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هـاي خـانواده بتالاكتـام در ميـان          بيوتيـك  تـرين عامـل مقاومـت بـه آنتـي          هاي بتالاكتامازي، مهم   آنزيم :مينه و هدف  ز
ها در جهان هستيم كـه ايـن         هاي ناشي از آن    امروزه شاهد افزايش روز افزون عفونت     . باشند هاي گرم منفي مي    باكتري

 به علت شيوع بـالا و   TEMهاي بتالاكتامازهاي    آنزيم. ه است امر به عنوان يك موضوع مهم مورد توجه محققين در آمد          
AmpC هـاي خـانواده     كـه ژن   از آنجـا  . هـاي فنـوتيپي از اهميـت زيـادي برخوردارنـد           دليل ايجاد اختلال در تـست      هب

 هـاي مولكـولي بـه ويـژه اسـتفاده از           كـارگيري روش   هاي فراواني بوده بر اين اسـاس بـه         بتالاكتامازي داراي زيرگروه  
 هدف از اين تحقيق شناسايي و بررسي        ،ها ضروري است   پرايمرهاي يونيورسال به منظور شناسايي كامل اين زيرگروه       

 با استفاده از پرايمرهاي Escherichia coliهاي باليني   در ايزولهAmpC (DHA, MOX) و TEMهاي بتالاكتامازي  شيوع ژن
آوري گرديـد كـه بـا        هاي شهر تهـران جمـع       باليني از بيمارستان    نمونه 500تعداد  : روش بررسي  .باشد يونيورسال مي 

 Disk diffusionهـاي فنـوتيپي     غربال شد و از طريق تستE.coli ايزوله 200هاي بيوشيميايي، تعداد  استفاده از تست

methodو  Combined diskفنوتيپ مثبت، هاي سويه. هاي بتالاكتامازي مورد ارزيابي قرار گرفتند ، از لحاظ توليد آنزيم 
 128،  %)64(  ايزوله مورد بررسـي    200از   :ها  يافته . بررسي شدند  PCRهاي مذكور توسط پروسه      جهت جستجوي ژن  

ايزولـه بـه    5%)9/3( و 74%)8/57(،  انتخـاب شـد   AmpCو TEMهاي   ژنPCRهاي فنوتيپي براي  طريق تست ازسويه 
بـا توجـه بـه نتـايج     : گيري نتيجه .اي شناسايي نشد ايزوله در هيچ MOX بود و ژنDHA   وTEMهاي  ترتيب حاوي ژن

هـا امـري    هاي فنوتيپي جهت تشخيص كامل اين نوع مقاومـت  هاي مولكولي در كنار روش حاصله، به كارگيري روش  
هـاي درمـاني رايـج در        ضروري بوده و به علت شيوع بالاي اين مقاومت، بهتر است كه نسبت به استفاده از پروتكـل                 

  . تري به عمل آيد امات مناسبكشور اقد
  

  . بتالاكتاماز،TEM ،AmpC ،الطيف اشريشياكلي، بتالاكتامازهاي وسيع :كليدي كلمات
 

  

  
شود تـا از     كار گرفته مي   ها به  هاي مختلفي توسط باكتري    استراتژي

تـرين ايـن     يكـي از مهـم    . ها مصون بماننـد    بيوتيك بار آنتي  اثرات زيان 
هـاي   بيوتيـك  هـاي گـرم منفـي عليـه آنتـي         بـاكتري ها، كه در     مكانيسم

-Beta( هـاي بتالاكتامـازي    شـود توليـد آنـزيم      كار گرفته مي   بتالاكتام به 

lactamase enzymes(ها، از طريق هيدروليز حلقه   اين آنزيم1.باشد  مي
 2.شوند ها مي  بيوتيك بتالاكتام منجر به ايجاد مقاومت نسبت به اين آنتي        

هاي طيف وسيع،    هاي جديد از قبيل سفالوسپورين     كبيوتي پيدايش آنتي 
هـاي عفـوني     هـا در درمـان بيمـاري       ها و رواج استفاده از آن      آزترئونام

هــا بــه نــام  باكتريــال، منجــر بــه بــروز دســته جديــدي از ايــن آنــزيم
هـاي    براساس عملكرد، آنـزيم    3.بتالاكتامازهاي طيف وسيع شده است    

 D  و A ،B،C كـلاسِ اصـليِ   رچهـا  گـروه يـا   چهـار بتالاكتامـازي در  
الطيـف   هاي وسـيع   بندي، آنزيم  بر اساس اين طبقه   . شوند بندي مي  طبقه

هـاي موتاسـيون يافتـه        قرار گرفته و شامل مشتقات آنـزيم       Aدر گروه   
TEM   و SHV آنزيم   4.باشند  مي TEM       بتالاكتاماز براي اولين بار در سال 
شهر آتن در يونـان   در  Temoneria از كشت خوني فردي به نام        1965

 و در طـي مـدت زمـان كوتـاهي، بـه سـرعت در ميـان                  5گزارش شد 
كه امروزه اين    به طوري . هاي باليني در تمام جهان گسترش يافت       سويه

  
  315- 1389،320، شهريور 6شماره ،68مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره
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هاي مقاومتي در برابر     ترين مكانيسم  تيپ آنزيمي به عنوان يكي از مهم      
فـي  هـاي گـرم من   هاي خانواده بتالاكتـام، در ميـان بـاكتري         بيوتيك آنتي

 بتالاكتامازي شناسايي   TEM تيپِ   119 امروزه بيش از     6.باشد مطرح مي 
ــن اســاس شناســايي ســريع ايــن ســويه  7.شــده اســت ــر اي ــا در   ب ه
هاي باليني به منظور تشخيص ايـن مقاومـت، بـسيار حـائز              آزمايشگاه

 Extendedهـاي   هاي مولد آنزيم  براي شناسايي سويه4و8.اهميت است

Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)هـاي بـاليني، چنـدين     ، در نمونه
روش مختلف پيشنهاد شده كه بهتـرين روش، يـك غربـالگري اوليـه              

هـاي پيـشنهادي     بيوتيـك  براي حساسيت كاهش يافته نسبت بـه آنتـي        
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)   است و سـپس

سم بين يـك نـشانگر      هاي تأييدي، براي اثبات اثر سينرژي      انجام آزمون 
 يكـي ديگـر از      9.باشد سفالوسپورين و يك مهار كننده بتالاكتامازي مي      

هـاي گـرم منفـي توليـد         هاي مهم مقـاومتي در ميـان بـاكتري         مكانيسم
 بتالاكتامازهـا   AmpC از قبيـل     Cسفالوسپورينازهاي كروموزومي گروه    

هاي  ايزولهدر ميان بسياري از      پلاسميد   ها به واسطه   اين آنزيم . باشد مي
باليني به ويژه خانواده انتروباكترياسه منتشر شده و معضلات وافري را           

هـاي بتالاكتامـازي طيـف وسـيع از طريـق            در جهت شناسـايي آنـزيم     
امـروزه  . كننـد  ها در تست فنوتيپي تأييدي، اعمـال مـي        پوشاندن اثر آن  

 در  كنند،  را توليد مي   ESBLsهاي    و هم آنزيم   AmpCكه هم    هايي ايزوله
حال افزايش است كه اين امر، مقاومت بالايي را نسبت به عوامل ضـد      
ميكروبي ايجاد كرده و همچنين منجـر بـه بـروز نتـايج منفـي كـاذب                 

ESBLs      بنـابراين اسـتفاده از      10-12. در تست فنوتيپي تأييدي شده است
ز اهميـت   هـا، حـاي    هاي مولكولي براي شناسايي كامل اين آنزيم       روش

هاي   خانواده بتالاكتامازي شامل زير خانواده     دوكه اين    است و از آنجا   
هـاي   متعدد بوده بر اين اساس هدف از اين تحقيق، بررسي وجـود ژن      

 E.coliهاي باليني   در ايزولهAmpC (DHA, MOX) و TEMبتالاكتامازي 
با استفاده از پرايمرهاي يونيورسال به منظور شناسايي كامل تمام زيـر            

  .باشد ، ميPCRروه ژني توسط پروسه هاي هر گ خانواده
  

  
  

  

 شـامل ادرار،    ينينمونه بـال   500اين مطالعه از نوع توصيفي است       
 از 1387  از مهـر تـا اسـفند      مـاه  شـش در طـي    مدفوع، خون و زخـم      

طبي  مركز  و خميني، شريعتي، اقبال   اصغر، امام  ي مفيد، علي  ها مارستانيب
 ـبه آزما  شد و    يآور شهر تهران جمع  كودكان   - كـروب ي گـروه م   شگاهي

 تهـران انتقـال داده      ي دانشكده بهداشت، دانشگاه علـوم پزشـك       يشناس
 Hekton Entric Agarي كشت انتخابطي محيها بر رو سپس نمونه. شد

(HE)     ي در دما  ها تيكشت داده شد و پل 
C 37      سـاعت   24 بـه مـدت 

 ـ از قب  ييايميوش ـي ب يها  انجام تست  قياز طر . انكوبه شد  بـر   IMVIC لي
 مربوط به يها يكلن. دي گردييشناسا E.coli زولهي ا200 ها، ي كلنيرو
ــهيا ــا زول ــتيه را در  E.coli  مثب

C 70-ــ  ،Skim milk طي در مح
  .  استفاده شودها زولهي اني از ا،ي كرده تا در مراحل بعدينگهدار

: بتالاكتامـاز  AmpC و ESBLs  مولّـد يهـا  هي سـو يپي فنوتييشناسا
 ـفي آگـار د   سكي به روش د   اليكروبيم ي آنت تي حساس شيآزما  بـر   وژني

 ـ او يبه منظـور غربـالگر     CLSI اساس استاندارد   مولّـد   يهـا  زولـه ي ا هلي
در .  آگار انجام شد   نتوني مولر ه  طي مح ي بر رو  ،ي بتالاكتاماز يها ميآنز
، )=2/7pH تا 4/7( آگار نتوني مولر ه طي مح هي روش ابتدا پس از ته     نيا

 و به طـور     هي مك فارلند ته   مي غلظت ن   مطابق با  يكروبي م ونيسوسپانس
 ـب ي آنت يها سكيسپس د .  مزبور پخش شد   طي مح يكامل بر رو    يكيوتي

ــته ــركت هيـ ــده از شـ ــامل Mast شـ ــجنتاما: ، شـ ، )µg10 (نيسيـ
ــسازولوميكوتر ــسيدي، نال)µg25/1 (كـــ ــكيكـــ ، )µg30 (دي اســـ

ــنم يمــي، ا)µg30 (مي، سفوتاكــس)µg5 (نيپروفلوكــساسيس ، )µg10 (پ
، )µg30 (كــلي، كلرامفن)µg30 (نيليســ ي، آموكــس)µg30 (ميديســفتاز

 ي بـر رو   گر،يكدي از   cm2 داقلرا به فاصله ح   ) µg10 (نيسياسترپتوما
     ي در دمـا   وني سـاعت انكوباس ـ   24 مزبـور قـرار داده و پـس از           طيمح

C 37    ـش، هالـه عـدم رشـد اطـراف هـر د           ك ، با استفاده از خط   سكي

 يهـا  زولـه يا.  شدسهيمقا (CLSI) ين جهاي و با استانداردهايريگ اندازه
 ـ در جهـت تأ    مي و سفوتاكـس   ميديسـفتاز  يها كيوتيب يمقاوم به آنت    ديي

 ـ از طرفيالط عي وسيحضور بتالاكتامازها  Combined disk آزمـون قي

 ـ آزمـون از د    نيدر ا .  قرار گرفتند  يمورد بررس   ميدي سـفتاز  يهـا  سكي
)µg30(ــفتاز ــكلاوون-ميدي، س ــكي ــس، سفوت)µg30-10 (دي اس  مياك
)µg30 ( دي اس ـكيــنكلاوو-ميو سفوتاكـس) µg30-10( شــده از هيــته 

 24 آگار استفاده شـد كـه پـس از    نتوني مولر هيبر رو  Mast)شركت
 ي در دما  ونيساعت انكوباس 

C 37        ـ، هاله عـدم رشـد اطـراف د   سكي
نسبت بـه   ESBL يها مي به عنوان مهاركننده آنزدي اسكي كلاوونيحاو

 كه اگر هاله عـدم رشـد        يبه طور . شد دهيج سن دي اس كيبدون كلاوون 
 ـ بزرگتـر    دي اس كي كلاوون ي حاو يها سكياطراف د   mm5 ي مـساو  اي

 بـر   تـوان  ي مورد نظر را م ـ    هي باشد سو  دي اس كينسبت به بدون كلاوون   
 ـدر نظر گرفـت و بـه پ   ESBLs ، به عنوان مولد CLSIطبق  ـ اشنهادي  ني

 روش بررسي
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  بـالقوه نينوان مولـد  به عيديي تست تأي منفجي با نتاها زولهيسازمان ا

AmpC در  345طـور كـه در صـفحه          انتخاب شدند همان   يبتالاكتاماز 
در سـال   Diagnostic microbiology and infectious disease هينـشر 

  نـوع ي بتالاكتامازيها  ژنييشناسا 13و14.ن اشاره شده است به آ2007

TEM ،DHA و MOX DNA :غربــال شــده طبــق يهــا هي ســوكيــژنوم 
 ـعمل شركت سازنده كدستورال  ياسـتخراج شـد و بـرا    (Bioneer) تي
 ـبـه منظـور تكث   PCR پروسـه  ، bp618(TEM (ي بتالاكتامـاز يهـا   ژنري

)bp469(DHA و )bp218(MOX   ــتفاده از ــا اس ــهب ــت پراس ــري جف  م
  .  به كار گرفته شدري زطي با شراورساليوني

،  mM50 ،µl2MgCl2 :شـامل  µl25 ييدر حجم نهـا  PCR واكنش
µl 5/2   بـافرx10، mM10 ،µl1dNTP  ،µl5/1 مـر يپرا Pmol/µl50  از

ــر ــدام ه ــو U/µl5( ،µl1Taq DNA polymerase ، µl2 DNA (ك  الگ
Pmol/µl 50 و µl5/14H2O  ي تحـت برنامـه زمـان   كل،ي س35 يدر ط 
 سـه به مـدت   DNA  رشتهدو باز شدن هليمرحله او:  شاملكلريترموسا

 ي در دما  قهيدق
C 94     در قهي دقيك رشته به مدت   دو، مرحله باز شدن 

 يدما
C 94   ي در دمـا   قـه ي دق يـك  بـه مـدت      مرهاي، مرحله اتصال پرا     


C 62  ي در دمـا قـه ي دق يـك  شدن رشته هدف به مدت       لي، مرحله طو  

C 72 ي در دمـا قهي دق10 به مدت يي شدن نهاليو مرحله طو 

C 72 
 و TEM يهـا   ژنيبرا Multiplex PCR كي گريانجام شد و از طرف د

DHA           صـورت   مريمشابه با برنامه ذكر شده با افزودن هر دو جفت پرا 
 ـدر ا. گرفت  TEM، مولـد  7881K. Pneumoniae هي مطالعـه از سـو  ني

 بـه  الگـو بـدون رشـته    PCR  از مواديجهت كنترل مثبت و از مخلوط
. اسـتفاده شـد   MOX و TEM ،DHA يهـا   ژني بـرا يعنوان كنترل منف

 bp در حضور ماركر %8/0در ژل آگارز  PCR الكتروفورز محصولات

(Fermentas)100      ـ با ات  يزيآم انجام شد و پس از رنگ   ـ بروما وميدي  دي
 قطعات مورد نظر، ري از تكثنانيبه منظور اطم. مشاهده شد UV  باجينتا

 يهـا  كـه از نظـر انـدازه مطـابق بـا انـدازه       PCR  محـصولات يابانده
 تيــبــا اســتفاده از ك و دهيــ ژل بري شــده بــود را از روينــيب شيپــ

Fermentas شدي توالنيي تعتاًي و نهادي گردصيتخل  .  
 يهـا   مربـوط بـه ژن     يها ي منظور از توال   ني ا يبرا: مري پرا يحاطر
(TEM) ،DHA و (MOX)  يدر بـاكتر E.coli     و 22، 120كـه بـه تعـداد 
 يها يتوال. ديدر بانك ژن ثبت شده بود، استفاده گرد       ) بيبه ترت  (شش

طـراز   ، همMEGA 4 multiple-alignment  استفاده از برنامههر گروه با
 ـ     يها  خانواده ري مشترك در ز   يشده تا نواح   ص  مـشخ  ي هـر گـروه ژن

 در  مـر ي پرا ي هم طراز به منظور طراح     يها ي مشترك توال  ينواح. گردد
 از عملكـرد  نـان ي كه بـه منظـور اطم  شد يبررس Generunner ي برنامه

  . استفاده شد NCBI در BLAST امه از برنمرهاي پراني اياختصاص
  
  

ايزوله  E.coli  ،)5/62%(125 ايزوله   200در اين مطالعه از مجموع      
ايزولـه از    18)%9(ايزوله از مدفوع،     48%)24(،  از ادرار و كاتتر ادراري    

هـاي    ايزولـه از سـاير نمونـه       4)%2( و   ايزوله از زخـم    5)%5/2(خون،  
ــاليني جمــع  ــ. آوري شــد ب ــاومتي س ــر  وشالگــوي مق ــا در براب  10ه

بـر   . نشان داده شده اسـت     1 نموداربيوتيك به كار گرفته شده در        آنتي
ــوژن،    ــار ديفي ــسك آگ ــالي دي ــون غرب ــايج حاصــل از آزم اســاس نت

 از طريــق آزمــون ESBLsنمونــه بــه منظــور تأييــد توليــد  128)64%(
Combined disk    ،ــان ــن مي ــه از اي ــت ك ــرار گرف ــابي ق ــورد ارزي  م

 و  ESBLsايزوله به ترتيب به عنوان مولـد         13)%2/10(و   115)8/89%(
AmpC   قابـل توجـه اسـت كـه        . شناسايي شـد  ) 1شكل  ( بتالاكتامازي

هـاي   متعلق بـه نمونـه    ) %80(هاي بتالاكتامازي    بيشترين مولدين آنزيم  
 128مـراز، از ميـان       اي پلـي   در آزمـايش واكـنش زنجيـره       .ادراري بود 

 ايزوله بـه    5%)9/3(و   74)%8/57(ايزوله غربال شده در تست تأييدي،       
اي   در هيچ ايزولهMOX بود و ژن  DHA وTEMهاي  ترتيب حاوي ژن

بـاليني از    لازم به ذكر است كه از اين ميـان، دو نمونـه           . شناسايي نشد 
و  TEM(هـاي بتالاكتامـازي    ادرار، واجد دو خانواده مختلـف از آنـزيم     

DHA ( بود كه از طريقMultiplex PCR  رسـيد  بـه اثبـات )   2شـكل.( 
 هاي سكانس شـده بـا اسـتفاده از برنامـه            نتايج به دست آمده از توالي     

ClustaW2ك،ـه در ژن بانـهاي مربوط يـها با توال طراز كردن آن  و هم  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  هاي مورد بررسي در اين مطالعه بيوتيكي سويه  مقاومت آنتي:1 -نمودار

 هايافته
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تست  : شكل سمت راست  . AmpC و   ESBLs تشخيص فنوتيپي مولدين     :1 -شكل
: CTX.  مثبـت  AmpCتـست فنـوتيپي     :  مثبت، شكل سمت چپ    ESBLsفنوتيپي  

  .كلاوونيك اسيد: CVسفتازيديم و : CAZسفوتاكسيم، 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

كلبـسيلا  (كنتـرل مثبـت     : bp100  ،2 مـاركر : 1.  الكتروفورز ژل آگارز   :2 -شكل
 5 و bla-TEM ،4اليني مثبـت بـراي   ايزوله ب : bla-TEM  ،3براي  ) 7881 پنومونيه

  .كنترل منفي: bla-TEM، bla-Dha، 6  وbla-Dhaايزوله باليني مثبت براي 

  
را نشان دادند كه ايـن امـر صـحت       % 90بررسي شدند كه تشابه بالاي      

طراحي پرايمرها و تكثير درست و مناسب قطعـه مـورد نظـر در طـي               
  .دهد  را نشان ميPCRروند 
  
  

، بـه دلايـل     )ESBLs(بتالاكتامازهاي طيف وسيع    تشخيص فنوتيپي   
 بتالاكتامازها، به طور كامل ميـسر       AmpCمختلف به ويژه بيان همزمان      

، E.coli ايزوله   200 در اين مطالعه نتايج نشان داد كه از ميان        . باشد نمي
هاي بتالاكتامازي طيف وسيع فنوتيـپ       ايزوله از لحاظ توليد آنزيم     115

هـا   دهنده پتانسيل بالاي مقاومتي اين سويه      مر نشان مثبت بوده كه اين ا    
 بتالاكتامـازي   AmpC ايزوله بـه عنـوان مولـدين         13از طرفي   . باشد مي

هـا در تـست فنوتيـپ     شناسايي شد كه به منظور اثبات اثر ايـن آنـزيم         
هـاي   ، از روش  ESBLsتأييدي به جهت گـزارش نتـايج منفـي كـاذب            

هـاي بتالاكتامـازي     ايـن خـانواده   كـه    از آنجـايي  . مولكولي استفاده شد  

TEM)،DHA و  (MOX هاي متعدد بـوده لـذا بـه منظـور      واجد زيرگروه
ــروه  ــن زيرگ ــل اي ــايي كام ــه  شناس ــا در پروس ــاي PCRه  از پرايمره

 ايـن اطمينـان     BLASTيونيورسالي استفاده شد كه با استفاده از برنامـه          
 زيـر   تواننـد طيـف وسـيعي از ايـن         حاصل گشت كه اين پرايمرها مي     

 و  %8/57مشخص گرديد كه     PCRطي فرايند   . ها را پوشش دهند    گروه
 بوده كه در اين     DHA  و TEMها به ترتيب حاوي ژنوتيپ       ايزوله% 9/3

دادند، حاوي ژن هـر       را نشان مي   AmpCاي كه فنوتيپ      ايزوله دوميان  
 بودند كه اين امر بيان كننده اثـر         DHA  و TEMدو خانواده بتالاكتامازي    

 ESBLsهـاي     بتالاكتامازي در شناسـايي فنـوتيپي آنـزيم        AmpCمهاري  
 آنـزيم از    دوهاي ايـن     باشد كه براي نشان دادن حضور همزمان ژن        مي

Multiplex PCRاستفاده شد .  
 13  از ميان  ESBLs مورد گزارش منفي كاذب      دواين امر حاكي از     

 ـ اي كه در تست ف     نمونه  بتالاكتامـازي   AmpCعنـوان مولـدين      هنوتيپي ب
لازم به ذكر است كه اين ميزان اختلاف         .باشد مشخص شده بودند، مي   

ــوتيپي در مطالعــه حاضــر ناشــي از توليــد   ــايج فنــوتيپي و ژن ــين نت ب
  Aو كـلاس  CITM بتالاكتامـازي از قبيـل   Cهـاي ديگـر كـلاس     آنزيم

لـذا  . باشـد   مـي  اننـد آن  م  و SHV  ،CTX-M  ،VEBبتالاكتامازي از قبيـل     
گيـري از پرايمرهـاي يونيورسـال        هاي مولكولي بـا بهـره      انجام تكنيك 

 ايفـا   ESBLsهـاي    اي را در تشخيص انـواع آنـزيم        تواند نقش عمده   مي
در مطالعه مشابهي كه توسط مزيناني و سـاير همكـاران در سـال              . كند

ونـه   نم 76  در بيمارستان وليعصر تهران صورت گرفت، از ميـان         1386
بودند كه ايـن ميـزان       TEMحاوي ژن   %) 60( ايزوله   E.coli  ،47باليني  

 مـسجديان نـشان داد      15.بسيار مشابه با نتايج حاصل از اين تحقيق بود        
ــان   ــه از مي ــويه 148ك ــه% E.coli ،6/84 س ــا ژن  ايزول را در  TEMه

 و در تحقيقي كه توسط ميرصالحيان انجام شـد، نـشان داده    16برداشتند
 TEMايزولــه حــاوي ژن % E.coli ،4/39 ســويه 33 ميــان شــد كــه از

 مقايسه نتايج به دست آمده از مطالعه حاضـر بـا            17.بتالاكتامازي بودند 
دهنـده شـيوع بـالاي ايـن تيـپ آنزيمـي در              مطالعات مـذكور، نـشان    

در مطالعـه انجـام شـده       . باشد  در كشور ما مي    E.coliهاي باليني    سويه
هـاي   فراوانـي آنـزيم   د كـه بيـشترين      ، نـشان داده ش ـ    Bradfordتوسط  
ESBLs    ــانواده ــه خ ــوط ب ــده، مرب ــالات متح ــاز TEM در اي  بتالاكتام

18.باشد مي
Hong Fang در سـوئد  2006 الـي  2001 هـاي   در طي سال 

 ايزوله اشريشياكلي كـه از لحـاظ فنـوتيپي بـه            87 كه از ميان     نشان داد 
ــدين  ــوان مول ــد،  ESBLsعن ــده بودن ــناخته ش ــپ % 63 ش  TEMژنوتي

بحث

bp637 
Bp469 

  6             5           4          3      2       1 
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 Emilio David در مطالعه انجام شده توسط 19.بتالاكتاماز را دارا بودند

Valverde    نمونــه 11272، نــشان داده شــد كــه از ميــان E.coli از 
هـاي   هـا مولـد آنـزيم      نمونه%) 1 (130بيمارستان سالامانسا در اسپانيا،     

ESBLs         بوده كه از اين ميان سهم خانواده TEM،1/22 %   20.بـوده اسـت 
 AmpCحقيقـات بـه عمـل آمـده بــه ويـژه در ايـران بـه حــضور        در ت

تـر   گردنـد، كـم     مـي  ESBLsبتالاكتامازها كه منجر به نتايج منفي كاذب        
بنابراين ضروري است كه براي شناسايي دقيـق ايـن          . اشاره شده است  

هاي فنوتيپي استفاده    هاي مولكولي در كنار روش     نوع مقاومت از روش   
تر به يك خانواده بتالاكتامـازي بـه         يقات كم از طرفي در اين تحق    . شود

هـاي محـدودي از هـر        طور كلي توجه شده و اكثريـت، روي كـلاس         

 سـه در اين تحقيق سعي بر آن بود كه با طراحي           . اند خانواده كار كرده  
هاي بيشتري را شناسايي كنيم كه      جفت پرايمر با طيف وسيع، زيرگروه     

 .به اثبـات رسـيد   BLASTامه اين مهم از طريق سنجش پرايمرها در برن   
، اشريشياكلي قادر بـه توليـد   ESBLsهاي توليد كننده   در ميان ارگانيسم  

 در   ايـن امـر    20و21باشد  بتالاكتامازي مي  TEMها به ويژه تيپ      اين آنزيم 
هـا از    مولد اين آنزيم   هاي شناسايي سويه . مطالعه حاضر به اثبات رسيد    

 لـذا لحـاظ     22باشد پذير مي  نهاي فنوتيپيكي به سختي امكا     طريق تست 
ــار   كــردن بررســي ــا پرايمرهــاي يونيورســال در كن هــاي مولكــولي ب

هـا   ايـن نـوع مقاومـت      تواند در تشخيص كامل    هاي فنوتيپي مي   آزمون
  .ايفا كند كنترل عفونت اي را در مؤثر بوده و سهم عمده

  

 
    

1. Li Q, Lee JY, Castillo R, Hixon MS, Pujol C, Doppalapudi VR, 
et al. NB2001, a novel antibacterial agent with broad-spectrum 
activity and enhanced potency against beta-lactamase-producing 
strains. Antimicrob Agents Chemother 2002;46(5):1262-8. 

2. Perilli M, Celenza G, De Santis F, Pellegrini C, Forcella C, 
Rossolini GM, et al. E240V substitution increases catalytic 
efficiency toward ceftazidime in a new natural TEM-type 
extended-spectrum beta-lactamase, TEM-149, from Enterobacter 
aerogenes and Serratia marcescens clinical isolates. Antimicrob 
Agents Chemother 2008;52(3):915-9. 

3. Tenover FC, Raney PM, Williams PP, Rasheed JK, Biddle JW, 
Oliver A, et al. Evaluation of the NCCLS extended-spectrum 
beta-lactamase confirmation methods for Escherichia coli with 
isolates collected during Project ICARE. J Clin Microbiol 
2003;41(7):3142-6. 

4. Bush K, Jacoby GA, Medeiros AA. A functional classification 
scheme for beta-lactamases and its correlation with molecular 
structure. Antimicrob Agents Chemother 1995;39(6):1211-33. 

5. Paterson DL, Bonomo RA. Extended-spectrum beta-lactamases: 
a clinical update. Clin Microbiol Rev 2005;18(4):657-86. 

6. Stürenburg E, Mack D. Extended-spectrum beta-lactamases: 
implications for the clinical microbiology laboratory, therapy, 
and infection control. J Infect 2003;47(4):273-95. 

7. Vakulenko S, Golemi D. Mutant TEM beta-lactamase producing 
resistance to ceftazidime, ampicillins, and beta-lactamase 
inhibitors. Antimicrob Agents Chemother 2002;46(3):646-53. 

8. Kurokawa H, Shibata N, Doi Y, Shibayama K, Kamachi K, Yagi 
T, et al. A new TEM-derived extended-spectrum beta-lactamase 
(TEM-91) with an R164C substitution at the omega-loop confers 
ceftazidime resistance. Antimicrob Agents Chemother 
2003;47(9):2981-3. 

9. Hanson ND, Sanders CC. Regulation of inducible AmpC beta-
lactamase expression among Enterobacteriaceae. Curr Pharm 
Des 1999;5(11):881-94. 

10. Jacoby GA, Walsh KE, Walker VJ. Identification of extended-
spectrum, AmpC, and carbapenem- hydrolyzing beta-lactamases 
in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae by disk tests. J 
Clin Microbiol 2006;44(6):1971-6. 

11. Pai H, Kang CI, Byeon JH, Lee KD, Park WB, Kim HB, et al. 
Epidemiology and clinical features of bloodstream infections 
caused by AmpC-type-beta-lactamase-producing Klebsiella 
pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother 2004;48(10):3720-
8. 

12. Goossens H, Grabein B. Prevalence and antimicrobial susceptibility 
data for extended-spectrum beta-lactamase- and AmpC-producing 
Enterobacteriaceae from the MYSTIC Program in Europe and the 
United States (1997-2004). Diagn Microbiol Infect Dis 
2005;53(4):257-64. 

13. Clinical Laboratory Standards Institute. Performance standards for 
antimicrobial susceptibility testing, 15th informational supplement. 
Wayne, Pennsylvania: Clinical Laboratory Standards Institute 
Document M100-S15, 2005. 

14. Netzel TC, Jindani I, Hanson N, Turner BM, Smith L, Rand KH. 
The AmpC inhibitor, Syn2190, can be used to reveal extended-
spectrum beta-lactamases in Escherichia coli. Diagn Microbiol Infect 
Dis 2007;58(3):345-8. 

15. Hosseini-Mazinani SM, Eftekhar F, Milani M, Ghandili S. 
Characterization of beta-lactamases from urinary isolates of 
Escherichia coli in Tehran. Iran Biomed J 2007;11(2):95-9. 

16. Masjedian GF, Valehi F, Talebi A and Rastegar LA. Moulecular 
evaluation of resistance to espanded antibiotics in Escherichia coli 
and Klebsiella pneumoniae. Iran J Med Microbiol 1386;1(2):27-34. 

17. Mirsalehian A, Akbari-Nakhjavani F, Peymani A,  Kazemi B, Jabal 
Ameli F, Mirafshar SM. Prevalence of extended spectrum β-
lactamase-producing Enterobacteriaceae by phenotypic and 
genotypic methods in intensive care units in Tehran, Iran. Daru 
2008;16(3):169-73. 

18. Bradford PA. Extended-spectrum beta-lactamases in the 21st 
century: characterization, epidemiology, and detection of this 
important resistance threat. Clin Microbiol Rev 2001;14(4):933-51, 
table of contents. 

19. Fang H, Ataker F, Hedin G, Dornbusch K. Molecular epidemiology 
of extended-spectrum beta-lactamases among Escherichia coli 
isolates collected in a Swedish hospital and its associated health care 
facilities from 2001 to 2006. J Clin Microbiol 2008;46(2):707-12. 

20. Romero ED, Padilla TP, Hernández AH, Grande RP, Vázquez MF, 
García IG, et al. Prevalence of clinical isolates of Escherichia coli 
and Klebsiella spp. producing multiple extended-spectrum beta-
lactamases. Diagn Microbiol Infect Dis 2007;59(4):433-7. 

21. Pitout JD, Laupland KB. Extended-spectrum beta-lactamase-
producing Enterobacteriaceae: an emerging public-health concern. 
Lancet Infect Dis 2008;8(3):159-66. 

22. Rodrigez-Bano J, Navarro MD, Romero L, Martinez-Martinez L, 
Muniain MA, Perea EJ, et al. Epidemiology and clinical features of 
infections caused by extended spectrum beta-lactamases-producing 
E.coli in non hospitalized patient. J Clin Microbiol 2004;42(3):1089-
94. 

References 

  
Soltan Dallal M.M. et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
8-

18
 ]

 

                               5 / 6

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-329-en.html


  
320        

 

 
 1389شهريور،6، شماره68مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

 

Molecular detection of TEM and AmpC (Dha, mox) broad spectrum          
β-lactamase in clinical isolates of Escherichia coli 

 

 
 

 

 
Mohammad Mehdi Soltan 
Dallal PhD.1,2 
Hedrosha Molla Aghamirzaei 
MS.3 
Jalil Fallah Mehrabadi. PhD. 4 
Abdolaziz Rastegar Lari PhD. 2 

Aylar Sabbaghi MS.3 
Mohammad Reza Eshraghian 
PhD.5 
Atefeh Fard Sanei MS.1 
Ronak Bakhtiari MS.1 
Mojtaba Hanafi Abdar MS.6 
 
1- Department of Pathobiology, 
School of Public Health, Tehran          
University of Medical Sciences, 
Tehran, Iran. 
2- Antimicrobial Resistant Research 
Center, Iran University of Medical 
Sciences, Tehran, Iran. 
3- Islamic Azad University, Zanjan 
Branch, Zanjan, Iran.  
4-MARS Bioinformatics Institute, 
Tehran, Iran. 
5- Department of Epidemiology and 
Biostatistics, School of Public 
Health, Tehran University of 
Medical Sciences, Tehran, Iran. 
6- Department of Microbiology, 
Shahed University, Tehran, Iran.         
 

  

  

 
  

  

  

  
 

 
*Corresponding author: Department of 
Pathobiology, School of Public Health, 
Tehran University of Medical Sciences, 
Tehran, Iran. 
Tel: +98-21- 88992971 
email: soltanirad34@yahoo.com 

 

                                                                       Received: June 19, 2010    Accepted: August 17, 2010

 
 
Background: Beta- lactamase enzymes are the most important resistant factors to beta 
lactam antibiotics among gram negative bacteria. Nowadays, the prevalence of beta- 
lactamase infection is increasing worldwide and drawn the scientists attention as an 
important subject. Due to high prevalence of bacteria contained TEM beta lactamase 
and AmpC enzymes, using molecular methods especially designing universal primers 
could be valuable to detect all of them. The aim of this study was to determine the 
prevalence of TEM and AmpC (Dha and MOX) beta- lactamase genes using universal 
primers. 
Methods: A total of 500 clinical specimens from various Hospitals in Tehran, Iran were 
collected and analyzed for E. coli based on biochemical tests. These clinical specimens 
were also screened by Disk diffusion agar, combined disk method and PCR to detect the 
samples producing extended- spectrum beta- lactamase. 
Results: Overall 200 isolates of Escherichia coli were collected from the 500 clinical 
specimens out of which 128(64%) isolates were positive by PCR assay and showed bla- 
TEM, bla- AmpC (Dha, MOX) genes, 74(57.8%) and 5(3.9%) to have bla- TEM and bla 
Dha, respectively. Mox gene was not detected in any of the specimens. 
Conclusions: Our results revealed that using the molecular methods with phenotype 
methods is very essential for complete detection of Beta- lactamases. There is the need 
for updating the treatment protocol because the prevalence of this resistance is 
increasing.  
 
Keywords: Escherichia coli, extended spectrum, beta- lactamase TEM, AmpC beta-
lactamase.  
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