكانيسم اصلي مقاومت باك م1.باشد مي
ها  اين آنزيم. باشد هاي بتالاكتاماز مي لاس بتالاكتام، توليد آنزيمك

هاي باندشونده به  ينيه به پروتك هاي بتالاكتام را قبل از اين بيوتيك آنتي
 سيتوپلاسمي يدر غشا Penicillin Binding Protein (PBP) سيلين پني

الطيف   بتالاكتامازهاي وسيع2.نندك برسند، هيدروليز و غيرفعال مي
Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL)هاي  اي از آنزيم  دسته

  . روبي دارندكاي در درمان ضد مي ه اهميت ويژهكباشند  بتالاكتاماز مي

  

 -Oximino)ها  ي مينو بتالاكتامامل اكسكها قادر به هيدروليز  اين آنزيم

β-lactams)ميزان توليد3.باشند ها مي  از قبيل نسل سوم سفالوسپورين  
 در ميان آنتروباكترياسه در سراسر جهان الطيف بتالاكتامازهاي وسيع

 اطلاعاتي كه اخيرا توسط بانك مطالعه كدر ي. باشد متفاوت مي
Tigecycline Evaluation and Surveillance Trial (TEST)  منتشر

 و كلبسيلا پنومونيهترتيب توسط   بهESBLشده، بيشترين ميزان توليد 
هاي اداري   بروز عفونت2.گيرد  صورت مي(E.coli) اشريشياكلي
 در سراسر جهان ESBLننده ك توليداشريشياكليهاي  تريكتوسط با

ولي كبتالاكتامازها به دو صورت مول 4.همواره رو به افزايش است
(Ambler)ردي ك و عمل(Bush-Jacoby-Medeiros)بندي   طبقه

مقدمه
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     و همكاراندلال سلطان مهدي محمد      
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ردي هنگامي شروع كلحاظ عمل بندي بتالاكتامازها به  طبقه2.شوند مي
ها ESBL 5.سيلينازها متمايز شدند ه سفالوسپورينازها از پنيكشد 

ردي در گروه دو قرار كلحاظ عمل  و بهAلاس كولي در كلحاظ مول به
ه بيشتر از ك شناسايي شدند 1980دا در دهه ها ابت اين آنزيم 2.دارند
 Point)اي  هاي نقطه  و در نتيجه جهش بودندSHV و TEMنوع 

mutation)اند الطيف ايجاد شده هاي اصلي فاقد فعاليت وسيع  از آنزيم .
پلاسميدهاي . شوند د ميكرر توسط پلاسميد كطور م هها ب اين آنزيم

ي كبيوتي هايي آنتي لاسكيگر هاي مقاومت به د ، ژنESBLنده نكتوليد
 CTX-Mبتالاكتامازهاي  6.نندك مانند آمينوگليكوزيدها را نيز حمل مي

هاي  ها قادر به هيدروليز سفالوسپورين آن. شوند د ميكتوسط پلاسميد 
وسيله اسيد كلاولانيك و تازوباكتام مهار  هالطيف بوده و ب وسيع
  واشريشياكلياي در  يندهطور فزا ه بCTX-M بتالاكتامازهاي 3.شوند مي

ها براساس تغييرات اسيد  اين آنزيم.  شايع هستندكلبسيلا پنومونيه
 ,CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9)آمينه به پنج گروه اصلي 

CTX-M25)هاي  ها از ژن منشاء بعضي از اين آنزيم 2.شوند  تقسيم مي
ه كد باش مي) هاي محيطي تريكاز با( .Kluyvera spp كروموزومي

هاي  تريكهاي مربوطه در درون پلاسميد وارد شده و سپس به با ژن
در سراسر  CTX-M3 و CTX-M2هاي   تيپ2.اند پاتوژن منتقل شده

هاي  هاي مختلف از جمله آرژانتين، تيپشوركجهان شيوع يافته و در 
 7و8.اند  شناسايي شدهCTX-M نوع 50حال بيش از  تا به. باشند غالب مي

هاي اخير در ايران انجام شده،  ه در سالكهايي  يدر طي بررس
بيشترين . اند ردهك افزايش پيدا CTX-Mخصوص  ه، بESBLهاي  آنزيم

ها   بوده و بقيه زير گروهCTX-M-1گروه   مربوط به زيرCTX-Mشيوع 
 لذا هدف از اين 7.دهند يل ميكمي را تشكيا شيوع نداشته و يا درصد 

 CTX-M-1گروه  و نيز ميزان شيوع زير ESBLمطالعه بررسي فراواني 
  .باشد ميجدا شده از عفونت ادراري در تبريز  اشريشياكليدر 
  

  
 نمونه ادرار از بيماران بستري و 400ابتدا توصيفي در اين مطالعه 

 تا 1388ماه سال  از آبان ماه ششهاي تبريز در طي  ي بيمارستانيسرپا
 EMBشت انتخابي كآوري و بر روي محيط  جمع 1389ه ما فروردين

سپس . شت داده شدندك) Merck ،Germanyت كساخت شر(آگار 
، ليزين سيمون سيتراتهاي بيوشيميايي از قبيل  توسط تست

ها انجام  ه بر روي كلنيك MR/VP و TSI ،SIM دكربوكسيلاز، اوره آز،

هاي مربوط  لنيك.  شناسايي گرديدE.coliسويه ) %47 (188 ،گرفت
 ذخيره -C 70  درSkim milk broth در محيط E.coli هاي به سويه

تمامي (استفاده شود ها  هيسوشدند تا در مراحل بعدي از اين 
 ).تهيه گرديدآلمان  كت مركشت از شركهاي  محيط

پس از تأييد وجود : ESBLننده كهاي توليد شناسايي فنوتيپي سويه
E.coliن ، به پيشنهاد سازماClinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI)ننده كهاي توليد گري اوليه ارگانيسم منظور غربال ، به
ESBLاز آزمون ديسك آگار ديفيوژن ، Disk Agar Diffusion (DAD) 

 در اين روش پس از تهيه محيط مولر هينتون آگار 9.استفاده گرديد
وبي استاندارد با غلظت نيم رك، سوسپانسيون مي)=PH 4/7 الي 2/7(

  دقيقه پس از15. تهيه گرديد (McFarland standard 0.5)مك فارلند 
ور، كروبي بر روي محيط مذكامل سوسپانسيون ميكردن كپخش 

 25/1(، كوتريموكسازول ) ميكروگرم10(هاي جنتامايسين  كديس
، سيپروفلوكساسين ) ميكروگرم30(، ناليديكسيك اسيد )ميكروگرم

 10(پنم  ، ايمي) ميكروگرم30(، سفوتاكسيم ) ميكروگرمپنج(
 30(سيلين  ، آموكسي) ميكروگرم30(، سفتازيديم )ميكروگرم
 10( استرپتومايسين و)  ميكروگرم30(، كلرامفنيكل )ميكروگرم
فاصله  ، به آلمان تهيه شده بودندMastت كه از شرك) ميكروگرم

پس از .  قرار گرفتندوركديگر، بر روي محيط مذك از يcm5/2حداقل 
ش، هاله ك ، با استفاده از خطC 37  ساعته در دماي24انكوباسيون 

گيري و با استانداردهاي جهاني  ها اندازه كعدم رشد اطراف ديس
(CLSI)ها،  كت سازنده ديسك مقايسه شده و طبق دستورالعمل شر
 و حساس (I)، نيمه حساس (R)صورت مقاوم  ههاي مورد نظر ب نمونه

(S)ها  اهش حساسيت در اين سويهكهر گونه .  گزارش گرديدند
براي اين منظور، به . تواند گواهي بر وجود اين مقاومت باشد مي

.  استفاده شدCombined disk از آزمون CLSIپيشنهاد سازمان جهاني 
 آگار ديفيوژن پس از تهيه كدر اين آزمون همانند الگوي روش ديس

روبي با غلظت نيم مك كسپانسيون ميمحيط مولر هينتون آگار، سو
ور پخش كامل در محيط مذكطور  به) تريكبا 5/1×108 حاوي(فارلند 

 -، سفتازيديم) ميكروگرم30(هاي سفتازيديم  كسپس ديس. شد
و )  ميكروگرم30(، سفوتاكسيم ) ميكروگرم10-30(نيك اسيد لاكلاو

داقل فاصله ح به)  ميكروگرم10-30(كلاولانيك اسيد  -سفوتاكسيم
 24پس از . ديگر بر روي محيط قرار گرفتندكمتر از ي  سانتي5/2

، هاله عدم رشد اطراف C 37ساعت انكوباسيون در دماي 

  بررسيروش
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 هاي ادراري  عفونتاشريشياكلي جدا شده از  درCTX-M-1 بتالاكتاماز شناسايي ژن مقاومت
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 حاوي كلاولانيك اسيد نسبت به بدون كلاولانيك اسيد هاي كديس
 كه اگر هاله عدم رشد اطراف ديسكطوري  هب. سنجيده شد
متر نسبت به   ميليپنج مساوي تر يا كلاولانيك اسيد بزرگ -سفتازيديم

 كه هاله عدم رشد اطراف ديسك تنهايي باشد و يا اين سفتازيديم به
 نسبت به mm3تر يا مساوي  كلاولانيك اسيد بزرگ -سفوتاكسيم

طبق ضابطه  توان بر تنهايي باشد، سويه مورد نظر را مي سفوتاكسيم به
CLSIعنوان مولد ه، ب ESBL10. در نظر گرفت  

 (PCR)مراز  اي پلي نش زنجيرهكبراي انجام وا: CTX-M-1شناسايي 
 بر روي محيط مولر Skim milk broth هاي ذخيره شده در ايزولهابتدا 

براي   ساعته،24شت داده شدند و پس از انكوباسيون كهينتون آگار 
جهت  11. استفاده شدBoilingها از روش   از اين سويهDNAاستخراج 

در  CTX-M-1 هاي گروه هاي مربوط به ژن توالي حي پرايمر ازاطر
.  ژن ثبت شده بود، استفاده گرديدكه در بانك اشريشياكليتري كبا

 MEGA 4 multiple-alignmentهاي موجود با استفاده از برنامه  توالي
ها مشخص گرديد   در زير خانوادهكسپس نواحي مشتر. تراز شدند هم

منظور  به . انجام شدGenerunnerحي پرايمر با استفاده از برنامه و طرا
در  BLASTرد اختصاصي اين پرايمرها از برنامه كاطمينان از عمل

NCBI باشد صورت مي ور بدينكتوالي پرايمرهاي مذ .استفاده گرديد:  
CTX- M-1/F :5'-CGTGGCGATGAATAAGCTG-3'  

CTX- M-1/R :5'- GGTGGTATTGCCTTTCATCC-3'
11  

همراه پرايمرهاي مربوط به   به استخراج شدهDNAدر اين فرايند 
نش كهاي غربال مثبت، در مخلوط وا  در سويهCTX-M-1هاي گروه  ژن
 . صورت گرفتDNA ،PCRثير كيب شده و جهت تكتر

، mM 50 ،µl5/1 MgCl2:  شاملµl25  در حجم نهاييPCRنش كوا
µl5/2 بافر x10، mM10 ،µl1 dNTP، µl1  پرايمرPmol/µl 50از هر  
 الگو U/µl5(، µl5/1 Taq DNA polymerase ،µl2 DNA(دام، ك

Pmol/µl50  وµl5/14 H2O ل، تحت برنامه زماني ك سي40 در طي
ت سه مد  بهDNAه باز شدن دو رشته مرحله اولي: ترموسايكلر شامل

 دقيقه كت ي، مرحله باز شدن دو رشته به مدC 94دقيقه در دماي 
  دقيقه در دمايكت يدم ، مرحله اتصال پرايمرها بهC 94 در دماي

C 59دقيقه در دمايكت ي، مرحله طويل شدن رشته هدف به مد  
C 72ت ده دقيقه در دمايمد  و مرحله طويل شدن نهايي به C 72 

مراز  اي پلي قطعه مورد نظر از طريق واكنش زنجيره. انجام شد
از الكتروفورز بر روي ژل  بعد bp251سازي شده و محصولات  فراوان
 سپس محصول الكتروفورز از روي .گرفتند، مورد ارزيابي قرار آگارز

. ارسال شد) سكانسينگ( ژل استخراج گرديد وجهت تعيين توالي
 تراز  همFASTAمحصول سكانسينگ با استفاده از فرمت 

(Alignment) با ژن )  درصد5/88(ه در نهايت تشابه بالايي ك شد
رست ثير دكيمرها و تاحي پراه اين امر صحت طركاصلي مشاهده شد 

  12.دهد  را نشان ميPCR روند و مناسب قطعه مورد نظر در طي

  

  
ي ياز بيماران بستري و سرپا E.coli ايزوله 188در اين مطالعه ابتدا 

هاي  آوري و پس از جداسازي توسط آزمون هاي تبريز جمع بيمارستان
س نتايج حاصل از آزمون غربالي براسا .بيوشيميايي تاييد شدند
 ESBLنده كنعنوان توليد هسويه ب%) 7/44( 84ديسك آگار ديفيوژن، 

%) 6/43 (82در طي آزمون سينرژيسم دوبل، تعداد . مطرح شدند
  نتايج حاصل از . ين شدندـ تعيESBLي ـننده نهايكدـعنوان تولي هسويه ب

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  بيوتيك منتخب  آنتي10ه بررسي ميزان مقاومت نسبت ب: 1-نمودار

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

     هـاي گـروه    ثيـر ژن  ك حاصـل از ت    PCRهـاي    ژل آگارز حـاوي نمونـه     : 1-شكل
CTX-M-1.   سمت چپ ماركر  bp100  ،9نترل مثبـت،    ك: هشتهاي مثبت،    ايزوله: هفت تا   يك :

  نترل منفيك

 هايافته
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بيوتيك انتخاب شده نيـز در        آنتي 10آزمون تعيين حساسيت نسبت به      
ايـن آزمـون هـيچ سـويه مقـاومي           در.  نشان داده شده است    1نمودار  

 82ه بـر روي     ك ـ PCRدر طـي روش      .پنم مشاهده نشد   نسبت به ايمي  
 %)1/84 (69ه از ايـن ميـان       ك ـسويه منتخب انجام شد، مشخص شـد        

  ).1 لكش( هستند CTX-M-1ننده كسويه توليد
  

  
ه  كهاي بتالاكتاماز هستند اي از آنزيم ستهالطيف د بتالاكتامازهاي وسيع

 در ESBL ميزان توليد 3.روبي دارندكاي در درمان ضد مي اهميت ويژه
 اولين 2.باشد ميان آنتروباكترياسه در سراسر جهان متفاوت مي

اي لاتين و اروپاي شرقي گزارش شد اما ك در آمريCTX-Mهاي  آندمي
گسترش اين ژن به هاي فراواني از   گزارش2000پس از سال 

حتي  اسپانيا و يونان، انگلستان، شورهاي اروپاي غربي مانند فرانسه،ك
عنوان  ه بCTX-Mهاي اخير آنزيم  در سال 13-15.ه شديمغولستان ارا

اي شمالي گزارش كخصوص در اروپا و آمري ه بESBL ترين نوع شايع
ي و معرفي يهاي مختلف اين آنزيم شناسا شده است و انواع تيپ

اي در اين مورد صورت گرفته  ندهكدر ايران نيز مطالعات پرا 16.اند شده
 سويه 70 و اشريشياكلي سويه 148 با بررسي ،Masjedian .است

ترتيب   دوگانه بهكيبي و ديسك تركوش ديسر با دو كلبسيلا پنومونيه
اين .  گزارش نمودESBLرا مولد  ) مورد49 (%70و )  مورد76 (51%

 مورد مطالعه را كلبسيلا پنومونيه و اشريشياكليهاي  ين سويهمحقق
هاي   داراي پلاسميدهاي مقاومت مربوط به آنزيم%63 و %50ترتيب  به

ESBL17. گزارش نمود Sadeghi، 221 سويه 255 سويه كلبسيلا و 
هاي  تسترده و با ك را از شهرهاي تهران و تبريز جدا اشريشياكلي

Tree Dimensional Test (TDT)،Test Double Disk Synergy 

(DDST) و E-test توليد ESBL درصد شيوع اين . ردك را بررسي
هاي كلبسيلا در بيماران بستري و سرپايي شهر تهران  مقاومت در گونه

 %7/1و % 1/6ترتيب   بهاشريشياكلي و در %2/12 و %4/31ترتيب  به
هاي كلبسيلا  اين ارقام براي شهر تبريز براي گونه. دست آمد هب
ثبت   به%1/1 و %6/4 اشريشياكلي و براي %1/9  و%4/21ترتيب  به

 PCR و DADهاي   با استفاده از روشMirsalehianمطالعه  در 18.رسيد
 درصد 3/59 ايزوله آنتروباكترياسه صورت گرفت، 150ه بر روي ك

لا كلبسيترتيب  ه بهكرد ك تعيين ESBLنده كنعنوان توليد هها را ب ايزوله
. شدند  بيشترين موارد را شامل ميآنتروباكتر و اشريشياكلي، پنومونيه

)  درصدTEM) 5/55ه بتالاكتاماز كدر اين مطالعه نشان داده شد 
ه بر روي ك ،Shahcheraghi در مطالعه 19. استESBL ترين نوع رايج
هاي باليني مختلف صورت گرفت با   از نمونهاشريشياكلي سويه 200

 درصد داراي ژن 5/52ه ك نشان داد PCR و DADهاي  تستاستفاده از 
ESBL ها داراي ژن   درصد از سويه24ه ك هستندTEM درصد شش و 

 اشريشياكلي ايزوله Mirzaee، 160 20. بودندSHVها داراي ژن  از سويه
ه كرد ك بررسي PCR با روش CTX-Mرا از نظر توليد بتالاكتامازهاي 

 درصد و گروه CTX-M-I ،78/35 گروه.  درصد مثبت بودند8/37
CTX-M-III، 1/2در مطالعه  7.دادند يل ميك درصد از موارد مثبت را تش

Soltan Dallal روش  ه بهكDAD و PCR ايزوله 200 بر روي 
ها  از ايزوله)  سويه128( درصد 64 انجام گرفت، اشريشياكلي

 )%8/57 (74ترتيب   بهSHV و TEMهاي  ژن.  بودندESBLنده كنتوليد
براساس نتايج حاصل از  12و21.شدند مورد را شامل مي%) 5/5 (هفتو 

 استفاده گسترده از ،اين مطالعه و ساير مطالعات انجام شده
افزون الطيف باعث گسترش روز هاي بتالاكتام وسيع بيوتيك آنتي
اربرد اين ك در ايران و نيز سراسر جهان شده است و ESBLهاي  آنزيم

استفاده گسترده  .شود ها روز به روز محدودتر مي كبيوتي دسته از آنتي
ها باعث  خصوص سفالوسپورين ههاي بتالاكتام، ب بيوتيك از آنتي

ترين عامل  ه شايعك( اشريشياكلي در ESBLهاي  افزايش شيوع آنزيم
ها ESBLامل كلذا شناسايي .  شده است)باشد هاي ادراري مي عفونت

هاي بتالاكتام  بيوتيك تفاده از آنتيردن اسكها، محدود  توسط آزمايشگاه
رد بتالاكتامازها، كننده از عملك هاي ممانعت بيوتيك و استفاده از آنتي

  .ندكان حفظ كحد ام هاي بتالاكتام را تا بيوتيك ارايي آنتيكتواند  مي
 اين مقاله نتيجه طرح تحقيقاتي مصوب دانشگاه علوم :سپاسگزاري

 10350 شماره قرارداد هران بهپزشكي و خدمات بهداشتي درماني ت
  .باشد  مي16/4/1389 مورخ
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Background: Numerous use of Beta Lactame in treatment of bacterial infections 
resulted in increments of drug resistance of such bacteria. One of difficulties in 
treatment of hospital infections is Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBL) among 
isolated clinical strains of E.coli. Since some of ESBL strains shows double reaction in 
drug sensitivity test at in vitro and in vivo condition, therefore it makes difficulties in 
selection of right treatment. In the last years, CTX-M enzymes have become the most 
prevalent ESBLs in worldwide. The prevalence of ESBL types largely remains unknown 
in many parts of the Iran. This study was made to find the prevalence of ESBL-
producing E.coli and molecular detection of CTX-M-1 in Tabriz. 
Methods: In the present study, 400 urine samples collected between November 2009 
and April 2010, from Tabriz Hospitals were studied. Out of the 400 samples, 188 E.coli 
isolates were detected by standard biochemical tests. Susceptibility to antimicrobial 
agents was tested to 10 antibiotics by the disk agar diffusion (DAD) method. ESBL 
production was screened by phenotypic test that included both separate and combined 
disk agar diffusion techniques. The screened isolates were investigated by PCR assay to 
detect CTX-M-1 gene. 
Results: From the total 188 E.coli isolates, 82 (43.6%) were shown to produce ESBLs by 
phenotypic test. During the PCR method on the 82 isolates, 69 (84.1%) were confirmed 
as CTX-M-1 producing group. 
Conclusion: The present study showed that CTX-M-producing isolates were increasing 
among E.coli strains and indicated the need for adequate susceptibility tests in 
laboratories for choosing the appropriate antibiotics for treatment. 
 

Keywords: Antimicrobial resistance, CTX-M-1, Escherichia coli, extended-spectrum 
beta-lactamase. 
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