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  مقاله پژوهشي

  

  بررسي الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي وتشخيص فنوتيپي آنزيم هاي بتالاكتاماز 
  تعيين و  هاي كلينيكيسيلا پنومونيه جداشده از نمونهلبهاي كوسيع الطيف سويه

  بيوتيك هاي ايمي پنم و سفتازيديمآنتيحداقل غلظت مهاركنندگي 
    

  **** دكتر محمديوسف عليخاني ، *** مسعود سعيدي جم دكتر ، **اني پگاه عليج ،* رسول يوسفي مشعوفدكتر 
  ***** حسين رشيدي

  
  7/8/92 :  ،  پذيرش    28/3/92  :دريافت 

  

  :چكيده
 توليـد  پنومونيـه،  سويه كلبـسيلا  خصوص به منفي گرم هايباكتري بيوتيكي درمقاومت آنتي مكانيسمهاي ازجمله :مقدمه و هدف

 روي  معمـولاً ESBLsكدكننـده   هـاي  ژن.اسـت  (Extended –Spectrum β lactamase ;ESBLs) الطيـف وسيع مازبتالاكتا آنزيمهاي

 الگـوي  شـناخت  به دليل اهميت مـوارد فـوق،   .را نيز دارند ديگر منفي گرم هايسويه به انتقال و قابليت قرار گرفته اند پلاسميد

 .گرفت قرار هدف اين مطالعه كتام  لاβ-هاي بيوتيكآنتي به نسبت آن حساسيت و مقاومت

 6بروجرد و همـدان در طـي مـدت     يمارستانهايبكلينيكي  هاي مختلف تحليلي، نمونه-مطالعه توصيفي  اين انجام براي :روش كار
  بـه عنـوان ژن  Ure Dتاييد سـويه هـا از ژن   جهت . تعيين هويت شدندبا تستهاي بيوشيميايي و كيت انتروسيستم آوري و جمع ماه

  براي.انجام شدديسك ديفيوژن  بيوتيكي با روش آنتي ومتبررسي مقا.  استفاده شدPCR داخلي سويه كلبسيلا پنومونيه به روش

  گرديــد و حــداقل غلظــت مهــار كننــدگي  اســتفاده PCT (Phenotypic Confirmatory Test) از روشESBLs وجــود  بررســي
)MIC Minimal inhibitor concentration; (پنم به روش و ايمي بيوتيكهاي سفتازيديمآنتي E- testانجام شد .  

، %3/43سفترياكـسون  ، %7/46 بيوتيكهـاي سفكـسيم  پنومونيه مربـوط بـه آنتـي    كلبسيلا هايمقاومت سويه بيشترين ميزان : :نتايج
بيوتيكهـاي  ط بـه آنتـي  ومربو كمترين مقاومت  %7/36، سفتازيديم %8/40كوتريماكسازول  ،%7/41م ، سفوتاكسي%3/43آزترونام 

هـاي كلبـسيلا پنومونيـه ايزولـه        بشترين تعداد سـويه   . بود% 7/26جنتاميسين  و  % 25، سفپيم   % 7/16سپيروفلوكساسين،  %0پنم  ايمي
عنوان  به% 7/46 سويه 56. جداسازي شدند%) 8/0( مورد 1و كمترين تعداد از ترشحات چشم %) 60(سويه  72شده از نمونه ادرار     

 سـويه نيمـه   10 سـويه مقـاوم   66  براي آنتـي بيوتيـك سـفتازيديم     E- testبا استفاده از نوار .  مثبت شناخته شدندESBLsسويه  
 . سويه حساس  شدند120 براي آنتي بيوتيك ايمي پنم E- test  سويه حساس شدند و با روش44حساس و 

هـاي  نياز به غربالگري نمونـه نشان دهنده مناطق مورد مطالعه، در ESBLsتوليد  بيوتيكي وآنتي  مقاومتشيوع بالاي: نهايينتيجه 
كنندگي بتالاكتامازي و آنتي بيوتيك     بيوتيكهاي مناسب با قدرت ممانعت     توسط آزمايشگاه و استفاده از آنتي      ESBLsكلينيكي از نظر    

  .باشدها به صورت تركيب با كلاولانيك  توسط پزشكان مي
  

  مقاومت آنتي بيوتيكي / كلبسيلا پنوموني / حداقل غلطت مهار كنندگي / اهلاكتاماز بتا :كليد واژه ها
  

  :مقدمه 
هاي كلبسيلا جزء باكتريهاي گرم منفي هستند كه  گونه    

هـاي    آنها را در اطراف آب    . در طبيعت انتشار وسيعي دارند    
  .توان يافت   ها و بر روي گياهان مي       سطحي، خاك، فاضلاب  

  
  
  
  

عنـوان يكـي از فلورهـاي طبيعـي            بـه  با اين وجـود، اغلـب     
دســتگاه تــنفس و گــوارش در انــسان و حيوانــات مطــرح  

عنوان يـك ميكروارگانيـسم       كلبسيلا پنومونيه به  . گردند  مي
  در. ســاپروفيت در نازوفــارنكس و روده انــسان وجــود دارد

  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  علوم پزشكي همداندانشكده پزشكي دانشگاه ميكروبيولوژي استاد گروه  *

  )pegah_57@yahoo.com( علوم پزشكي همدان دانشگاه ميكروبيولوژيكارشناسي ارشد  **
  دانشيار گروه بيوتكنولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي همدان ***

  نشيار گروه ميكروبيولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي همداندا ****
 ايمونولوژي دانشگاه شاهدكارشناسي ارشد *****
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افراد جامعه ناقل اين بـاكتري در مـدفوع و          % 5 -38حدود  

ايـن بـاكتري   . زوفـارنكس هـستند  ناقل باكتري در نا  % 6-1
هـاي     از اين جنس در ارتباط بـا بيمـاري          ترين گونه   متداول

  .)1-3(باشد انساني مي
توكا تقريبـاً عامـل      كلبسيلا پنومونيه و كلبسيلا اكسي         

هاي مرتبط با انسان در جنس كلبـسيلا          تمام موارد عفونت  
هـاي ايجادشـده توسـط        هرچند كه تعداد عفونـت    . هستند

توكـا   سيلا پنومونيـه بـسيار بيـشتر از كلبـسيلا اكـسي           كلب
هاي كلبـسيلايي     در مراكز بهداشتي شيوع عفونت    . باشد  مي

پرسـنل بيمارسـتان بـه ميـزان        . باشـد   بيشتر از جامعه مي   
طبـق مطالعـاتي كـه در       . باشـند   زيادي حامل كلبسيلا مي   

 صورت گرفته است، ميزان حاملين كلبسيلا در     1971سال  
در % 19در مـــدفوع، % 77ي در حـــدود بيمـــاران بـــستر

هاي اين بيماران مشاهده      بر روي دست  % 42نازوفارنكس و   
هـا داشـته      بيوتيك  شد كه ارتباط مستقيمي با مصرف آنتي      

بيوتيـك، بـه ميـزان         طوري كـه درمـان قبلـي بـا آنتـي            به
توجهي در اكتساب كلبسيلا توسط بيماران تأثير گـزار           قابل
  .)4(استبوده 
ظر باليني، سويه كلبسيلا پنومونيه بطور وسيعي در        از ن      

گـردد و در    بيماران بـستري در بيمارسـتانها، كلـونيزه مـي         
افرادي كه داراي نقص سيستم ايمني هستند ماننـد افـراد           
ديابتي و يا بيماران با نقص ايمني اكتسابي و افراد مـسن و        

اپيدميهاي شـديد   . )5،6(گرددكودكان، بيشتر مشاهده مي   
سيلايي معمولا در نوزادان و عفونتهاي اندميك بيـشتر          كلب

بـا اينكـه پنومـوني      . دهـد در بخش بيماران كليوي رخ مي     
  كلبسيلايي بخـش كـوچكي از مـوارد پنومـوني را تـشكيل         

دهد ولي ميزان مرگ و ميـر ناشـي از آن بـالا و حـدود      مي
طبق گزارشات، عفونـت دسـتگاه ادراري       . )5-7(است% 90

كـل  % 23-43عفونـت بيمارسـتاني بـوده،       ترين نـوع    شايع
ــي   ــامل م ــتاني را ش ــاي بيمارس ــين  عفونته ــود و در ب ش

باكتريهاي گرم منفي دومين عامل عفونتهاي ادراري پـس          
 آنتي بيوتيكهاي از طرفي. باشداز اشريشياكلي، كلبسيلا مي  

-           لاكتام براي درمان اين عفونتها از عوامل ضد ميكروبـي 
ليــد آنتــي بيوتيكهــاي جديــد و تو). 6،7(انتخــابي هــستند

استفاده بي رويه از آنهـا در درمـان بيماريهـاي باكتريـايي             
باعث ايجـاد مقاومتهـاي آنتـي بيـوتيكي بـا مكانيـسمهاي             

از جملــه ايــن مكانيــسمها توليــد . اســتمتفــاوت گرديــده
آنزيمهاي بتالاكتامـازي در بـاكتري هاسـت كـه از طريـق             

  باعثاي بتالاكتام ـه هيدروليز هسته مركزي آنتي بيوتيك

  
بتالاكتامازهاي وسيع الطيف   . غيرفعال شدن آنها مي گردند    

(Extended –Spectrum β Lactamase ; ESBLs)  كـه  
باشـند، باعـث هيـدروليز       مـي  Aجزء بتالاكتامازهاي گروه    

وسيع الطيف و در نتيجه بـروز مقاومـت         سفالوسپورينهاي    
 نـسل اول و     باكتريايي به پني سـيلين و سفالوسـپورينهاي       

هاي بتالاكتامـازي   شوند و توسط مهاركننده   دوم و سوم مي   
 از همچنين يكي )8(گردندمانند كلاولانيك اسيد مهار مي

 گرم هاي باكتري مقاومت آنتي بيوتيكي در هاي مكانيسم

 بتالاكتاماز آنزيم توليد پنومونيه، كلبسيلا خصوص به منفي

 روي  معمولاESBLsًكدكننده  هاي  ژن.است وسيع الطيف

 گـرم  هـاي  سويه به انتقال و قابليت وجود داشته پلاسميد

 و مقاومـت  الگوي شناخت بنابراين،. دارند رانيز ديگر منفي
 در هـاي بتـا لاكتـام    بيوتيك آنتي به نسبت آن حساسيت

 عفونتهـاي ناشـي از ايـن ميكروارگانيـسم     كنترل و درمان

 بـه  العـه مط به همين علـت، ايـن   .)9(دارد سزايي به نقش

 سوشهاي و حساسيت آنتي بيوتيكي مقاومت بررسي منظور

 باكتريهـاي   درESBLsتوليـد   ميـزان  و پنومونيـه  كلبسيلا

ــتانهاي  )كلبـــسيلا پنومونيـــه(شـــده ايزولـــه در بيمارسـ
  .گرفت شهرستانهاي بروجرد و همدان صورت

  :روش كار
 مطالعه توصيفيدر اين  :هان هويت سويهيجداسازي و تعي      

 ماه محاسبه و    6حجم نمونه براساس بازه زماني       تحليلي –
 برداري نمونه.  سويه كلبسيلا پنومونيه جدا شد120حدود 

هاي نمونه .گرفت بروجرد و همدان صورت بيمارستانهاي از
ترشحات  ، زخم ، خون، خلط، ادرار، مختلف كلينكي شامل

 بخـش  از مـايع پلـورال    ريوي، مدفوع ، ترشحات چشم  و

بيمــاران  داخلــي، ،قلــب ،ICU  ،CCUعمــومي،  هــاي
 آوري جمـع  ، نفرولوژي و اطفال ارولوژي ، (OPD)سرپايي

ها ابتدا بر روي محيطهاي كشت بـلاد آگـار و           نمونه. شدند
 و براي ندكشت داده شد )  ، آلمان  Merck(ائوزين متيلن بلو  

.  درجه سانتيگراد انكوبه شدند37 ساعت در دماي  24مدت  
و كيت   استاندارد بيوشيميايي سيون با تستهاي  پس از انكوبا  
. تعيين هويت انجام شد   )  ، ايتاليا  Liofilchem(انتروسيستم

تاييد گونه كلبسيلا پنومونيه  جهت Ure D ژن مطالعه اين در
به عنوان ژن داخلي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت، ايـن ژن               

باشد كه جهت هيـدروليز     آز مي مسؤل كد كردن آنزيم اوره    
  توسط گونـه كلبـسيلا پنومونيـه مـورد اسـتفاده قـرار             اوره  
 TSB Broth + Glycerin محيط در هاسويه سپس. گيردمي

  . شدند نگهداري براي مراحل بعدي  -C  70و فريزر 
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ــا روش  Ure Dژن     ــسيلا  PCR ب ــاي كلب ــويه ه  در س
پرايمـر ژن مـورد نظـر از شـركت          . پنومونيه شناسايي شـد   

Bioneer    ت ليو فيليزه خريداري شد كه توالي        كره  به صور
  :آنها در زير آورده شده است

3� - 5�-CCCGTTTTACCCGGAAGAAG :Ure –D F   
5� - GGAAAGAAGATGGCATCCTGC -3� :Ure –D R   

، مقادير بهينـه شـده بـراي تهيـه          PCRبراي انجام واكنش    
Master Mix يـــك واكـــنش PCRدر حجـــم نهـــايي    

   1x بــا غلظــت PCRفر بــا:  ميكروليتــر محاســبه شــد 25
ــزان   ــه مي ــر، 5/2ب ــولار 2MgCl 2ميكروليت ــي م  5/1ميل

 ميكروليتر، هر 5/0 ميلي مولار dNTp mix2/0 ميكروليتر،
 پيكومـول بـر   5/0 بـا غلظـت    Rو F كـدام از پرايمرهـاي   
 Taq polymeras 5  ميكروليتـر،  5/0ميكروليتر به ميـزان  

 و آب مقطر     ميكروليتر 3/0واحدي  در ميكروليتر به ميزان       
  .  ميكروليتر مورد استفاده قرار گرفت2/16

: برنامه ريزي دستگاه ترموسـايكلر بـه شـرح زيـر بـود                 
 ثانيـه ،    180 به مـدت     C °95دناتوراسيون اوليه در دماي     
 ثانيـه ،    30 بـه مـدت      C °95دناتوراسيون ثانويه در دماي     

 ثانيـه و طويـل شـدن        45 به مـدت     C °45دماي آنلينگ   
 ثانيه كه اين چرخـه هـا   60 به مدت C°72 ر دماياوليه د

 بـه  C°72  بار تكرار شد و طويل شدن ثانويه در دماي 30
از ژل  .  ثانيه براي دستگاه ترموسايكلر تعريف شد        60مدت  

و ) ، آلمـان  bp 100) Fermentasوسايز ماركر   % 5/2آگاروز  
 بـراي الكتروفـورز محـصولات   ) سيناژن، ايران(سايبرسيف 

PCR شناسايي ژن  جهت Ure D   با طول قطعـه  bp243 
كنتـرل مثبـت از انـستيتو     DNA ) .1شـكل (استفاده شد 

  .پاستور خريداري گرديد
  

  
  

  Ure D ژن داخلي PCRتصوير : 1شكل
  مي باشدPCR (Ure D)  bp 243طول محصول 

L: DNA ladder 100bp    ;      11: Positive control 
12-20: sample               ;      21: Negative control 

  
بـه منظـور تعيـين     :بيوتيكي آنتي مقاومت و حساسيت تعيين

ــوتيكي، از روش  ــي بي ــساسيت آنت ــسك ح ــوژن دي  ديفي
(Kirby-Bauer Disk Diffusion Method) بر روي محيط 

ــد    ــون آگـــار اســـتفاده شـ   هـــاي ديـــسك. مولرهنتـ
ل شد كه شام تهيه Rosco و Mastشركت  از استفاده مورد

ــفتي ــسيم، س ــسيم، زوك ــنم،   سفك ــي پ ــفپييم، ايم س
ــام،   كوتريماكــسازول، سفوتاكــسيم، جنتاميــسين، آزترون

نتـايج   .سپيروفلوكساسين و سفترياكسون بـود     سفتازيديم،
ــس از  ــساسيت پ ــين ح ــيون تعي ــه  37 در انكوباس درج

ــانتيگراد ــدت   سـ ــه مـ ــاعت 24بـ ــا سـ ــتفاده بـ   از اسـ
  (Clinical and Laboratory Standard Institute) جداول

CLSI 2012  گرديد قرائت.  
  تـــست تأييـــد فنـــوتيپي    ESBLتـــشخيص توليـــد  

)Phenotypic Confirmatory Test( : ــاس ــن روش براس در اي
ــتانداردهاي  ــسكCLSIاسـ ــسيم   ، از ديـ ــاي سفوتاكـ   هـ

g30    و سفتازيديم g30      در تركيب با كلاولونيك اسيد 
چنانچه قطر هالـه عـدم رشـد در         . دو بدون آن استفاده ش    

كلاولونيـك يـا    / سفوتاكـسيم (هاي تركيبي   پيرامون ديسك 
 ميلـي متـر     5بيـشتر يـا مـساوي       ) كلاولونيك/ سفتازيديم

هـاي    نسبت به قطـر هالـه عـدم رشـد در اطـراف ديـسك              
سفوتاكيــسم يــا ســفتازيديم بــود، تــست فنــوتيپي مثبــت 

ــي  ــزارش م ــد گ ــي .گردي ــاي تركيب ــسك ه ــالص  دي  و خ
  ازESBLازيديم و سفوتاكسيم جهـت بررسـي توليـد    سفت

بر روي محـيط   ازكشت سفره اي  بعدوتهيه   Mastشركت
 37 در سـاعت  24مـدت  بـه  انكوباسيون مولرهينتون آگارو

  . درجه سانتيگراد  نتيجه قرائت شد
ــين  ــوار MICتعي ــتفاده از ن ــا اس ــوار  : E-test ب    دو E-testن

  تعيــين    جهــتآنتــي بيوتيــك ســفتازيديم و ايمــي پــنم
ــك     ــي بيوتيـ ــدگي آنتـ ــار كننـ ــت مهـ ــداقل غلظـ   حـ

)MIC Minimal inhibitor concentration; ( ــاكتري از ب
  ايـن نـوار پلاسـتيكي    .  ايتاليا تهيه شد Liofilchemشركت

ــا شــيب غلظتــي آنتــي بيوتيــك پوشــانده شــده اســت    . ب
ــار     ــشت آگ ــوار روي ســطح محــيط ك ــن ن ــه اي ــاني ك   زم

ــفره    ــورت س ــه ص ــاكتري ب ــه ب ــده  ك ــشت داده ش   اي ك
گيرد مانند روش ديسك ديفيوژن آگـار، بلافاصـله         قرار مي 

آنتي بيوتيك براساس شيب غلظتي شروع بـه انتـشار روي           
 ساعت هاله عـدم رشـد تخـم         16-24پليت كرده و پس از      

شـود ، جـايي كـه       مرغي شكلي در طول نوار تـشكيل مـي        
  .شودمي  محسوب MICكند ابتداي بيضي نوار را قطع مي
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هـاي   بـراي تجزيـه و تحليـل داده        :هـا تجزيه و تحليـل داده    

 و از آزمونهـاي  19  نـسخه SPSSبدست آمده از نرم افـزار  
  .فراواني و مجذور كاي استفاده شد

  :نتايج
هاي نمونه كلبسيلا پنومونيه از  سويه120مطالعه، اين در     

از لحـاظ  . كلينيكي جداسازي و مورد بررسي قـرار گرفتنـد   
  نمونـه  63از بيماران مـذكر و      %) 5/47(نمونه   57جنسيت  

ساير نتايج به تفكيك نوع     . از بيماران مونث بودند   %) 5/52(
 آورده  1جـدول  در شـده  جـدا  بخش و سني نمونه و محدوده  

  . شده است
      

   فراواني سويه هاي كلبسيلا پنومونيه بر اساس: 1 جدول
                             بخشهاي مختلفوباليني ،محدوده سني  هاي نمونه

  مطالعه مورد بيمارستان هاي 
  

  نوع نمونه )درصد( تعداد   بخشنام )درصد( تعداد )سال(سن  )درصد( تعداد
  ادرار  72)60( آي سي يو 19) 8/15(  10-0  29) 2/24(

چشم ترشحات  1) 8/0( سي سي يو 17) 2/14(  20-11  3) 5/2(
ائيسرپ بيماران 4) 3/3(  30-21  8) 7/6(   زخم  3) 5/2(
  تراشه  9) 5/7(  داخلي  18) 15(  40-31  7) 8/5(
  خون  25) 8/20(  قلب  14) 7/11(  50-41  11) 2/9(
  مايع پلورال  4) 3/3(  اورولوژي  13) 8/10(  51- 60  7) 8/5(
  مدفوع  6) 5(  نفروروژي  9) 5/7(  70-61  12) 10(
  اطفال  26) 7/21(  80-71  21) 5/17(
)3/18 (22  90-81  
)100(120    

  
 )100(120 

 
  

  
  

 )100(120 

  
  

  مجموع
  

 دهـد كـه  نتايج تست حساسيت آنتي بيـوتيكي نـشان مـي     
  مـــپن ايمي نسبت به پنومونيه كلبسيلا هاي سوش تمامي

ــه    حــساس ــسبت ب ــت ن ــشترين مقاوم ــند و بي ــي باش   م
  . )2جدول  (مي باشد%)  7/46 (بيوتيك سفكسيمآنتي

  

  هاي  ي بيوتيكي كل سويهالگوي مقاومت آنت : 2 جدول
  كلبسيلا پنومونيه

  

  )%(مجموع )%(مقاوم )%(نيمه حساس)%(حساس  
  100  7/46  8/0  5/52 سفكسيم 

  100  3/43 2/4  5/52  سفترياكسون
  100  3/43  7/1  55   آزترونام

  100  7/41  2/4  2/54   سفوتاكسيم
  100  8/40  3/3  8/55  كوتريماكسازول

  100  7/36  3/8  55  سفتازيديم
  100  5/27  2/14  3/58   سفتي زوكسيم

  100  7/26  7/1  7/71   جنتامايسين
  100  25  10  65  سفپيم

  100  7/16  2/9  2/74  سيپروفلوكسازين
  100  0  0  100  ايمي پنم

  

 با ديسكهاي تركيبي سفتازيديم و سفوتاكسيم       PCTآزمون
ــشان داد كــه   ــا كلاولانيــك اســيد ن %) 7/46( ســويه 56ب

  از. دــــباشنالاكتاماز وسيع الطيف ميتوليدكننده آنزيم بت

  
 سـويه   50 سويه توليدكننده آنزيم بتالاكتامـاز،       56مجموع  

 سـويه  2بطور مشترك با هردو ديسك تركيبي،  %) 28/89(
از طريق ديسك تركيبي سفتازيديم و كلاولانيك       %) 57/3(

ــيد و  ــويه 4اس ــي  %) 14/7( س ــسك تركيب ــق دي  از طري
د بعنـوان توليدكننـده آنـزيم       سفوتاكسيم و كلاولانيك اسي   

  .بتالاكتاماز مشخص شدند
هـاي   نشان مي دهد، بيشترسويه    3همانطور كه جدول         

و  ادراري  هاينمونه به توليدكننده آنزيم بتالاكتاماز مربوط
 و 0 -10در محدوده سـني    و ICU اطفال و هاي بخش از

 28 سـويه ،     56و در ضـمن از       .مـي باشـند     سال 80 -90
%) 50( سـويه  28مربوط بـه بيمـاران مـذكر و         %) 50(سويه

  .مربوط به بيماران مونث بودند
  

  فراواني سويه هاي كلبسيلا پنومونيه بر اساس: 3جدول 
باليني ،محدوده سني و بخشهاي مختلف                     هاي نمونه
  ESBLsمطالعه در سويه هاي توليدكننده  مورد   هايبيمارستان

  

  نوع نمونه )درصد( تعداد  بخشنام )درصد( تعداد )سال(نس )درصد( تعداد
)3/23 (13 10-0 آي سي يو 10) 9/17(   ادرار  31) 4/55(

)4/5 (3 20-11  زخم  1) 8/1( سرپائي  2) 6/3( 
)4/5 (3 30-21 سي سي يو 6) 7/10(  ريوي ترشحات  3) 4/5(
)4/5 (3 40-31  خون  13) 2/23(   اطفال  12) 4/21( 
)8/10(6  50-41   مدفوع  4) 1/7(  داخلي  9) 1/16( 
)4/5 (3  60 -51 ترشحات چشم  1) 8/1( اورولوژي  5) 9/8( 
)5/12 (7  70-61   مايع پلورال  5) 4/5( نفروروژي  3) 4/5( 
)5/12 (7  80-71   قلب  9) 1/16( 
)6/19 (11  90-81  

)100(56    
 

)100(56  
 
  

 
  

 

)100(56  

 
  

  مجموع
   

هاي  سويه در نتي بيوتيكي حساسيت آ   نتايج تست  2درشكل
  ESBLsمثبت نشان داده شده است.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي كلبسيلا پنومونيه   مقاومت سويهالگوي: 2 شكل
  ESBLsتوليدكننده 
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نتايج حداقل غلظت مهاركنندگي سـويه هـاي مقـاوم و           
پـنم بطـور   ايمـي  و نيمه مقاوم و  حساس بـه سـفتازيديم   

 نـشان   MIC اسـت نتـايج   آورده شـده 4خلاصه در جدول 
پـنم و   هاي حساس بـه ايمـي     دهد اين مقدار براي سويه    مي

نيمـه   هـاي  و بـراي سـويه     25/0 تا   13/0 اكثرا   سفتازيديم
هـاي مقـاوم بـه       براي سويه   و 16 تا   6سفتازيديم  مقاوم به   

  . مي باشد24 تا 16سفتازيديم 
  

كلبسيلا سويه هاي  غلظت مهاركنندگي حداقل فراواني: 4جدول
  نومونيه نسبت به دو آنتي بيوتيك سفتازيديم و ايمي پنمپ

  

  ايمي پنم  سفتازيديم
256-016/0  32-002/0  

  MICغلظت 
 (μg/ml)  

حساس  مقاوم نيمه حساس حساس   مقاوم نيمه حساس
18 ≥ 17- 14  14 ≤  4 ≤  15- 5 16 ≥  

 حساسيتوضعيت
MIC (μg/ml)

64  
)4/53( 

16  
)3/13(  

40  
)3/33(

120  
)100( -  -  

  تعداد
  )درصد(

  
  :بحث

هاي باكتريـايي مقـاوم بـه    با ايجاد سويهESBLs توليد      
 مــصرف بــراي بــزرگ تهديــد يــك عنــوان بــهدرمــان 

 وسيع الطيف و درمان اين نوع عفونتهـا  هايسفالوسپورين

  ).10،11(رود مي شمار به
 شـده  ايزولـه %) 7/46(سـويه   56 تعداد مطالعه اين در     

 سـويه از  28 بودند كـه از ايـن تعـداد          ESBLsتوليدكننده  
جـدا  %) 50( سويه از افـراد مونـث        28و  %) 50(افراد مذكر 
 سـال در تحقيق احمد خورشيدي  كه حالي در .شده بودند

 پنومونيـه  كلبـسيلا  هـاي  سوش% 32 كه داد نشان 1388

بيماران % 5/52هستند و از اين ميان       ESBLsتوليدكننده  
كه نشان دهنده آن است     . )12(مونث بودند % 5/47مذكر و   

هـاي كلبـسيلا   كه در طـي ايـن چنـد سـال ميـزان سـويه        
رو به افرايش بوده و از لحاظ ESBLs پنومونيه توليدكننده 

  .جنسيت تفاوت چنداني نكرده يا ندارد
همچنين در طـي سـالهاي گذشـته نيـز مطالعـاتي در                  

سراسر دنيا و از جمله ايـران در ايـن زمينـه انجـام گرفتـه                
  ESBLsهـاي توليـد كننـده       است كه درصد و شيوع سويه     

در سويه هـاي كلبـسيلا پنومونيـه را ايـن چنـين گـزارش         
 تا  30فرانسه  ) 14 (%44 آمريكا   )13(%40در ژاپن : اندكرده

% 40 هلند )16( %60 تا 20جنوب شرقي آسيا  )%15 (40
 )19(% 76 تهـران  )18( %70 در اصفهان )17(% 3و سوئد 
 1386و در سـال   )20(% 2/20 در شهركرد 1387در سال 

  رــــگزارشات به نظاين با توجه به . )21(% 38در تهران 

  
  ESBLsهاي توليد كننـده     مي رسد كه ميزان شيوع سويه     

در شهرستانهاي بروجرد و    در سويه هاي كلبسيلا پنومونيه      
همدان نيز تقريبا نزديك بـه سـطح جهـاني بـوده ولـي از               
بعضي نقاط ايران كمتراست كه احتمالا بدليل مصرف آنتي        

سط بيماران تحت نظر پزشك  و انجام تستهاي         بيوتيكها تو 
هـاي ادراري قبـل از      آنتي بيوگرام خصوصا در مورد نمونـه      

  .  مصرف آنتي بيوتيكها مي باشد

هـاي  اين آمار متفاوت در شـيوع سـويه   رسدنظرمي به      
ــده  ــيوع     ESBLsتوليدكنن ــه ش ــد ك ــل باش ــن دلي ــه اي ب
 ختلف بستگيم مناطق در ها آنزيم اين مولد ارگانيسمهاي

 انـساني  مـدفوعي  و ناقلين حيوانات آنها در شيوع ميزان به

 و مـي  باشـند ارگانيسمها مي اين عنوان مخازن به كه دارد

 غذايي هاي يا زنجيره و مخازن اين با تماس طريق از توانند

همچنـين  . شـوند  منتقـل  ديگر انسانها به طريق حيوانات از
  باكتريـايي و مولـد  مقـاوم  كلونيهاي ظهور مي تواند بدليل

 درماني و الگوي منطقه دريك الطيف وسيع بتالاكتامازهاي

 الطيـف  وسـيع  هايسفالوسپوريني بخصوص سفالوسپورين

در منـاطق مختلـف    گوناگون عفوني هايدرمان بيماري در
 توليد هاي باكترياييايجاد و افزايش سويه به منجر باشد كه

  ).22،23( ندالطيف مي گرد وسيع بتالاكتاماز كننده
ســوش هــاي كلبــسيلا پنومونيــه جداشــده از % 4/55      
 كـه  درحـالي  . بودندESBLsتوليدكننده  ادراري هاينمونه

 %52در حـدود    2003سال عامر و همكاران در در مطالعه
  .)24(است شده گزارش

 مولـد  خون از شده هاي ايزوله سوش% 2/23همچنين      
ESBLs          جـارلير و همكـاران       بودند كه نـسبت بـه بررسـي
مولد  را خون از جداشده هاي سوش%18  كه1988 درسال

ESBLsنشان دهنده افـزايش آن  )25(كرده بودند  گزارش 
  . در طي اين دو دهه اخير بوده است

سـفتازيديم و   خـصوصاً  بيوتيـك  آنتـي  زيـاد  مـصرف       
بخـشهاي   در شدن به مـدت طـولاني   بستري سفوتاكسيم،

ــه داخ  از ابزارهــاي  و اســتفادهICUلــي و مختلــف از جمل
هـاي    پزشكي آلوده مانند كاتترهاي وريدي و ادراري، تراشه       

از عوامـل    ...، دسـتگاه ديـاليز و       ICUTهـاي     تنفسي، بنـت  
و ) 26(  مثبــت هــستندESBLsبــروز سوشــهاي  سببمــ

  مطالعــه حاضــر نيــز نــشان مــي دهــد كــه ايــن فاكتورهــا 
 ESBLsد كننـده  مي توانند ازعوامل بروزسويه هـاي  تولي ـ  

  .  هاي كبسيلا پنومونيه محسوب گردنددر سويه
  ولاًــــ ، معمESBLsتوليدكننده  هاي باكترياييسوش     
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 . چندگانه آنتـي بيـوتيكي هـستند    مقاومت با هايي سوش

  بيشتر به كوينولونهاESBLsتوليدكننده  پنومونيه كلبسيلا

 نمونـه  56از   در مطالعـه اخيـر نيـز   )27،28(مقاومت دارد

ــده  ــهESBLs ، 19توليدكنن ــلاوه %)92/33( نمون ــر  ع ب
 در. داشـتند  نيز مقاومـت  سپيروفلوكساسين به سفتازيديم

   مثبـت ESBLs  نمونـه  25از   نمونه15لوتن باخ مطالعه 

 كـه  )27(بودنـد  مقاوم نيز ها فلوروكوينيولون  به %60يعني
 اكثـرا   ESBLsاين نشان مي دهد سويه هاي توليد كننـده          

  .باشندهايي با مقاومت چندگانه ميويهس
 :نتيجه نهايي

 ESBLsتوليـد   بيـوتيكي و آنتـي   مقاومتشيوع بالاي      
نيـاز بـه غربـالگري      نـشان دهنـده     درمناطق مورد مطالعه،    

 توسـط آزمايـشگاه و      ESBLsهاي كلينيكـي از نظـر       نمونه
-بيوتيكهـاي مناسـب بـا قـدرت ممانعـت         استفاده از آنتـي   

كتامازي و آنتي بيوتيك ها به صورت تركيـب   كنندگي بتالا 
 طي سالهاي اخير با     .باشدبا كلاولانيك  توسط پزشكان مي     

افزايش سويه هاي  مقـاوم بـه آنتـي بيوتيـك هـا  مواجـه                 
هستيم  كه منجر به افـزايش مـشكلات درمـاني و هزينـه              

زدايي محيط و استريليزاسيون      آلودگي. هاي درماني ميشود  
تاني، رعايت بهداشت توسط پرسـنل      صحيح محيط بيمارس  

 درمــاني، الگــوي صــحيح بــراي مــصرف     –بهداشــتي 
هاي نـاقص بـا       ها، عدم خوددرماني و يا درمان       بيوتيك  آنتي
هاي   نمودن استفاده از سفالوسپورين    محدود ها،  بيوتيك  آنتي

وسيع الطيـف، اسـتفاده از داروهـاي تركيبـي ماننـد يـك              
زيد يا كينولون يا داروي     داروي بتالاكتام با يك آمينوگليكو    

مقاوم به بتالاكتاماز، آگاهي پزشكان در ارتبـاط بـا ميـزان            
بيوتيكي، از جمله راهكارهايي هستند كه        هاي آنتي   مقاومت

ــي ــت   م ــشگيري از عفون ــرل و پي ــراي كنت ــد ب ــاي  توانن   ه
كـار گرفتـه     بـه  ESBLsهاي توليدكننـده      ناشي از ارگانيسم  

  .شوند
  :سپاسگزاري

ه برگرفتــه از پايــان نامــه كارشناســي ارشــد ايــن مقالــ    
ميباشد  مصوب دانشگاه علوم پزشكي همدان  ميكروبيولوژي

آقاي دكتر محمدرضا عربستاني و پرسـنل  از  وسيله و بدين
محتــرم آزمايــشگاه ميكــروب شناســي دانــشكده پزشــكي 

ي شهرسـتان   و بيمارسـتانها  دانشگاه علوم پزشكي همـدان      
 خانم روح انگيز افتخاري     بخصوص سركار بروجرد و همدان    

   تـشكر  انـد  نمـوده  يـاري  ايـن تحقيـق   انجـام  در را مـا  كه
  .نماييم مي
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Abstract 
 
Introduction & Objective: One of the mechanisms of antibiotic resistance in gram negative bac-
teria, particularly Klebsiella pneumonia strains, is the production of Extended-Spectrum β 
lactamase enzymes (ESBLs). Encoding genes of ESBLs are usually located on the plasmid
and they are able to transfer to other gram-negative bacteria. Thus, due to the importance of 
resistance pattern recognition and its sensitivity to the β- lactam antibiotics, the above men-
tioned issue was examined in this study. 
Materials & Methods: In this study different clinical samples of Boroujerd and Hamadan Hos-
pitals during 6 months were collected and identified by biochemical tests and Enterosystem
kit.  To confirm the strains, the Ure D gene was used as the internal gene of Klebsiella 
pneumoniae by PCR method. Antibiotic resistance by Disk diffusion method was performed. 
Phenotypic confirmatory test was used to determine the presence of ESBLs. MIC  
antibiotics of Ceftazidime and imipenem by E test method were determined. 
Results: The results showed that the highest rate of Klebsiella pneumoniae strains resistance
was related to Cefexime antibiotics  46.7%, Ceftriaxone 43.3%, Azthrunam 43.3%, Cefo-
taxime 41.7%, Cotrimaksazol 40.8% , Ceftazidim 36.7% and the least resistance was related 
to antibiotics Imipenem 0% Sprofluksasin 16.7%, Cefepime 25% and Gentamicin 26.7%. 56
strains( 46.7%) were identified as ESBL –positive strains. Using E-test strip for Ceftazidim 
antibiotic, 66 strains were resistant , 10 strains intermediate ,and 44 strains were  
sensitive to Ceftazidim  and by E test method for Imipenem antibiotic ,120 strains were 
sensitive. 
Conclusion: The high prevalence of antibiotic resistance and ESBLs production in the cities
which were studied indicates  the need for  screening of ESBLs in clinical samples by labora-
tory and prescribing appropriate antibiotics with β-lactamase inhibitory power and antibiotics
together with clavulanic by physicians. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2014; 20 (4):295-302) 
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