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  دهيچک

هـاي   تـرين پـاتوژن   اين باکتري يکي از شايع. هاي اکتسابي از جامعه و بيمارستان است کلبسيلا پنومونيه يکي از موارد مهم عفونت  : زمينه و هدف  
هاي بيمارستاني کلبسيلا پنومونيه،  افزايش ظهور مقاومت چند داروئي در بين ايزوله. شدبا بيمارستاني است که ميزان مرگ و مير ناشي از آن بالا مي  

 متالوبتالاکتامازهـا،   لدا، هدف از اين مطالعه شناساييرا محدود کرده است هاي ايجاد شده بوسيله اين باکتري هاي درماني براي درمان عفونت گزينه
کلبسيلا پنومونيه جدا شده از بيماران بستري در بيمارستان هـاي طالقـاني و   هاي   اء خارجي در ايزوله   هاي غش  پورينبتالاکتامازهاي با طيف وسيع،     

  .باشد مفيد شهر تهران مي
 ايزوله کلبسيلا پنومونيه ۱۰۰ بر روي ۱۳۹۲ تا اسفندماه سال ۱۳۹۱از اسفندماه سال باشد که   مقطعي مي- اين مطالعه از نوع توصيفي:روش بررسي

.  انجـام شـد  CLSI بيوتيکي با روش ديـسک ديفيـوژن و بـراث ميکرودايلوشـن بـر اسـاس دسـتورالعمل        هاي حساسيت آنتي   تست. تانجام گرف 
 ,blaAIM, blaSPM, blaDIM, blaIMP هاي ژن. متالوبتالاکتامازها و بتالاکتامازهاي با طيف وسيع با استفاده از روش ديسک ترکيبي شناسايي شدند

blaVIM ،  blaTEM ، blaSHV وblaCTX-M با روش  PCR وSequencingغشاي خارجي ي ها پورين و  مورد بررسي قرار گرفتندOmpK35 
  . تشخيص داده شدندSequencingو PAGE SDS ، PCR–هاي  با تکنيک OmpK36 و

 لاکتاماز وسيع بتا)  درصد۴۸( مورد ۴۸، يد کلبسيلا پنومونيه جدا شده از بيماران بستري در بيمارستان طالقاني و کودکان مف      سويه ۱۰۰ از   :يافته ها 
و )  درصـد ۵/۶۲ (۳۰، ) درصـد ۵۰(۲۴ در ترتيب به  blaCTX-M وblaTEM ،blaSHVهاي  ژن. کردند متالوبتالاکتاماز توليد مي)  درصد۳ (۳ و الطيف

 بـا  .هـا ديـده نـشد    هـا در ايزولـه   ولی بقيه ژن  شد شناسايي لاکتاماز وسيع الطيفبتاکلبسيلا پنومونيه توليدکننده    هاي   ايزولهاز  )  درصد ۳۳/۵۸ (۲۸
توليدکننـده   سـويه  ۴۸از ايزولـه  )  درصد۹۱/۷۲ (۳۵در OmpK36 ايزوله و)  درصد۵/۶۲ (۳۰درSDS-PAGE،  OmpK35استفاده از تکنيک 
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  مقدمه
 قابـل   ي  مسالهک  يها   ي باکتر ني ب  در ييمقاومت چند دارو       

 هي ـلا پنومون يکلبـس  . اسـت  ي عفون يها يماري ب توجه در درمان  
مارستان ي از جامعه و ب    ي اکتساب يها  از موارد مهم عفونت    يکي

 يمارسـتان ي ب يهـا  ن پاتوژن يتر عي از شا  يکي ين باکتر يا. است
باشـد و باعـث      ي از آن بالا م    ير ناش يزان مرگ و م   ياست که م  
 ـ    از عفونت  يانواع مختلف   ،ي سـم  ي، سـپت  يژه پنومـون  ي ـو ههـا ب

 يهـا  ت، عفونتيت، مننژيجاد آبسه در کبد، اندوفتالم ياسهال، ا 
ش ظهـور مقاومـت چنـد       يافـزا  .گـردد  ي م يمي و باکتر  يادرار
 ـدارو  ـيي ، هيــلا پنومونيکلبـس  يمارسـتان ي بيهــا زولـه ين اي در ب
 ـ    ي ا يها  درمان عفونت  ي را برا  ي درمان يها نهيگز ه جـاد شـده ب

ــ ــ اي لهيوس ــاکتري ــت ين ب ــرده اس ــدود ک ــ. )۱(  مح ن يدر ب
 ـوتيب ي مقاومت به آنت   يها سميمکان عنـوان   ک، بتالاکتامازهـا بـه   ي

 در  هيلا پنومون يکلبسژه  يوه   ب ي گرم منف  يها ي باکتر يدفاع اصل 
. شـوند  ي گـروه بتالاکتـام محـسوب م ـ    يهـا  کيوتيب يمقابل آنت 

م يبه چهار گـروه تقـس  آمبرلر و بوش بتالاکتامازها بر طبق نظر   
 از  يشامل گروه ـ ف وسيع   يبا ط  ي لاکتامازها بتا .)۲( شوند يم

 ـهـا تول   يکه توسط بـاکتر   ها هستند  ميآنز ن ي ـشـوند و ا    يم ـد  ي
ها را  ني آزترئونام و سفالوسپور   ر فعال کردن  ي غ ييها توانا  ميآنز

د يک اسي کلاولانلياز قب بتالاکتاماز يها  با مهار کنندهيدارند ول 
بـا طيـف    ي لاکتامازهابتا ي د کننده ي تول يها ژن. شوند يمهار م 
 از  ياريانـد و بـس     دها قرار گرفتـه   ي پلاسم ياغلب بر رو  وسيع  

و ) SHV )Sulphydryl variable يهـا  آنها از جهـش در ژن 
TEM)Temoneira ( گـاه  ينـه در جا   يد آم ي اس ـ ينيگزيبا جا
  ممکن است عـلاوه بـر  هيلا پنومونيکلبس .اند جاد شدهيفعال ا

SHVو  TEM ــز ــرا تول CTX-Mم يآنـــ ــديـــ  .د کنـــ
 ـ عل CTX-Mيلاکتامازهابتا م ياکـسون و سفوتاکـس  يه سفتري

 ع و مناسب  يص سر يتشخ. تر هستند  م فعال يدينسبت به سفتاز  
 انتخـاب  ي کنترل عفونت و بـرا يبرابا طيف وسيع    لاکتامازبتا

ــد م  ــان ض ــيدرم ــس يکروب ــب ب ــت ي مناس ــم اس  .)۳( ار مه

ــا ــا طيبتالاکتامازه ــ ب ــي ــيف وس ــو هع ب    وTEM,SHVژه ي
 CTX-M ـران و جهـان د ي اي از شهرها ياريدر بس  ده شـده  ي

  هـستند کـه  متالوبتالاکتامازهـا هـا،   ميگر آنزيگروه د . )۱( است
 ـ سـه ز   يباشـند و دارا    ي بتالاکتامازها م ـ  Bمتعلق به کلاس     ر ي

 در B3  وB1ر کلاس يها ز مين آنزيدر ا.  هستنديکلاس اصل
 ـباشـند و در ز    ي م ـ ي دو فلـز رو    يت خـود دارا   يمکان فعال  ر ي

 ـ فقط   B2کلاس    ـهـر ز   . قـرار دارد   يک فلـز رو   ي   ر کـلاس   ي
باشـد و   ين نـوع متفـاوت از متالوبتالاکتامازهـا م ـ       ي چند يادار
 کـد   يهـا  ژن.  هـستند  ي آلل ـ يها  تفاوت يدارا از آنان    ياريبس

ــده ــر روي کنن ــا ب ــوزي متالوبتالاکتامازه ــم و کروم ــر ي   ا عناص
ــيمتحــرک ژنت ــ از قبيک ــديل پلاســمي ــرار دارن در . )۲و۴( د ق

ــ ــا،  لوسيباس ــالتوف ه ــتنوتروفوموناس م ــاس، لاياس ، آئرومون
 سيديسودوموناس اوتها و ي، فلاوباکترسيليفراژ سيديئوباکتر
هـا مقـاوم     د که ذاتـا بـه بتالاکتـام       نم قرار دار  و کروموز يبر رو 

ــستند ــا ژن. هـ ــازيهـ ــه، يدر انتروباکتر ي متالوبتالاکتامـ اسـ
 يها يکترگر باي و دينتوباکتر باماني اس،نوزايسودوموناس آئروژ

   متحـرک   يک ـي عناصـر ژنت   ي بـر رو   ي گـرم منف ـ   يرير تخم يغ
 کسب شـده    ي انواع متالوبتالاکتامازها  ي  با همه يتقر. قرار دارند 

ــه زيکــيق عناصــر ژنتيــاز طر ــ متحــرک متعلــق ب   ر کــلاسي
B1 يشتري ـگر انتـشار ب ي ديها ر کلاسي هستند که نسبت به ز 

 شــامل ن متالوبتالاکتامازهــايــ نــوع از ا۹حــداقل . دارنــد
IMP,VIM,SPM,GIM,DIM,SIM,NDM,KHM,AIM ــا  ييشناسـ

 ـ IMPژن   .)۲و۵ و۶(شده است   از  ۱۹۹۰ن بـار در سـال       ي اول
 ـتالي از کشور اVIMا و ژن ي سراشياکتربدر کشور ژاپن   در ا ي

ران يدر ا تاکنون  .  شد يي شناسا نوزايسودوموناس آئروژ  يباکتر
ده نـشده اسـت     ي د هيلا پنومون يکلبس متالوبتالاکتاماز در    يها ژن
 ـ نــوزا و يسـودوموناس آئروژ  در VIM و IMP يهـا   ژنيول
ــانياســ ــاينتوباکتر بام گــر ياز د .)۲ و۵( شــده اســتيي شناس
 ـ   يها سميمکان  ـوتيب ي مقاومت به آنت  غـشاء  يهـا  نيهـا پـور    کي

 ي خـارج ير بالا در غـشا  يها در مقاد   نيپور. باشند ي م يخارج
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 ي شـناخته شـده بـه لحـاظ سـاختار      يها ني پور .حضور دارند 
 ـاند کـه هر  ل شده ي بتا تشک  ي  رهي از سه زنج   ،يا مجموعه ک از ي

 ـب. باشـند  ي منفرد م ـ  يديپت ي پل ي  رهيک زنج ي يها حاو  آن شتر ي
 انجام  K12 يکل ايشياشر ي باکتر يها ني پور يمطالعات بر رو  

 OmpF و OmpC ين اصـل ي دو پـور   يشده اسـت کـه دارا     
  وOmpK35 ين اصلي دو پورهيلا پنومونيکلبس در. باشد يم

OmpK36     يهـا  نيه بـه پـور  ي وجود دارد که شـب OmpF و 
OmpC باشد که    ي م ياکليشي اشر  درOmpK35   ط ي در شـرا
ط ي در شـرا OmpK36ابـد و   ي ي بالا کـاهش م ـ    ي  تهياسمولار
ش ي نمـک افـزا    ي بـالا  يهـا   غلظـت  ي بالا حـاو   ي  تهياسمولار

 بـر   هي ـلا پنومون يکلبـس  يها ني پور ي   کد کننده  يها ژن. ابدي يم
 يد حـاو  يکه پلاسـم   ي کروموزوم قرار دارند و در صورت      يرو

جاد جهش  ي با ا  ،ها وارد شود   هيع به سو  يف وس يبتالاکتاماز با ط  
 ـب. )۷( کنـد  ي م ـ يريها جلـوگ   نيان پور ياز ب   يهـا  زولـه يشتر ا ي

 ـ بتالاکتامـاز بـا ط     ي  د کننـده  ي تول هيلا پنومون يکلبس ،  عيف وس ـ ي
ــور ــ را بOmpK36ن يپ ــي ــد، در حــال يان م ــر  يکنن ــه اکث ک

د يع تول يف وس ي که بتالاکتاماز با ط    هيلا پنومون يکلبس يها زولهيا
ن يد پـور  ي ـعـدم تول  . کننـد  يان م ـ ين را ب  يکنند هر دو پور    ينم

OmpK35  از عوامــل مقاومــت در  يکــي ممکــن اســت 
ع باشد کـه در  يف وسي بتالاکتاماز با طي د کنندهي تول يها زولهيا
 وجود ييها گزارش.شود يم ميديجه باعث مقاومت به سفتاز    ينت

 را در ي نقـش مهم ـ OmpK36ن ي کـه پـور    بر اين  ي مبن دارد
لا يکلبـس  يهـا  زولـه يهـا در ا  ت به کاربـاپنم يا حساس يمقاومت  

کنند،  يد م ي تول AmpC و   ESBL ي که بتالاکتامازها  هيپنومون
 ـ. کند يفا م يا  مـرتبط بـا     OmpK36ن  ين فقـدان پـور    يهمچن

ــ ــه آنت ــت ب ــوتيب يمقاوم ــستي ــسپور ،نيک سفوک ــا  نيسفال  وه
ن ي که فاقد پـور    ييها يباکتر. )۸ و۹( باشد يم ها نولونيفلوروک
باشـند مقاومـت متوسـط     يع ميف وسي بتالاکتاماز با ط   يو دارا 

 ييها زولهيعنوان مثال، ا   به. پنم دارند  يميک ا يوتيب ينسبت به آنت  
باشـند بـه     ي م ـ CTX-M بتالاکتامـاز    ين و دارا  يکه فاقد پور  

 SDS-PAGE يها با استفاده از روش. پنم مقاوم هستند يميا

هـا   نين پوري که اييها يتوان باکتر ي مReal-Time PCRو 
ن مطالعـه،  ي ـهـدف از ا  .)۱۰(  کـرد ييکنند، شناسـا  يان ميرا ب 
 ـمقاومت دارو  ين الگو ييتع  متالوبتالاکتامازهـا،   ييشناسـا  و   يي

 ـ بـا ط يبتالاکتامازهـا  و OmpK35  يهـا  نيع، پـور يف وس ـي
OmpK36  جـدا شـده از      ي  هي ـلا پنومون يکلبس يها زولهيدر ا 

د شـهر تهـران   ي و مف  ي طالقان يها مارستاني در ب  يماران بستر يب
  .باشد ي م۱۳۹۳ تا۱۳۹۲در سال 

  
  يروش بررس

از  بود ي مقطعيفي از نوع توص    که ن مطالعه يا :يريگ نمونه     
 ۱۰۰ ي بـر رو   ۱۳۹۲ تـا اسـفندماه سـال        ۱۳۹۱اسفندماه سال   

 ـانجــام گرد هي ـلا پنومونيکلبـس  ي زولـه يا  ـدر ا .دي ن پــژوهش ي
 ، مـدفوع  يهـا   از نمونه  هيلا پنومون يکلبس مشکوک به    يها هيسو

 يماران بسترياز ب...  و يعنخا -يع مغزيخون، زخم، خلط، ما 
پس .  شديآور  جمعي طالقان  و دي کودکان مف  يها مارستانيدر ب 

ــه ــال نمون ــا از انتق ــه آزمايه ــشکوک ب ــ م ــاتيشگاه تحقي  يق
 ي دانـشگاه علـوم پزشـک   ي پزشـک ي  دانشکده يشناس کروبيم

 اسـتاندارد و   يها ها با روش    آن يديي تا يي، شناسا يد بهشت يشه
  . جام شد انيولوژيکروبي ميافتراق

 يها بر رو    نمونه ،ديي تا يبرا :ها زولهيص ا ي و تشخ  يجداساز
 آگــار کــشت داده شــده و ي مکــانکو EMBط کــشت يمحــ

 يگراد نگهـدار   ي سانت ي  درجه ۳۷ ي ساعت در دما   ۲۴مدت   به
لا يکلبـس  مـشکوک بـه   يهـا  يون از کلن يبعد از انکوباس  . شدند
ــپنومون ــستقهي ــم تهي لام م ــرده و در صــورت ي ــشاهده ک  ي هم

 ـ تشخ ي، کارها ي گرم منف  يها ليباس  ـ ز يصي از : ر انجـام شـد   ي
داز، کشت در  ي شامل تست اکس   يشگاهي مرسوم آزما  يها تست
 ـل ، TSI ،SIM ،MR،VPيهـا  طيمح ـ لاز، ين دکربوکـس يزي

  .)۳(ديترات و اوره استفاده گرديس
 يهـا  هي سـو ييمقاومت دارو :يي مقاومت داروي الگو يبررس

 ـ        ـوتيب يجدا شده نـسبت بـه آنت آزترونـام، مـروپنم،    ( يهـا  کي
، ميسفوتاکـس ن، ارتاپنم،  يکليپنم، تتراس  يمين، ا يپروفلوکساسيس
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 ـپـنم، کل  يور، د نيکليسي ـجياکـسون، ت  ي، سفتر ميديسفتاز ن، يستي
ــفپ ــم، جنتامايســـ ــين، آميسيـــ ــين، پيکاســـ ن، يليپراســـ

ــيپ ــ/نيليپراسـ ــام، آمپـ ــسيلي ســـيتازوباکتـ  و مين، سفپودوکـ
 CLSI يبر اساس رهنمودها )MAST,UK ()نيسيفسفوما

ــشار د ــه روش انت ــب ــاري و ) Disk Diffusion( سک در آگ
ــه روش ) MIC( حــداقل غلظــت ممانعــت کننــده از رشــد ب

ــريکرودايم ــاث انجــام گردلوشــن ب  E.Coliي هياز ســو. دي

ATCC25922۷( عنوان کنترل استفاده شد  به(.  
 :)ESBL(ع يف وسي بتالاکتاماز با طمولد يها ين باکترييتع

 ـ از روش دESBL ي حـاو  يها ي باکتر ييجهت شناسا  سک ي
لا يکلبساز .  استفاده شدCLSIه به دستورالعمل  با توج يبيترک

ع به يف وسي بتالاکتاماز با طي حاوATCC700603 هيپنومون
  .)۱۱( ديعنوان سوش کنترل مثبت استفاده گرد

جهــت : MBLs ي د کننــدهيــ توليهــا ي بــاکتريغربــالگر
 ـ توليها هي سويساز جدا از روش  متالوبتالاکتامـاز  ي د کننـده ي

   و در يي پنم بـه تنهـا  يپنم، مروپنم، ارتاپنم و دور   يميسک ا يد

ــا   ــب ب ــد EDTA (Sigma) ترکي ــتفاده ش   .)۴ و۱۲( اس
 ل الکـل  ي ـزوآمي ا - کلروفـرم  -روش فنل از  : DNAاستخراج  

  .)۱۳(دي استفاده گردDNA استخراج يبرا
 ، blaSPM, blaDIM, blaIMP, blaVIM يبـرا  :PCRانجـام  

blaTEM ، blaSHV,blaCTX-M و blaAIM ازMasterMix 2x 
کـه شـامل   (CAT. NO.:PR901638)  ناکلونيس ـشرکت 

ــي ۴/۰ ــول  ميل ــر م ــيdNTP ،۳از ه ــول ميل   ،MgCl2 از م
 ـ  ي پل Taqم  ي واحد از آنـز    ۰۸/۰  PCR انجـام  يرامـراز بـود ب

  کس،يتر از مـسترم يکرولي م۵/۱۲ب که يتن تريه اب. استفاده شد 
ــر از پرايکرولي م۱ ــر از پرايکرولي مForward ،۱مــر يت ــر يت م

Reverse ،۳ــر از يکرولي م تـــر آب يکرولي م۵/۷ و DNAتـ
  نـام يهـا   ژني درون ي هير ناح ي تکث يبرا. دي اضافه گرد  يقيتزر

. مرها مورداسـتفاده قـرار گرفـت   ي از پرا  يا برده شده، مجموعه  
 ـ نوکلئوتيمرهـا بـا اطلاعـات تـوال     ي پرا يتوال  موجـود در  يدي

Gene Bank) ستم يــسblast (د يــچــک گرد) ۱جــدول .(
PCRانجام شد۲ط جدول ي بر اساس شرا .  

 
 )۵ و۱۹( مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق: ۱جدول 

 BP اندازه محصول  سکانس ژن  ژن شناسايي شده  نام پرايمر

TEM-F  
TEM-R  

blaTEM TCGGGGAAATGTGCGCG 
TGCTTAATCAGTGAGGCACC 

972  

SHV-F 
SHV-R  

blaSHV  TTAGCGTTCCCAGTGCTC 
GGTTATGCGTTATATTCGCC 

865 

CTX-M-F 
CTX-M-R  

BlaCTX-M TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 
CGCTATCGTTGGTGGTGCCATA 

544 

SPM-F  
SPM-R  

blaSPM  AAAATCTGGGTACGCAAACG 
ACATTATCCGCTGGAACAGG 

271 

AIM-F  
AIM-R  

blaAIM  CTGAAGGTGTACGGAAACAC 
GTTCGGCCACCTCGAATTG 

322  

VIM-F 
VIM-R  

blaVIM  GATGGTGTTTGGTCGCATA 
CGAATGCGCAGCACCAG 

390 

DIM-F 
DIM-R 

BlaDIM GCTTGTCTTCGCTTGCTAACG 
CGTTCGGCTGGATTGATTTG 

699 

IMP-F  
IMP-R  

blaIMP  GAAGGCGTTTATGTTCATAC 
GTAAGTTTCAAGAGTGATGC 

587  
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  PCR شرايط لازم براي انجام :۲جدول 
Time  Tempreture(ºC)  

Genes 
Factor 

CTX-M-15 
TEM 
SHV 
 

AIM 
DIM 
SPM 
IMP 
VIM 

CTX-M-15 
TEM  
SHV  

AIM 
DIM 
SPM 
IMP 
VIM  

 
Step  

10 min  5 min 94  94 Initial 
denaturation  

60s  60s  94  94  Denaturation  
60 s  60 s  56-59 57-60 Anealing  

1 min  1 min  72  72  Extention  
10min  5min  72  72  Final extention  

---------------------  32  36  Cycle  
 

 ژل آگـاروز   ي را بـر رو    PCRمحصولات   :انجام الکتروفورز 
 الکتروفـورز  Tris-Borate EDTA(TBE) با بـافر درصد۱

 ـوم برومايدي ـشـده وسـپس ژل بـا ات     µg ml(۵/۰ 0.5-1( دي
ان الکتروفـورز،   يپس از پا  . دي رنگ گرد  ليتر يميکروگرم بر ميل  

از   نـانومتر ۲۸۰ و در طـول مـوج  ) Gel Doc( ژل با دستگاه
 و کنتـرل  ي هدف در کنـار مـارکر مولکـول   ينظر وجود باندها 

  . قرار گرفتي مورد بررسيمثبت و منف
 محـصول آن را     PCRپس از انجـام      :Sequencingانجام  

 ـراند کرده و با اسـتفاده از ک        ر را ظ ـ ژن مـورد ن    يانـدها ت، ب ي
 ـ تاياستخراج کرده و بـرا    ي حـاو يهـا  هيسـو  از ي، بعـض ديي

ــا ژن ــه  TEM,SHV,CTX-M يه ــرکت ب  Bioneerش
ارسال شـد و سـپس     Sequencingيبرا يکشور کره جنوب

 در Blast و Chromas 1.45افـزار   ج با استفاده از نـرم ينتا
NCBI۴و۴۱(  قرار گرفتي مورد بررس(.  

 يا کشت تازه نياستخراج پروتئ :SDS-PAGEروش انجام  
 براث TSBط يتر محيل يلي م۱۰ در   هيلا پنومون يکلبس ياز باکتر 

 ـه شد و سـپس بـه مـدت          يته خانـه   ک شـبانه روز در گـرم      ي
ها به مدت  يط کشت باکتري محي حاوي لوله. دي گرد ينگهدار

وژ شد و رسوب حاصل در يفي سانترK۱۵قه در سرعت ي دق۱۰
 PH بـا    Tris-Hcl مـولار   ميلـي  ۳۰تـر از محلـول      يل يلي م ۱۰

تر از محلـول  يکرولي م۲۰۰ ي بعد ي در مرحله . ديحل گرد  ۱/۸
 بـا  Tris-Hcl مـولار   ميلـي ۳۰ درصـد بـه همـراه     ۲۰ساکارز  

PH۱/۸         ـ يقـه رو  ي دق ۲۰به رسوب اضافه شد و به مدت  خ ي
گرم  ليتر بر ميلي  ميلي۱م يزوزيتر از ليکرولي م۳۰.  شدينگهدار

 ـ يقـه رو ي دق۳۰ بـه مـدت      ابه هر لوله اضافه شد و مجدد       خ ي
 به مدت يخيخ خشک و در جا      ي ي شد و سپس رو    ينگهدار

 ـدر ا .  داده شـد   ز قـرار  ي ـگر ن ي د ي قهي دق ۳۰  ۲۵/۱ن مرحلـه،    ي
اضافه  PH۳ /۷و EDTA  ميلي مولار۳۰تر از محلول يل يليم

 ـمحلـول رو . شد و سلول هـا، ورتکـس شـدند         ي  در لولـه يي
 15kقـه بـا سـرعت    ي دق۴۵خته شـد و بـه مـدت       ي ر يديجد

 و  يي غـشا  يهـا  نيرسوب حاصل شامل پروتئ   . وژ شد يفيسانتر
 يهـا  ا حـذف محلـول  ب.  مواد محلول بود  ي حاو ييمحلول رو 

 حل شدند و تا زمـان   LUGتر از بافر    يکرولي م ۱۰۰، در   ييرو
 سـپس   .)۱۵(  شـدند  يز نگهدار ي در فر  SDS-PAGE انجام

 ـي پروتئ يهـا   ژل مخصوص، نمونه   ي هيپس از ته    اسـتخراج   ين
قه در لولـه    ي دق ۵ به مدت    هيلا پنومون يکلبس يها يشده از باکتر  

 ـهـا ن    که اطـراف آن    يا اپندروف در بسته   ن کـاملا  يز بـا پـاراف  ي
قـه  ي دق ۵ آب بـه مـدت       يده شـده بـود در ظـرف حـاو         يپوش

تر از هر   يکرولي م ۲۵۰تون  يبه کمک سرنگ هالم    .جوشانده شد 
 استخراج و جوشانده شـده بـه هـر چاهـک            يني پروتئ ي نمونه



  غشاء خارجيهاي  کتامازهاي با طيف وسيع، پورينتشخيص متالوبتالاکتامازها، بتالا

  ۱۳۹۴مرداد و شهريور , ۹۸ي  شماره, ۲۳ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

٩۴

 ـزمان با تزر   هم. اضافه شد  هـا از مـارکر اسـتاندارد        ق نمونـه  ي
 ـ        ـه ا فرمنتاز اضافه شـد تـا ب  يب بتـوان وزن مولکـول     ي ـن ترت ي

  .ن نموديي حاصل را تعيباندها
  
  افته هاي

ــال        ــفندماه س ــال   ۱۳۹۱از اس ــاه س ــفند م ــا اس   ، ۱۳۹۲ ت
 ـ جـدا شـد کـه در ا     هي ـلا پنومون يکلبس ي زولهي ا ۱۰۰    ان،ي ـن مي

  ) درصـد ۴۵( و يمارسـتان طالقـان   يزوله از ب  يا ۵۵ ) درصد ۵۵(
  از نفـر    ۵۷ )درصـد  ۵۷(د بود کـه     يمارستان مف يزوله از ب  يا ۴۵

  زوله ي ا۴۹ .ها جدا شده بود  از خانم نفر۴۳) درصد ۴۳(مردان، 
  

زولـه از   ي ا ۱۳ ،يي سرپا مارانيزوله از ب  ي ا ۱۶از بخش کودکان،    
زوله ي ا ۱۲ ،يزوله از بخش جراح   ي ا ۹ ژه،ي و يها بخش مراقبت 

زوله از  ي ا ۴  استخوان،  مغز ونديزوله از واحد پ   ي ا NICU، ۴از  
ــاتولوژ ــدوکاردي ا۳ ،يهم ــه از ان ــد ي ا۳ ت،يزول ــه از واح زول

   .شـده بـود  جـدا  گـر  ي ديزولـه از قـسمت هـا   ي ا ۷  و گوارش
   خـون،  ي زولـه از نمونـه    ي ا ۳۶ فوع، مـد  ي زوله از نمونـه   ي ا ۴۵
ــهي ا۱۲ ــه از نمون ــهي ا۱۲  زخــم،ي زول ــه از نمون     خلــط،ي زول
 يع مغـز  يزولـه از مـا    ي ا ۳ ،ي خارج شـکم   ي زوله از نمونه  يا ۸

   .گر بودي ديها زوله از نمونهي ا۴ و ينخاع

  شده از بيماران بستري در آوري   کلبسيلا پنومونيه جمعي  ايزوله۱۰۰بيوتيکي  نتايج تست حساسيت آنتي: ۳جدول 
  هاي مفيد و طالقاني شهر تهران، ايران بيمارستان

  )*(% تعداد حساسيت  (%) تعداد مقاومت بينابيني  (%) تعداد مقاوم  آنتي بيوتيک
  ۳۶%)۳۶( ۸%)۸( ۵۶%)۵۶(  ) ميکروگرمي۱۰( آزترئونام

 ۷۰%)۷۰(  ۱۰%)۱۰( ۲۰%)۲۰(  ) ميکروگرمي۱۰( مروپنم

 ۶۰%)۶۰( ۴%)۴( ۳۶%)۳۶(  )کروگرمي مي۱۰( جنتامايسين

 ۴۰%)۴۰( ۷%)۷( ۵۳%)۵۳(  )ميکروگرمي۳۰( سيپروفلوکساسين

 ۷۰%)۷۰( ۴%)۴( ۲۶%)۲۶(  ) ميکروگرمي۳۰( آميکاسين

 ۷۰%)۷۰( ۱۰%)۱۰( ۲۰%)۲۰(  ) ميکروگرمي۱۰( ايمي پنم

 ۴۰%)۴۰( ۳%)۳( ۵۷%)۵۷(  ) ميکروگرمي۳۰( سفوتاکسيم

 ۵۳%)۵۳( ۱۰%)۱۰( ۳۷%)۳۷(  ) ميکروگرمي۳۰( سفپيم

 ۴۳%)۴۳(  ۷%)۷( ۵۰%)۵۰(  ) ميکروگرمي۱۰( تتراسيکلين

 ۲۰%)۲۰( ۷%)۷( ۷۳%)۷۳(  ) ميکروگرمي۱۰( آمپي سيلين

 ۴۰%)۴۰( ۳%)۳( ۵۷%)۵۷(  ) ميکروگرمي۱۰۰( پيپراسيلين

 ۴۰%)۴۰( ۴%)۴( ۵۶%)۵۶(  ) ميکروگرمي۳۰( سفترياکسون

 ۳۰%)۳۰( ۶%)۶( ۶۴%)۶۴(  ) ميکروگرمي۳۰( سفپودوکسيم

 ۶۵%)۶۵( ۳۰%)۳۰( ۵%)۵(  ) ميکروگرمي۱۵( تايجي سيکلين

 ۷۰%)۷۰( ۱۰%)۱۰( ۲۰%)۲۰(  ) ميکروگرمي۱۰( دوري پنم

 ۷۰%)۷۰( ۱۰%)۱۰( ۲۰%)۲۰(  ) ميکروگرمي۱۰( ارتاپنم

 ۶۱%)۶۱( ۱۰%)۱۰( ۲۹%)۲۹(  ) ميکروگرمي۱۰۰( تازوباکتام/پيپراسيلين

 ۸۵%)۸۵( ۱۲%)۱۲( ۳%)۳(  ) ميکروگرمي۲۰۰( ترومتامول/فسفومايسين

 ۴۰%)۴۰( ۶%)۶( ۵۴%)۵۴(  ) ميکروگرمي۳۰( سفتازيديم

 ۱۰۰%)۱۰۰( ۰%)۰( ۰%)۰(  ) ميکروگرمي۱۰( کليستين

  .اند  اعداد به درصد بيان شده*       
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ــه   ــي ايزول ــت داروي ــوي مقاوم ــاي  الگ ــه ه ــسيلا پنوموني    کلب
ــدول  ــت۳جـــدا شـــده در جـ    و حـــداقل غلظـــت ممانعـ

ــده از رشــــد  ــدول (MIC) کننــ   نــــشان داده  ۴ در جــ
  .شده است

  

   ايزوله کلبسيلا پنومونيه۱۰۰بيوتيکي در  حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد عوامل متنوع آنتي: ۴ جدول
  MIC MIC50  MIC90محدوده   آنتي بيوتيک

  ۳۲  ۱  ۲۵/۰-۲۵۶  مروپنم
  ۱۶  ۱  ۲۵/۰-۲۵۶  ايمي پنم
  <۲۵۶  ۶۴  ۱-<۲۵۶  سفتازيديم

  <۲۵۶  ۱۶  ۵/۰-<۲۵۶  سفترياکسون
  <۲۵۶  ۱۶  ۵/۰-<۲۵۶  سفپيم

  <۲۵۶  ۱۶  ۵/۰-<۲۵۶  سفوتاکسيم
  ۱۲۸  ۴  ۲۵/۰-<۲۵۶  تازوباکتام/پيپراسيلين

  <۲۵۶  ۲۵۶  ۲-<۲۵۶  آمپي سيلين
ها  درصد از نمونه۵۰حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد   :MHC50 

 MIC90: درصد از نمونه ها۹۰حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد   
  

  هاي شهر تهران، ايران آوري شده از بيمارستان هاي جمع هاي مقاومت در کلبسيلا پنومونيه ژن: ۵ جدول
  هاي ايجاد کننده مقاومت ژن  (%) تعداد

۲۸)۳۳/۵۸(%  blaCTX-M 

۲۴)۵۰(%  blaTEM 

۳۰)۵/۶۲(%  blaSHV 

۸)۶۶/۱۶(%  blaCTX-M و blaTEM 

۱۰)۸/۲۰(%  blaTEM و blaSHV 

۱۶)۳۳/۳۳(%  blaCTX-M و blaSHV 

۲۰)۶۶/۴۱(%  blaCTX-M ، blaTEM  و blaSHV 
  
  
  

 ۱۰۰از   :عيف وس ي بتالاکتاماز با ط   ييج حاصل از شناسا   ينتا
از ) درصـد  ۴۸(مـاران،   يه جدا شـده از ب     يلاپنومونيزوله کلبس يا
 ـها با اسـتفاده از د      زولهيا م بـه   يديم و سـفتاز   يسک سفوتاکـس  ي

 بتالاکتامـاز بـا     ياراد د يک اس ـ ي ـب با کلاولان  ي و در ترک   ييتنها
 ـع بودنـد کـه در ا      يف وس يط زولـه مربـوط بـه      ي ا ۲۸ان  ي ـن م ي
 يماران بـستر  ي از ب   ديگر ي زولهي ا ۲۰ و    بود يمارستان طالقان يب

  .د جدا شديمارستان مفيدر ب

بـا اســتفاده از   : متالوبتالاکتامــازييج حاصــل از شناسـا ينتـا 
 و ييتنهـا  پنم به يپنم، مروپنم، ارتاپنم و دور   يمي ا يها سکيد

 ـدر ترک لا يکلبــسزولـه  ياز ا) درصـد  ۳( فقـط  EDTAب بـا  ي
  . متالوبتالاکتاماز بودندي داراهيپنومون

 ,blaSPM, blaDIM, blaIMP يها  ژنPCRج حاصل از ينتا

blaVIM ، blaAIM blaTEM ، blaSHV وblaCTX-M يها ژن 
blaTEM ،blaSHVو blaCTX-M  ــه ترت ــبـــ   ۲۴ در بيـــ
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ــد ۵۰( ــدد ۵/۶۲( ۳۰، )درص ــد ۳۳/۵۸( ۲۸ و) رص از ) درص
بـا طيـف     لاکتاماز   بتا ي دکنندهي تول هيلا پنومون يکلبس يها زولهيا

 ـهـا د   زولهيها در ا    ژن ي هي بق يلو  شد ييشناساوسيع    ده نـشد  ي
 ي دسترس ـي  با شماره  هيلا پنومون يکلبس در   CTX-Mژن   .)۷(

KF513160۵جدول  ( ده استي به ثبت رس( . 

 Sequencingو   SDS-PAGE  ،PCR ج حاصل از  ينتا
   :(Ompk36,Ompk35) ي خـارج  يي غـشا  يها نيپروتئ

   در SDS-PAGE ،Ompk35بـــــا اســـــتفاده از روش   
 بتالاکتامـاز بـا   ي حـاو ي  نمونـه ۴۸ از    نمونه ۳۰)درصد ۵/۶۲(
 Ompk36  کـه ژن   يص داده شد، در حـال     يع تشخ يف وس يط

 بتالاکتامـاز  ي حـاو يها زولهي از ا  نمونه ۳۵ ) درصد ۹۱/۷۲(در  
 فاقـد  يهـا   در تمام نمونه يول. )۷( ع مشاهده شد  يوسف  يبا ط 

در . دي ـن مـشاهده گرد   يع هـر دو پـور     يف وس يبتالاکتاماز با ط  

 Ompk36ن  ي پـور  يمگ ـ مقاوم بـه کاربـاپنم در ه       يها نمونه
عـلاوه بـر   . دي مشاهده نگرد Ompk35ن  ي پور يده شد، ول  يد
 ي  همـه  Sequencing وPCR يهـا  ن با استفاده از روشيا

 هـر   يژه برا ي و يمرهاين پرا يا.  هر دو ژن بودند    يها درا  نمونه
 Ompk35 ژن يجفت باز برا ۴۲۶ک قطعه به طول يدو ژن، 

 جفـت بـاز   Ompk36 ژن ي بـرا ۶۷۲ک قطعه بـه طـول     يو  
 NCBIدر   Blast هـر ژن بـا       يها برا  يسپس توال . ر شد يتکث

 مقاوم ي  نمونهOmpk36در مورد ژن مربوط به    . ديچک گرد 
 بـا  ي مشابه با تـوال    درصد ۱۰۰ ي توال ي دارا يمارستان طالقان يب

مارسـتان  ي بي  در مورد نمونـه   ي بود ول  JQ781657.1شماره  
 HM000058.1 ي  بـا شـماره    يه به توال  ي درصد شب  ۹۴د  يمف

 ـ تخرInsertion Sequence:IS5بود، که توسط  ب شـده  ي
  . )۱شکل ( ن ژن بودي از ايديانت جديک واريبود و در واقع 

  

 

  
  Ompk36 يها برا ي کردن تواليهم ترادف: ۱شکل 

  
ــورد ژن  ــهOmpk35در م  جــدا شــده از بيمارســتان ي  نمون

ــه تــوالي ۱۰۰طالقــاني  ــJQ781653.1 درصــد شــبيه ب   ود ب
   جــدا شــده از بيمارســتان طالقــاني    ي و در مــورد نمونــه 

    بـــودHQ457036.1 ي  درصـــد شـــبيه بـــه شـــماره۱۰۰
  Ompk35,Ompk36هـاي    هـا ژن   ارتباط تـوالي  ). ۲ل  کش(

ــا اســتفاده از درخــت فيلــوژني در شــکل         نــشان داده۳ب



  و همكاراندکتر علی هاشمی 
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ــت ــده اسـ ــوالي ژن. شـ ــاي  تـ  Ompk36 و Ompk35هـ
ــه ــاي جــدا شــده از بيمارســتان طا  ايزول ــا ه ــد ب ــاني و مفي   لق

 در بانک ژن ثبـت      KF537684 و KF537683هاي   شماره
  .شده است

 

 
  Ompk35 يها برا ي کردن توالي هم ترادف:۲ شکل

  

 
 يلوژني با استفاده از درخت فOmpk35,Ompk36 يها ها ژن ي ارتباط توال:۳ شکل

 
 

  بحث
هـا   زولـه ين ايزان مقاومت در ا ين م يتر نييپان مطالعه   يدر ا      

 )درصـد  ۳( مورد   ۳ن در   يسي فسفوما يها کيوتيب ينسبت به آنت  
 کـه  ،ده شده اسـت يد )درصد ۵( مورد  ۵ن در   يکلي س يجي تا و
 يجين و تا  يسي فسفوما يها کيوتيب يدهد آنت  يج نشان م  ين نتا يا

لا يکلبـس  ي زولـه ي ا۱۰۰از . ر را داشـتند ين تـاث يبهتـر ن يکليس ـ
 ـ تول) درصـد ۴۸(زولـه  ي ا۴۸ جـدا شـده،     هيپنومون  ي د کننـده ي

 ي د کننــدهيــزولــه تولي ا۴۶ .بـود بــا طيــف وســيع بتالاکتامـاز  
م يزمان مقاوم به سفوتاکس    طور هم  بهبا طيف وسيع    بتالاکتاماز  

 ي د کننــدهيــ تولي زولــهي ايوع بـالا يشــ. م بودنــديديو سـفتاز 
 ـو گـسترش آن در ا    بـا طيـف وسـيع       بتالاکتاماز    ـي  يران نگران

 و  ي کـه منـصور    يا در مطالعـه   .جاد نمـوده اسـت    ي را ا  يبزرگ
ــد،   ــام دادن ــان انج ــهر کرم ــاران در ش ــد از ٣/٥٥ همک  درص

 بتالاکتاماز بـا    ي دارا ياکليشي اشر  و هيلا پنومون يکلبس يها نمونه
ان و همکاران   ي که غفور  يا در مطالعه . )١٦( ع بودند يف وس يط

لا يکلبـس  يهـا   درصد از نمونه٢/٥٩ لام انجام دادند، يدر شهر ا  
رصـد  د. )١٧( ع بودنـد يف وس ـي بتالاکتاماز با ط ي دارا هيپنومون

ه بـه  يار شـب ي ما بسي ع در مطالعه يف وس يوع بتالاکتاماز با ط   يش
. لام و کرمان انجـام شـده اسـت        ي است که در شهر ا     يمطالعات

ل ي گــسترده از داروهــا ممکــن اســت باعــث تــسه ي اســتفاده
رو کنتــرل  نيــ شــود و از ايکيوتيــب يگــسترش مقاومــت آنتــ

ژه در يوه ع بيف وسي بتالاکتاماز با طي د کنندهي تول يها يباکتر
 ـ اولو ءد جـز  ي مرتبط با کودکان با    يها بخش هـا محـسوب     تي

 ـدر ا. شـود   و blaTEM ، blaSHV يهـا  وع ژنين مطالعـه ش ـ ي
blaCTX-M ــه ــترت بــ ــورد ۲۴ب در يــ ــد ۵۰( مــ   ، )درصــ

ــورد۳۰ ــد ۵/۶۲(  مـ ــورد ۲۸و ) درصـ ــد ۳۳/۵۸( مـ ) درصـ
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 ـدبا طيـف وسـيع      کتاماز  د کننده بتالا  ي تول يها زولهيا ده شـده   ي
 يهـا  زولـه يوع ا يران که ش  يخصوص در ا   هج ب ين نتا ياست که ا  

ار نگـران کننـده     يبالا است بـس   با طيف   د کننده بتالاکتاماز    يتول
ان و همکاران در سـال    ي که توسط غفور   يا در مطالعه  .باشد يم

 يدرصد دارا) ۹/۲۳( نمونه ۱۶ لام انجام شد،ي در شهر ا   ۲۰۱۱
 ــيقــيدر تحق .)۱۷( بودنـد  CTX-Mژن   و يض آبــادي کـه ف

ــد،   ــام دادنـ ــران انجـ ــهر تهـ ــاران در شـ   و ۴/۶۷، ۵۴ همکـ
 ـترت بـه  هيلا پنومون يکلبس يها درصد از نمونه   ۵۱/۴۶  يداراب  ي
 درصد  .)۱۸( بودند blaCTX-Mو   blaTEM  ،blaSHV يها ژن
باشد که  ي ميا تر از دو مطالعهشي ما بي ن ژن در مطالعهيوع ايش

ديگـر عـضو   بـرده در    نـام يهـا   ژن.ران انجام شده استيدر ا 
 کـه   يا در مطالعـه  . شـود  يافت م ـ ياسه هم   يانتروباکترخانواده  

 در شهر تهران انجام دادند، ۲۰۱۳ و همکاران در سال يگودرز
 blaTEM، blaCTX-M يهـا   ژن يها حاو  زولهي درصد ا  ۷۴ و   ۶۹

 ـدهد کـه ا    يج نشان م  ين نتا يا. )۱۹( بودند  يهـا بـر رو      ژن ني
هـا   يگر بـاکتر  ي قرار دارند و قادر به انتقال به د        يکيعناصر ژنت 

  ياري بـه بـس   ي باعث مقاومت باکتر    متالوبتالاکتامازها .باشند يم
ــ از ــوتيب يآنت ــو کي ــا ب ــاپنميه ــ ژه کارب ــا م ــي. شــود يه   ازيک
 متالوبتالاکتاماز  ي حاو يها ي باکتر ي که بر رو   هايي کيوتيب يآنت

 ـ فسفوما يک ها يوتي ب يالبته آنت . ن است يتسيموثر بود، کل   ن يسي
ران يتاکنون در ا . )٢(  دارند ين هم اثر نسبتا خوب    يکليسيجيتاو  

 ـ ي زولهيا  متالوبتالاکتامـاز باشـد     ي کـه دارا   هي ـلا پنومون يسکلب
م ين آنـز  ين گزارش از وجود ا    ين اول ي نشده است و ا    ييشناسا

 ـ، تاکنون در اباشد يران مي از ا  هيلا پنومون يسکلب يدر باکتر  ران ي
 ـ د هي ـلا پنومون يکلبـس  يها زولهي متالوبتالاکتاماز در ا   يها ژن ده ي

نـوزا و   يآئروژسـودوموناس    يهـا  ي در بـاکتر   ينشده است ول  
. )۱(  شده است  هدي د IMP,VIM يها ی ژن ينتوباکتر بامان ياس

 ٢٠١٢ که فلاح و همکاران در شهر تهران در سال           يقيدر تحق 
ــر رو ــهي ايب ــودوموناس آئر ي زول ــوزايوژس ــد،ن ــام دادن     انج

 ـ تول نوزايسودوموناس آئروژ  يها زولهي درصد ا  ٤٨  ي د کننـده  ي
 ـ کـه در ا متالوبتالاکتاماز بودند   را IMPزولـه ژن  ي ا٦ان ي ـن مي

 ـ   يقين در تحق  يهمچن .)۴( داشتند  و همکـاران در     ي کـه کرامت
ــال  ــهر تبر۱۳۹۴س ــ در ش ــد از  ي ــام دادن ــو۳۵ز انج  ي هي س

 يزوله دارا ي ا ۶مولد متالوبتالاکتاماز،    ينوزايسودوموناس آئروژ 
VIM و همکاران در ي که همتيگريق ديدر تحق. )۲۰(  بودند 
 ي زولــهي ا۱۲۰از . انجــام دادنــد در شــهر زنجــان ۱۳۹۳سـال  

ــودوموناس آئروژ ــوزايسـ ــه تولي ا۳۵، نـ ــزولـ ــدهيـ  ي د کننـ
 ـمتالوبتالاکتاماز بودنـد کـه از ا      ژن يزولـه دارا ي ا۲۸ن تعـداد  ي

IMP ،۲۰ژن يزولـــه داراي ا SPM ژن يزولـــه داراي ا۵ و 
SIM۲۱(  بودند(.  

 در تهـران بـر   ۲۰۱۴ که فلاح و همکاران در سـال    يقيدر تحق 
 درصـد  ۶۶/۸۶ انجام دادند،    ينتوباکتر بامان ياس يها زولهي ا يرو

 درصد  ۴۴/۱۷ و   ۸۴/۳ متالوبتالاکتاماز بودند که     يها دارا  زولهيا
 ـها به ترت   زولهيا . )۲۲( را داشـتند   VIM و   IMP يب ژن هـا   ي

هـا نقـش     ي و باکتر  يط خارج يها در واکنش متقابل مح     نيپور
 ي خـارج ي در غـشا يادير زيکنند و در مقاد يفا م ي را ا  ياساس
 ين هـا  ينام اغلب پـروتئ   .  حضور دارند  يف گرم من  يها يباکتر
 ي بر گرفته از وزن مولکول     هيلا پنومون يکلبس در   ي خارج يغشا
 ي اصـل يهـا  ني پوري که برا  ييها از جمله نقش  . باشد يها م  آن

 يري در نظر گرفته شده است کمک به نفوذپذ      هيلا پنومون يکلبس
م يفوتاکـس س و ميديجمله سـفتاز    از يها کيوتيب ينسبت به آنت  

 ي  کـد کننـده  يهـا  دي بـا ورود پلاسـم  ين باکتري در ا  .باشد يم
 ـوه  بيکيوتي بيع شاهد مقاومت آنتيف وس يبتالاکتاماز با ط   ژه ي

 ـ در واقـع در ا     .مي بتالاکتام هست  يها کيوتيب يبه آنت   ين بـاکتر  ي
 ـ بتالاکتامـاز بـا ط     ي  کـد کننـده    يها ديپس از ورود پلاسم    ف ي

شود که  يجاد مين ها اين پوري اين ژيون در توال يع، موتاس يوس
 ـدر صـورت عـدم ب  . کنـد  ي م ـيريها جلوگ  ان آن ياز ب   ـان اي ن ي
ها در برابر  هي به مقاومت سو (ompk35,ompk36)ها نيپور
 ـنما ي م ـ ي بتالاکتام کمک قابل توجه    يها کيوتيب يآنت  ـد، ز ي را ي

 ـ ييهمان طور که اشاره شد در تراوا        ـوتيب ي آنت هـا دخالـت     کي
 يهـا  هيهـا را در سـو      نين پـور  يد ا ي تول ين فراوان يا بنابر .دارند

ع را يف وس ـي بتالاکتاماز با طي مقاوم حاويها هيحساس و سو  
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 ـ قـرار داد   يمورد بررس   ـدر ا . مي ق مـشاهده شـد کـه    ي ـن تحقي
 ـ بتالاکتاماز بـا ط    ي دارا هيلا پنومون يکلبس يها هيسو ع، يف وس ـ ي

Ompk36شتر از يــ را بOmpk35ــ يان مــيــ ب  در يکننــد ول
ها  نين پور يع را ندارند ا   يف وس ي که بتالاکتاماز با ط    ييها هيسو

 ـها کـه ا  هيان سويشود در واقع در م يان ميشتر ب يب م را ين آنـز ي
با . )۷( درصد وجود داشت  صدن  يکردند هر دو پور    يد نم يتول

 ييها هي مشخص شد که تمام سوي مولکوليها استفاده از روش
 ـا فاقد ا  يع هستند   يف وس ي بتالاکتاماز با ط   يکه حاو  م ين آنـز  ي
ــابودنــد ــوري دارا و ي ــا، ي در مطالعــه. بودنــدن ي هــر دو پ    م

ــهي ا۵ ــاپنمي زول ــه ارت ــاوم ب ــور، مق ــ را بOmpk35ن ي پ ان ي
ن يهمچن.  کردند يان م ي را ب  Ompk36ن  ي پور يد ول کردن ينم
. کردند يان نمين را بيها هر دو پور  مقاوم به کارباپنمي زولهي ا۹

باشد که باعـث    ي م ييها سمي از مکان  يکين  ياز دست دادن پور   
 ـوتيب يسبت به آنت   بتالاکتاماز ن  ي حاو يها شود نمونه  يم هـا   کي

 ۲۰۱۱ در سـال  و همکـاران   يتي سـا   در مطالعه    .مقاوم شوند 
ها عـلاوه بـر    نين پورير در اييا تغينشان داده شد که حذف و    

رولانس هم نقش دارنـد و باعـث        ي، در و  يکيوتيب يمقاومت آنت 
 هرناندز .)۹( گردد يها م  در موشLD50 ي برابر۱۰۰ش يافزا

 ـ   ي خـود در بررس ـ    ي ز در مطالعه  ين  ير غـشا يي ـن تغ ي ارتبـاط ب
 ـيت به عوامل ضد م   ي و حساس  يخارج  ـ در ميکروب ه يان سـو ي

ــراMICش يافــت کــه افــزاي درهيــلا پنومونيکلبــس يهــا  ي ب
ــا و  نيکليهـــا، تتراســـ نولـــونيدها، فلوروکيـــکوزينوگليآم هـ

دا نمودنـد،  ي ـن پي که نقـص در پـور     ييها هيکل در سو  يکلرامفن
ن، يليســ ي نــسبت بــه آمپــMICش يمــشاهده نــشد، امــا افــزا

ــفالوت ــسيس ــسيتين، سفوک ــفتازين، سفوتاک ــرايديم و س  يم ب
بـر ايـن     .مـشاهده شـد    داشتند   ني که نقص در پور    ييها هيسو

ش ي افـزا ي بـرا ين فـاکتور يجه گرفتند نقص در پور    ينتاساس  
 نيبنـابرا . )۲۳( شـود  ي بتالاکتام م ـ  يها کيوتيب يمقاومت به آنت  
 ييها هيها در سو   نين پور يد ا ي تول يکه فراوان شود   مشخص مي 

 ـکه بتالاکتاماز بـا ط      ييهـا  هيشتر از سـو   ي ـع ندارنـد ب   يف وس ـ ي
 ي هر ژن شش نمونهاز . کنند يد ميم را تولين آنزيباشد که ا  يم

ن يـي  تع يبرا) مارستان سه نمونه  ياز هر ب  (ک  يوتيب يمقاوم به آنت  
 چک  Blast هر ژن با     يها برا  يسپس توال  . فرستاده شد  يتوال
 مقــاوم ي  نمونـه ompk36در مـورد ژن مربــوط بـه   . دي ـگرد

 ي  با شمارهي مشابه با توال  ۱۰۰ ي توال ي دارا يمارستان طالقان يب
(GenBank Accession Number  JQ781657) ـ   ـب  در يود ول

 بـا   يه بـه تـوال    ي درصـد شـب    ۹۴د  يمارستان مف ي ب ي مورد نمونه 
 بـود کـه   (GenBank accession Number HM000058) ي شماره
در  .ب شـده بـود  ي تخرInsertion Sequence:IS5 توسط

 يمارسـتان طالقـان  ي جدا شده از ب ي  نمونه ompk35مورد ژن   
ــوالي درصــد شــب۱۰۰ ــه ت  GenBank Accession)يه ب

Number JQ781653)جـدا شـده   ي  بود و در مورد نمونه 
 ي ه بــه شــماره ي درصــد شــب ١٠٠ يمارســتان طالقــان يب از

(GenBank Accession Number HQ457036)  بـود. 
مارسـتان  ي دو نمونـه از دو ب يها ي توال ompk36در مورد ژن    

   .مشابه هم نبود
  
  يريجه گينت

 ـوتيب يمقاومت به آنتشد مشخص  ن مطالعهيدر ا      هـا و   کي
لا يکلبـس  يها هيع در سو  يف وس ي بتالاکتاماز با ط   يها  ژن وعيش

از به اقدامات کنترل عفونت از      ينگران کننده است و ن     هيپنومون
 ـ   يريجمله مد   ـوتيب يت مـصرف آنت ع ي سـر  ييهـا و شناسـا     کي

  .باشد ي مقاوم ميها زولهيا
  

  ر و تشکريتقد
مارسـتان  يقـات اطفـال ب    يمرکز تحق له از پرسنل    ين وس يبد     

 ي دانشگاه علوم پزشکيکروب شناسيد و همکاران بخش ميمف
  .مي شهر تهران کمال تشکر را داريد بهشتيشه
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Background and Objective: Klebsiella pneumoniae is one of the most important causative agents both in form of 

hospital acquired and community-acquired infections. This bacterium is one of the most prevalent pathogens that is 

isolated from hospitals and is associated with high mortality rates. The uprising trend of multi drug resistance among 

Klebsiella pneumoniae has limited the treatment options. The objective of this study was to detect Metallo-beta-

Lactamases, Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) and outer membrane porins among Klebsiella pneumoniae 

strains isolated from hospitalized patients in Taleghani and Mofid hospitals. 

Materials and Methods: This cross-sectional study was performed on 100 Klebsiella pneumoniae isolates from 2012 to 

2013. Antibiotic susceptibility tests were performed via Kirby-Bauer disc diffusion and Broth Microdilution methods 

according to CLSI guidelines. Metallo-beta-Lactamases, Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) producing strains 

were detected by phenotypic confirmatory test and Combination Disk Diffusion Test (CDDT), respectively. The blaAIM, 

blaSPM, blaDIM, blaIMP, blaVIM ،  blaTEM ، blaSHV and blaCTX-M genes were detected using PCR and sequencing method. 

The outer membrane porins including OmpK35 and OmpK36 were analysed throughSDS-PAGE, PCR and sequencing 

methods.  

Results: Out of 100 K. pneumoniae isolates, 48 (48%) and 3(3%) were ESBL and MBL positive, respectively.  

The presence of blaTEM-1, blaSHV and blaCTX-M-15 was detected in 24 (50%), 30(62.5%) and 28 (58.33%) isolates 

respectively, while other genes were not detected. Outer Membrane Porins, OmpK35, was detected among 30 (62.5%) 

of 48 ESBL-producing isolates while OmpK36 was found in 35(72.91%) of 48 ESBL-producing isolates. In this study, 

Fosfomycin and Tigecycline were more effective than other antibiotics.  

Conclusion: The high prevalence of ESBL-producing K. pneumoniae detected in this study is of great concern which 

requires infection control measures including antibacterial management and rapid detection of beta-lactamases-

producing isolates. 
 

Keywords: Extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs), Porins, Klebsiella pneumoniae, Metallo-beta-Lactamases 


