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 يها مي آنزدي از توليثر مواقع ناشك در ا،يني باليها زولهي ااني بتالاكتام در ميها كيوتيب يمقاومت به آنت :زمينه و هدف
 يني باليها زولهي اانيدر م) ESBLs (عي وسفيطبا  ي بتالاكتامازيها مي آنزدي تولر،ي اخيها در سال . استيبتالاكتاماز

 خانواده ري زني بتالاكتامازها شامل چندنيه اك و از آنجا افتهي ي فراوانوعي شEscherichia coli يترك باژهيو به
 واقع دي مفتواند ي مها خانواده ري زنيامل اك يينظور شناسام  بهورساليوني يمرهاي و استفاده از پراي طراحباشند، يم

ژن . بيماران ايجاد نموده استدرمان توليد آنزيم بتالاكتاماز در باكتري اشريشيا كلي مشكلات فراواني را در  .شود
CTX-M-1 هدف از اين مطالعه بررسي ميزان ژن .باشد عامل مقاومت بتالاكتامازي مي CTX-M-1شريشيا  در باكتري ا
پس از ه؛ هاي شهر تهران گردآوري شد  نمونه ادراري از بيمارستان500مجموع  در: روش بررسي .باشد كلي مي

هاي بيوشميايي براي تاييد از   ساعت و انجام تست24مدت  درجه به 37 آگار در دماي EMBشت بر روي محيط ك
 بر PCRبا استفاده از روش  CTX-M-1ور ژن بررسي حض. شد ايزوله اشريشيا كلي جداسازي 200 نمونه 500بين 

 جداسازي شده بود انجام Combined disk و Diffusion agar disk هاي تشخيصي ه در تستكهايي  روي ايزوله
 پس از طي ، بودهالطيف بتالاكتامازهاي وسيع سويه مولد) 64(% 128 سويه مورد بررسي 200از  :ها يافته .گرفت

  ايزوله99  مثبتالطيف بتالاكتامازهاي وسيع سويه 128 نشان داد از CTX-M-1 ژن  براي شناساييPCRپروسه 
نتايج حاصل شده از اين مطالعه درصد بالاي مقاومت : گيري جه نتي.ژن مورد نظر بوده است  حاوي%)34/77(

خاطر نشان اين مسئله يك خطر عمومي جدي را . دهد ن ميهاي اشريشيا كلي نشا بتالاكتامازي را در بين سويه
  .ه بايد همه اقدامات براي جلوگيري از اين خطر صورت گيردكسازد  مي

  .اي پليمراز نش زنجيرهك، واCTX-M-1الطيف،   وسيعهاياشريشيا كلي، بتالاكتاماز: ليديكلمات ك

 

  
ه از كاست  تريايكترين عامل با ي از شايعك ي(E.coli) اشريشيا كلي

هاي انساني جدا شده و باعث عفونت دستگاه ادراري،  ونتعف
هاي  ي از پاتوژنكتري يكاين با. شود گوارشي و مننژيت در نوزادان مي

ه كتساب پلاسميدهايي كعلت ا ه بهكبوده  طلب بيمارستاني فرصت
هاي بتالاكتام از  بيوتيك به آنتي، الطيف بتالاكتامازهاي وسيع نندهكدك

از اين رو درمان  اند الطيف مقاوم شده وسيع هاي جمله سفالوسپورين
 1.هاي ناشي از اين باكتري با مشكل روبرو شده است عفونت

ها و  و سفالوسپورين ها سيلين هاي بتالاكتام شامل پني بيوتيك آنتي
ين باند شونده به يبا اتصال به پروت باشند كه  مي غيرهها و منوباكتام

  باشد باعث مهار  تري ميكـره سلولي باواـه در ديكـ (PBPs) لينسي پني

  

و سلول گليكان و در نتيجه ديواره  ترانس پپتيدازها و تخريب پپتيدو
ها  انيسم اصلي مقاومت باكتريكم 2.رود دنبال آن باكتري از بين مي به

ها  باشد اين آنزيم هاي بتالاكتام توليد بتالاكتاماز مي بيوتيك در برابر آنتي
 يغشا  درPBPsه به ك تالاكتام را قبل از اينهاي ب بيوتيك آنتي

بتالاكتامازها به دو  .نندك سيتوپلاسمي برسند هيدروليز و غير فعال مي
 -Bush- Jacoby) رديك و عمل(Ambler) وليكصورت مول

Medeiros) بندي مولكولار ابتدا توسط  طبقه .شوند بندي مي طبقه
Ambler اسيد آمينه از ار چهانسكه فقط سكهنگامي  ،1980 در سال 

بتالاكتامازها بر اساس . بتالاكتامازها شناخته شده بود، پيشنهاد گرديد
 3و4.دشون  تقسيم ميDتا  Aلاس مولكولي كبه چهار  ساختار اوليه

 شامل Bلاس ك بتالاكتامازهاي سريني هستند و A و D ،Cكلاس 

مقدمه

 
  16-21،  1390 ردين، فرو1 ، شماره 69 تهران، دوره يكپزش ي، دانشگاه علومكده پزشكمجله دانش
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     و همكاراندلال سلطان يمهد محمد      

 

 
  1390 ، فروردين1  ، شماره69ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

سيلينازهاي   شامل پنيAلاس كباشد  هاي حاوي روي مي تيپ
ه بتالاكتامازهاي كباشد  هاي گرم منفي مي زومي در باكتريكرومو
را نيز  Extended Spectrum Beta Lactamases (ESBL) الطيف وسيع

ه كگيرد   را در بر ميAmpC تيپ Cلاس كگيرد،  در بر مي
هاي بتالاكتامي  ها را هيدروليز نموده و به مهاركننده سفالوسپورين

باشند، منشا پلاسميدي   مي(OXA)  اگزاسيلينازهاD لاسكمقاومند، 
 Bلاس كشوند و  دارند و با كلاولانيك اسيد مهار نمي

باشند و  ه بتالاكتامازهاي حاوي روي ميكباشند  متالوبتالاكتامازها مي
 يافت يدس فراژيليسيباكترو و نوزايسودوموناس آئروژدر 
شروع ردي هنگامي كبندي بتالاكتامازها به لحاظ عمل  طبقه3و4.شوند مي

سيلينازها متمايز شدند و به چهار گروه  سفالوسپورينازها از پني هكشد 
ه به كسفالوسپورينازهايي : اولگروه  5و6.شوند ردي تقسيم ميكعمل

 Cلاس مولكولار كشوند و به  خوبي توسط كلاولانيك اسيد مهار نمي
ه كدو  سيليناز و سفالوسپوريناز يا هر شامل پني: مگروه دو .تعلق دارند

شوند و متعلق به  هاي بتالاكتاماز مهار مي نندهكلي توسط مهاركطور  هب
 ,TEM, SHV) بتالاكتامازهاي اين گروه.  هستندDا ي Aولار لاس مولكك

CTX-M)واره در حال افزايش هستند و بر اساس سوبستراي خود  هم
متالوبتالاكتاماز بوده و : ومگروه س. شوند به چندين زير گروه تقسيم مي

اين . كنند هاي روي براي تخريب حلقه بتالاكتام استفاده مي ز يونا
ها  ها و كارباپنم ها، سفالوسپورين سيلين هيدروليز پني ها قادر به آنزيم
اعضاي اين . شوند  نيز مهار مي2fها توسط زير گروه  كارباپنم. هستند

ده سيليناز بو پني: مگروه چهار . تعلق دارندBلاس مولكولار كگروه به 
لاس كبه هيچ  اين گروه. شوند و توسط كلاولانيك اسيد مهار نمي

جديدترين مطالعات بتالاكتامازها را به چهار . ولي تعلق نداردكمول
مشتقات  -2، الطيف بتالاكتامازهاي وسيع -1 :ندك گروه تقسيم مي

بتالاكتامازهاي  -3، ها  مقاوم به مهار كنندهAلاس كبتالاكتامازهاي 
AmpCكننده هاي هيدروليزبتالاكتاماز -4،  با پلاسميد مرتبط
 Extended Spectrum Beta الطيف بتالاكتامازهاي وسيع. ها كارباپنم

Lactamases (ESBLs)ه كباشند  هاي بتالاكتاماز مي اي از آنزيم  دسته
ها قادر به  اين آنزيم. روبي دارندكاي در درمان ضد مي اهميت ويژه

نسل سوم كه در ساختمان ها   بتالاكتامامل اكسي مينوكهيدروليز 
 1980ها ابتدا در دهه  اين آنزيم .دوش ميوجود دارد، ها  سفالوسپورين

 در نتيجه و بودند SHV, TEM ه بيشتر از نوعكتشخيص داده شدند 
الطيف ايجاد  هاي اصلي فاقد فعاليت وسيع اي از آنزيم هاي نقطه جهش

بار از   براي اولين1989ر سال ها دESBL از CTX-M خانواده .اند شده
. آلمان گزارش شد و پس از آن در نقاط مختلف دنيا گسترش يافت

، كلبسيلا گزارش شده اما از ساير اشرشيا كلياين آنزيم غالباً در 
 پنج ها بهESBLاين خانواده از  7.انتروباكترياسه نيز ديده شده است

 CTX-M:  شاملCTX-M 1,3گروه  -1 :شوند گروه تقسيم مي

 CTX-M:  شاملCTX-M 2گروه  -2، 1,3,10,12,15,22,23,28

 CTX-M 9گروه ، CTX-M 8 شامل CTX-M 8گروه  -3، 2,4,5,6,7,20
 شامل CTX-M 25گروه  -CTX-M 9,13,14,16,17,19,21,24,27 ،5شامل 

CTX-M 25 . مي با اعضاء كاين بتالاكتامازها ارتباط ژنتيكي
ي ميان يند و در عوض همانندي بالا دارSHV و TEMبتالاكتامازهاي 

هاي  با آنزيم) KLU-2 و KLU-1 خصوصا( AmpC آنزيم كروموزومي
CTX-Mها از   وجود دارد و نظرياتي دال بر هم مشتق بودن اين آنزيم

دهد كه  ي جديد نشان ميكينتيكهاي   بررسي8. گونه وجود داردكي
سيلين   بنزيل پني سفالوتين و سفالوريدين را بهتر ازCTX-Mهاي  آنزيم

ها سفوتاكسيم را بيشتر از  كنند، همچنين اين آنزيم هيدروليز مي
نمايند و غالباً ميزان هيدروليز سفتازيديم در  سفتازيديم هيدروليز مي

 كبيوتي تري به اين آنتيكه باعث مقاومت باليني باكباشد  حدي نمي
 ميه در تماك 237 اسيد آمينه سرين در موقعيت كحضور ي. شود
 وجود دارد نقش اساسي در طيف گسترده فعاليت CTX-Mهاي  آنزيم

  9.ها دارد بتالاكتامازي اين آنزيم

  

  
ه در طي ك نمونه باليني شامل ادرار، مدفوع، خون 500در اين مطالعه 

هاي شهر تهران   از بيمارستان1388 ماه از مهر لغايت اسفند شش
آوري شده و پس از  نژاد جمع مام خميني، شريعتي، لبافي مفيد، اشامل

هاي بيوشيميايي   آگار و انجام تستEMBشت بر روي محيط ك
 ، ليزينMR/ VP، SIMاوره آز،  ، سيمون سيترات،TSI افتراقي نظير

 E.coliهاي  دكربوكسيلاز آگار و با استفاده از جداول استاندارد، ايزوله
بيوگرام  بيوتيكي با انجام تست آنتي نتيمقاومت آ. جداسازي گرديدند

 و با استفاده (Disk diffusion method)از طريق روش انتشار ديسك 
 :شامل MASTت كشر  تهيه شده ازكبيوتي هاي آنتي كديس از

سيك اسيد ك، ناليدي)g25/1( كسازولو، كوتريم)g10( جنتامايسين
)g30( سيپروفلوكساسين ،)g5( سفوتاكسيم ،)g30(پنم  ، ايمي
)g10( سفتازيديم ،)g30(سيلين  ، آموكسي)g30(كلرامفنيكل ، 

  بررسيروش
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)g30(استرپتومايسين ، )g10 (هاي مقاوم به  تريكبا .تعيين گرديد
الطيف با  ها جهت بررسي بتالاكتامازهاي وسيع نماينده سفالوسپورين

، )g30(هاي سفتازيديم  ك، با استفاده از ديسCombined diskروش 
، )g30(و سفوتاكسيم ) g30-10(كلاوونيك اسيد + تازيديم سف

 Mastت كتهيه شده از شر) g30-10(كلاوونيك اسيد + سفوتاكسيم 
هاله به   از طريق افزايش قطرESBLتوليد . مورد مطالعه قرار گرفت

كلاوولانيك اسيد  - يا بيشتر در اطراف ديسك سفتازيديمmm5اندازه 
براي انجام سپس  .گرديدنيك مشخص  كلاوولا-و يا سفوتاكسيم

كشت برروي   را پس ازDNA ابتدا (PCR)نش زنجيره پليمراز كوا
 استخراج كرده و Boiling محيط مولر هينتون آگار، بر اساس روش

 طراحي شده با CTX-M-1براي ژن بتالاكتامازي   جفت پرايمركي
  : توالي

CTX- M-1/F :5'-CGTGGCGATGAATAAGCTG-3' 
CTX- M-1/R :5'- GGTGGTATTGCCTTTCATCC-3'  

  

، mM50، l5/1 MgCl2 : شاملl25 در حجم نهايي PCRنش كوا
l5/2  10بافرx، mM10، l1 dNTP، l1  پرايمرPmol/l50از هر  

  الگوU/l5(، l5/1 Taq DNA polymerase، l2 DNA(كدام، 
Pmol/l50 و l5/14 ل، تحت برنامه زماني ك سي40 در طي
 سهت مد  بهDNA رشته دومرحله اوليه باز شدن : يكلر شاملترموسا

 دقيقه در يكت مد  رشته بهدو، مرحله باز شدن C 94 دقيقه در دماي
      دقيقه در دماييكت مد ال پرايمرها بهاتص، مرحله C 94دماي 

C 59دقيقه در دماييكت مد ، مرحله طويل شدن رشته هدف به   
C 72دقيقه در دماي 10ت مد هايي به و مرحله طويل شدن ن C 72 

 قطعه مورد نظر از طريق واكنش زنجيره پليمرازي .انجام شد
ه از نظر اندازه با سايز مورد نظر كها  ي از نمونهكي سازي شده و فراوان

شور فرستاده شد و پس كرج از يابي به خا هماهنگي داشت براي توالي
محصولات . ار گرفته شدك هنترل مثبت بكعنوان  ييد صحت آن، بهااز ت
bp251 ،PCRاز الكتروفورز مورد ارزيابي قرار گرفت  بعد.  
  

  
نمونه  48نمونه ادرار، %) 5/62 (125نمونه مورد بررسي،  200از 

ها بوده  ساير نمونهاز %) 5/4( 9خون، نمونه %) 9( 18مدفوع، %) 24(
ايزوله اشريشيا كلي  200يميايي هاي بيوش ه پس از انجام تستك

 .شود  استفاده ميكها براي تست انتشار ديس ه از آنكجداسازي شده 
 استفاده مورد يها كيوتيب يآنت 10 به ييدارو مقاومت از حاصل جيتان

 از حاصله جينتا . بيان شده است1در نمودار  كسيد انتشار روش در
 ايشياشر زولهيا 200 انيم از هك داد نشان Combined disk شيزماآ
 باشد يم فيالط عيوس يلاكتامازها بتا مولد نمونه) %5/79 (128 يكل
هاي بتالاكتامازي  ه بيشترين مولّدين آنزيمكه است توج قابل .)1شكل (
 يبرا PCR شيآزما در .استه هاي ادراري بود ق به نمونهمتعل%) 80(

 زولهيا%) 34/77 (99 هك شد مشخص CTX-M-1 ژن صيتشخ
  .)2شكل  (بودند نظر مورد ژن يحاو ESBLs مولد يكل ايشياشر
  
  
  
  
  
  
  
  
  

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

  
  
  
  

  
   مثبتESBLsتشخيص فنوتيپي مولدين : 1-شكل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  يكل ايشياشر در CTX-M-1 ژن PCR يها نمونه يحاو آگارز ژل: 2-شكل
ايزوله : 4و5و6و8-11 نترل منفي،ك: 3وbla- CTX-M، 7نترل مثبت براي ك: 100bp ،2ماركر : 1

  CTX-Mت براي باليني مثب

 هايافته

18 

CTX 

CTX+ CV 

CAZ 

CAZ+ CV

11  10    9    8  7   6    5    4    3     2     1  

bp251 bp 500  
bp 1000  
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الطيف يكي از خطرهاي جدي در  هاي بتالاكتاماز وسيع توليد آنزيم
شف كه از زمان كباشد  هاي داراي مقاومت چندگانه مي درمان عفونت

اند و  سرعت در سطح جهان گسترش يافته ه ب1980 سال ها در آن
ي از معضلات بهداشت عمومي خود را نمايان ساخته كعنوان ي به

هاي  بيوتيك رويه آنتي تواند مصرف بي ترين دليل آن مي است و مهم
شده از  هاي جداESBL اغلب 1999تا اواخر سال  10.بتالاكتامي باشد
 CTX-M در مطالعات اخير، بود اما TEM و SHVبيماران شامل 
باشد و در  شده از بيماران مي الطيف غالب جدا بتالاكتاماز وسيع

 جداسازي blaCTX-Mسرتاسر جهان اعضاء انتروباكترياسه حاوي ژن 
ي بر يهاي متفاوت از نواحي مختلف جغرافيا ه گزارشيارا 11.شود مي

لذا . اردها تأكيد د اي و اختصاصي بروز مقاومت نقش مطالعات منطقه
هاي شهر تهران و تعيين ميزان  ي از بيمارستانيها با بررسي نمونه
ي ميزان نقش ي و شناساESBLهاي توليدكننده آنزيم  فراواني سويه

 از ها  در مقاومت به نسل سوم سفالوسپورينCTX-M-1آنزيم 
ه از كدهد  بررسي ما نشان مي. هاي اين تحقيق قرار گرفت اولويت

 بوده ESBLs نمونه مولد 128 )%5/79(، 161يشيا كلي ميان ايزوله اشر
. باشد  ميCTX-M-1ها حاوي ژن   مورد از آن99%) 34/77(ه ك

 7%) 5/5( و 74 %)8/57( ترتيب  بهSHV و TEMهاي  همچنين ژن
 در Pak- Leung Ho ،مشابهيدر مطالعات  13و14.حضور داشتند

بيوتيكي  نتيبررسي مقاومت آ  بهPokfulamكنگ در دانشگاه  هنگ
 اشريشيا  نمونه46و كلبسيلا با بررسي اشريشيا كلي الطيف در  وسيع
 توانستند DDST نمونه كلبسيلا پنومونيه با روش هشت و كلي

 هشت ، نمونه46نند، كه از بين ك را شناسايي ESBLهاي مولد  باكتري

 مورد مولد چهار ، نمونه كلبسيلا پنومونيههشت و از بين اشريشيا كلي
ESBLمورد داراي هفتهاي مقاوم  همچنين از ميان اين باكتري.  بودند 

، 9CTX-M ،38CTX-M  بودند، كه توانستند انواعCTX-Mپلاسميد 
24CTX-M ،14CTX-M هاي  نند و همچنين ژنك را شناساييTEM1b و 

TEM1c و نيز SHV14مشاهده نمايندها   را در اين نمونه. Jonas 

Bonnedahl هاي داراي مقاومت   انتروباكترياسهويبا مطالعه بر ر
 الطيف در جنوب فرانسه به بررسي كلبسيلا پنومونيه و اشريشيا وسيع

 و نيز MICهاي باليني پرداخت و با استفاده از نوارهاي  كلي در نمونه
 به اين blaTEM ،blaSHV ،blaCTX-Mهاي   و با بررسي ژنPCRبا انجام 

اراي مقاومت نسبت به يك يا چند هاي د نمونه% 1/47 كه رسيدنتيجه 
 داشته كه از اين ميان غيرهسيلين و  بيوتيك نظير تتراسايكلين، آمپي آنتي

از اين گروه نيز حامل % 6 بوده و ESBLهاي  ها مولد آنزيم آن% 4/9
 سويه 200ه بر روي ك Shahcheraghi 15.باشند  ميCTX-Mپلاسميد 

رده با استفاده از ك مطالعه  باليني مختلفهاي اشريشيا كلي از نمونه
 هستند ESBL داراي ژن %5/52ه ك نشان داد PCR و DADهاي  تست

 SHVها داراي ژن  از سويه %6  وTEMها داراي ژن  از سويه% 24 هك
شيا كلي را از نظر توليد ي اشر ايزولهMirzaee، 160 16.بودند

ها  نمونه% 8/37  بررسي كرد كهPCR با روش CTX-M بتالاكتامازهاي
از % CTX-M-5، 1/2و گروه % CTX-M-1، 78/35گروه . مثبت بودند

ي انواع يتر و شناسا مطالعات وسيع 17.دادند يل ميكموارد مثبت را تش
الطيف در  هاي بتالاكتامازي وسيع هاي آنزيم ها و زير گونه گونه
هاي مقاوم و  هاي موثر در درمان عفونت بيوتيك ي نوع آنتييشناسا

باشد، همچنين  ها مفيد و ثمربخش مي گسترش مقاومتجلوگيري از 
هاي  ه استراتژييتواند در ارا ي مييهاي شايع باكتريا ي كلونيشناسا

  .ها موثر باشد واحد درماني و مديريت بيمارستاني بر مقاومت
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Background: Resistance to beta-lactam antibiotics in clinical isolates frequently results 
from the production of β-lactamase enzymes. In recent years, the production of 
extended spectrum β-lactamases (ESBLs) and AmpC β-lactamase have greatly 
increased, especially in clinically isolated Escherichia coli. On the other hand, beta 
lactamase genes have several subfamilies and designing universal primers could be 
valuable in their detection. The beta-lactamase-producing E. coli which is resistant to 
beta-lactam antibiotics may pose a great risk to the patients. The CTX-M-1 gene is 
responsible for beta lactamase resistance. The purpose of this study was to find the 
percentage of CTX-M-1 carrying E. coli strains. 
Methods: A total of 500 urine samples were collected from different hospitals in 
Tehran, Iran during September to February 2009. The samples were cultured on EMB 
agar and incubated at 37 C for 24 hours. Some biochemical tests were carried out on 
the isolated samples. The presence of CTX-M-1 gene was determined by PCR on the 
isolates already identified phenotypically by disk diffusion agar and combined disks. 
Results: In general, 200 out of the initial 500 samples were identified as E. coli, among 
which 128 (79.5%) were ESBLs producing strains. PCR used for the detection of CTX-M-
1 gene, showed that 99 (77.34%) out of 128 isolates contained such gene. 
Conclusion: The results of this study showed a high percentage of β-lactamase 
resistant E. coli strains. This is a serious matter and would pose a public hazard and 
every step should be taken to avoid such hazard. 
 

Keywords: E. coli, extended spectrum beta lactamase, CTX-M-1. 
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