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  چكيده
 كلبسيلا پنومونيه. شوندهاي بيمارستاني ميطلبي هستند كه باعث عفونتهاي فرصتپاتوژنكلبسيلاها،  .اهداف

الطيف و هاي توليدكننده بتالاكتامازهاي وسيعشيوع سويه. اي داردهاي بيمارستاني سهم عمدهدر ايجاد عفونت

ها در دليل اهميت اين آنزيمبه. داشته استهاي بتالاكتام در دهه اخير افزايش روزافزوني بيوتيكمقاومت آنها به آنتي

منظور بررسي آنها در اين باكتري و ميزان شيوع آن در بيمارستان شهيد بهشتي ، اين پژوهش بهكلبسيلا پنومونيه

  .كاشان انجام شد

هاي شده از بخشآوريجمع) ادرار، خلط، زخم و غيره(هاي كلينيكي اين مطالعه توصيفي روي نمونه .هاروش

الطيف مشخص هاي توليدكننده بتالاكتامازهاي وسيعباكتري. مختلف بيمارستان شهيد بهشتي كاشان انجام گرفت

شده با استفاده از پرايمرهاي هاي استخراجDNA. سينرژي تأييد گرديدديسكشدند و وجود آنها با روش دابل

  .مورد بررسي قرار گرفتند PCRبا روش  TEM1و  SHV1هاي اختصاصي براي ژن

مـورد   7. الطيـف بـود  نمونـه حـاوي بتالاكتامازهـاي وسـيع     32جداشـده،   كلبسيلا پنومونيهمورد  100از  .هايافته

نمونـه   12و  SHV1تنها ژن %) 50(نمونه  16. بودند TEM1و  SHV1ها حاوي هر دو ژن از اين نمونه%) 8/21(

  .را داشتند TEM1 ژنتنها %) 5/37(

كه طوريتوجه است، بهو الگوي مقاومت قابل كلبسيلا پنومونيهالطيف در شيوع بتالاكتامازهاي وسيع .گيريهنتيج

-هاي شديد توصيه ميهاي بتالاكتاماز فقط در عفونتكنندههمراه ممانعتهاي بتالاكتام بهبيوتيكتركيبي از آنتي

الطيف شدن در بيمارستان با توليد بتالاكتامازهاي وسيع بيوتيك و طول زمان بسترينوع و ميزان مصرف آنتي. شوند

  .ارتباط مستقيم دارد

  

  ، عفونت بيمارستانيكلبسيلا پنومونيهالطيف، بتالاكتامازهاي وسيع :هاكليدواژه
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  مقدمه

عنوان هاي چندگانه، بهحاوي مقاومتونيه مكلبسيلا پنو، 1984از سال 
ميزان ]. 1[هاي اكتسابي بيمارستاني شناخته شده است عامل عفونت

 حاملين اين باكتري، در محيط بيمارستان، جايي كه كلونيزاسيون
طور ارتباط مستقيمي با طول مدت بستري شدن در بيمارستان دارد، به

حتي كاركنان بيمارستان به ميزان بالايي . يابدچشمگيري افزايش مي
  . حامل كلبسيلا هستند

، ميزان حاملين كلبسيلا در بيماران بستري در سلدنهاي طبق بررسي
است كه  هاروي دست% 42در فارنكس و % 19در مدفوع، % 77حدود 

كه درمان قبلي با طوريبيوتيك دارد؛ بهارتباط مستقيمي با مصرف آنتي
توجهي در اكتساب كلبسيلا توسط بيماران بيوتيك، به ميزان قابلآنتي

هاي كل عفونت% 5/7تا  5كلبسيلا عامل ]. 2[گذارد تأثير مي
هاي ناشي از آن در بخش كودكان و بيمارستاني است و عفونت

كلبسيلا يكي از چهار . نمايدهاي ويژه معضل بزرگي ايجاد ميمراقبت
همچنين ]. 5، 4، 3[هاي ويژه است پاتوژن شايع در بخش مراقبت

ومير ناشي از پنوموني و باكتريمي كلبسيلايي بسيار ميزان مرگ
  .بالاست

كلبسيلا هاي الطيف، تمام سويههاي وسيعهنگام توليد سفالوسپورين
هاي كلبسيلا نسبت به آن حساس بودند، اما گونه و ساير پنومونيه

اولين . ها نيز آشكار شدندبيوتيكهاي مقاوم به اين آنتيسرعت سويه به
ها در مقاوم به نسل سوم سفالوسپورين كلبسيلا پنومونيههاي سويه
]. 7، 6[و همكاران گزارش شد  ناتدر آلمان توسط  1983سال 

هاي كلبسيلايي مبني بر شيوع سويه هاي مشابهيدنبال آن، گزارش به
الطيف كه علاوه بر آمينوگليكوزيدها توليدكننده بتالاكتامازهاي وسيع

الطيف نيز مقاومت داشتند، از هاي وسيعنسبت به سفالوسپورين
كشورهاي مختلفي نظير فرانسه، انگلستان، يونان، ايتاليا، هلند، ايالات 

، 10، 9، 8[و بحرين منتشر شد متحده امريكا، افريقاي جنوبي، آسيا 
ها ترتيب مقاومت نسبت به نسل سوم سفالوسپورينبدين]. 13، 12، 11
كلبسيلا و  كلبسيلا پنومونيه هايخصوص سفتازيديم در اغلب ايزولهبه

  ].14، 13، 12، 9[مشاهده شد  توسااكسي
دليل اكتساب پلازميدهايي كه بتالاكتامازهاي ها بهاين ارگانيزم

هاي تغييردهنده آمينوگليكوزيدي را و آنزيم (ESBLs)الطيف  وسيع
هاي ها از جمله سفالوسپورينبيوتيككنند، به تعدادي از آنتيرمز مي
و ] 18، 17، 16، 15[الطيف و آمينوگليكوزيدها مقاومند وسيع
هاي كلبسيلايي توسط اين ترتيب، احتمال درمان عفونت بدين
  . است ها بسيار ضعيفبيوتيك آنتي

كه اين از آنجايي. الطيف اغلب پلازميدي هستندبتالاكتامازهاي وسيع
ها انتقال راحتي در ميان انواع مختلفي از انتروباكترياسهپلازميدها به

هاي هاي مقاومت منجر به ايجاد سويهيابند، تجمع ژنمي
بنابراين، تعيين الگوي . شودپلازميدهايي با مقاومت چندگانه مي

هاي ها ضروري است، چراكه در بررسيپلازميدي اين سويه
هاي بومي و اپيدميولوژيك، درمان مناسب، كنترل و پيشگيري عفونت

. شناسي ناشي از كلبسيلا از اهميت بسزايي برخوردار استگيريهمه
، با واسطه كلبسيلا پنومونيههاي بيمارستاني ناشي از شيوع عفونت

الطيف را ايست كه بتالاكتامازهاي وسيعندهدهپلازميدهاي خودانتقال
شده از كشورهاي غربي و هاي گزارشESBLترين شايع. كنندرمز مي

است  SHVو  TEMالطيف مشتق از آسيايي، بتالاكتازمازهاي وسيع
شوند و اغلب همراه با ساير كه روي پلازميدهاي بزرگي حمل مي

جنس يا ساير هاي مختلفي از يك هاي مقاومت، به سويهشاخص
ها نشان بررسي]. 19[يابند هاي خانواده انتروباكترياسه انتقال ميجنس
هاي كلينيكي ترين بتالاكتازماز در ايزولهشايع SHV-1دهند كه مي

بتالاكتازماز ]. 20[ها اين آنزيم را دارند ايزوله% 11-73كلبسيلا است و 
TEM-1 تنهايي يا بههاي ديگر كلبسيلا، نيز در بسياري از سويه
  ].22، 21[انتشار يافته است  SHV-1همراه با 

هـاي كلبسـيلاي   در اين تحقيق بـه بررسـي وضـعيت رايـج گونـه     
جداشده از بيمارستان شهيد بهشتي كاشان در ارتباط   ESBLحاوي

ها در ايجاد بيوتيكي اين باكتريبا تعيين هويت ژنتيكي مقاومت آنتي
بيمارسـتاني و مقاومـت نسـبت بـه انـواع      هـاي  اپيدميولوژي عفونت

  .ها پرداخته شده استبيوتيك آنتي

  

  هاروش

از بيمارستان  كلبسيلا پنومونيهايزوله  100در اين مطالعه در مجموع 
هاي با روش )1387تا شهريور  1386از آذر (شهيد بهشتي كاشان 

 5با  ESBLبيوشيميايي استاندارد تعيين هويت شدند و از نظر فنوتيپ 
پيم، سفوتاكسيم و سفترياكسون و بيوتيك ازترونام، سفيديسك آنتي

شده از شركت بِكتون ديكينسون اسيد تهيهكلاولونيكسيلينآموكسي
(Becton Dickinson Microbiology System; England) 

فارلند و كشت روي مكو با تهيه سوسپانسيون نيم CLSIطبق معيار 
ديسك ديفيوژن روش دابلبيوگرام بهنجام آنتيمحيط مولر هينتون و ا

 هاي شناسايينمونه DNAسپس . مورد شناسايي قرار گرفتند] 23[
با استفاده از روش جوشاندن استخراج و براي  ESBLعنوان شده به

درجه سانتيگراد  -20و در دماي  TEدر بافر  PCRانجام واكنش 
  .نگهداري شد

با تغيير دماي اتصال پرايمرها و غلظـت آنهـا بهينـه     PCRواكنش 
 Tris-HClميكروليتـر شـامل    25مخلوط واكـنش در حجـم   . شد
ــي10 ــولار ميلـ ــيpH( ،KCl 50 4/8(مـ ــولار، ميلـ  2MgClمـ
پيكومـول، غلظـت بهينـه     15مولار، پرايمرهاي با غلظـت   ميلي5/2

dNTPs )ز پليمـرا و يك ميكروليتـر از آنـزيم تـك   ) سيناژن؛ ايران
 اسـتخراج  DNAميكروليتر از  5تهيه و ) سيناژن؛ ايران(واحدي  نيم

صـورت  بـه  TEMبراي ژن  PCRواكنش . شده به آنها اضافه شد
دوره  35دقيقه و سـپس در   4مدت به C ْ95سازي اوليه در واسرشته

PCR سازي ترتيب واسرشتهبهC95ْ مـدت يـك دقيقـه، اتصـال     به
مدت يك به C72ْسازي در و طويل مدت يك دقيقهبه C ْ50پرايمر 

سـازي نهـايي   دقيقه انجام گرفت و در نهايـت يـك مرحلـه طويـل    
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بـراي ژن   PCRواكـنش  . انجـام شـد   C72ْدقيقـه در   10مدت  به
SHV سازي اوليه در صورت واسرشتهبهC ْ95 دقيقـه و   4مـدت  به

مـدت  بـه  Cْ95 سـازي  ترتيب واسرشتهبه PCRدوره  35سپس در 
سـازي  مدت يك دقيقـه و طويـل  به C55ْاتصال پرايمر  يك دقيقه،

C72ْ مدت يك دقيقـه انجـام گرفـت و در نهايـت يـك مرحلـه       به
تـوالي   .انجـام شـد   C72ْدقيقـه در   10مـدت   سازي نهايي بهطويل
آورده شـده   1هاي مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه در جـدول     پرايمر
و % 2/1در ژل آگـارز   PCRميكروليتر از محصـول   5سپس . است

، InGeniusمــدل (برومايــد در دســتگاه ژل داكومنتيشــن اتيــديوم
  .مورد شناسايي قرار گرفت) ؛ آمريكاSYNGENEشركت 

  

  پرايمرهاي مورد استفاده و قطعات تكثير شده )1جدول

اندازه قطعه 

  تكثير شده
  توالي پرايمرها

هدف 

  پرايمرها

1080 bp 

5' ATA AAATTCTTGAAGACG 

AAA 3' 

5' GCAAGTTACCAATGCTTAATC 

A3' 

blaTEM 

865 bp 5'TGGTTATGCGTTATATTCGCC 3' 

5'GGTTAGCGTTGCCAGTGCT3' blaSHV 

  

  نتايج

الطيف بودند كه از اين ها حاوي فنوتيپ بتالاكتاماز وسيعنمونه% 32
در جـدول  . بودنـد %) 5/47(نفر زن  19و %) 5/52(نفر مرد  21تعداد 

ها بر حسب جنس مورد بررسي قرار يك از ژنموارد جداسازي هر  2
  . گرفته است

  

  بر حسب جنس SHV1و  TEM1توزيع ژن  )2 جدول

ESBL 
  جنس

  جمع
  مرد  زن

TEM1  
5    
7/41%  

7    
3/58%  

12  

SHV1  
9    
2/56%  

3    
7/43%  

16  

TEM1+SHV1 
14    
50%  

14    
50%  

28   
100%  

PV 445/0 

  

نشان داده شده است، بيشـترين فراوانـي    3گونه كه در جدول همان
طـور بـالاترين   سـال و همـين   85تا  40در گروه سني TEM1ژن 

در گروه سني زير . نيز در همين گروه سني ديده شد SHV1ميزان 
نفــر  31سـال تعـداد    40و بـالاي  %) 1/28(نفـر   9سـال تعـداد    40
ــرا %) 6/45( ــانگين ســني اف ــه مي ــه قــرار داشــتند ك ــورد مطالع د م
%) 5/87(مورد  28سويه جداشده،  32از مجموع . بود 2/19±27/39

نمونـه   12بودند كه از اين ميان  TEM1و  SHV1هاي حاوي ژن
حـاوي  %) 50(نمونـه   16و ) 1شكل ( TEM1حاوي ژن %) 5/37(

هـا حـاوي هـر دو ژن    برخي از نمونـه . بودند) 2شكل ( SHV1ژن 
  .صورت همزمان بودند به
  

  

  بر حسب گروه سني ESBLهاي توليدكننده بررسي فراواني سويه )3 جدول

ESBL 
  جمع  سن

  85تا40  40تا4 

TEM1  2   67/16%  10   33/83%  12  

SHV1  2    5/12%  14   5/87%  16  

TEM1+SHV1 4   28/14%  24   72/85%  28    100%  

PV #  1  

  

  بحث

اساسي در زندگي بشر هاي عفوني و درمان آنها، مشكلي بيماري
ها هاي اخير افزايش ميزان مقاومت در باكتريهستند و در سال

در دو دهه . هاي بيماران را افزايش داده استصورت روزافزون هزينه به
هاي الطيف توسط باكترياخير، ميزان توليد بتالاكتامازهاي وسيع

ستري اغلب بيماران ب. انتروباكترياسه افزايش چشمگيري داشته است
اي هستند در بيمارستان داراي ضعف در سيستم ايمني و بيماري زمينه

ترين طلب، يكي از مهمعنوان پاتوژن فرصتبه كلبسيلا پنومونيهو 
هاي خصوص در بخشهاي بيمارستاني بهعوامل ايجادكننده عفونت

نمونه  100در اين مطالعه از مجموع . ويژه بيمارستاني استمراقبت
توليدكننده بتالاكتاماز %) 32(نمونه  32جداشده  ومونيهكلبسيلا پن

گزارشات مختلفي از سراسر جهان در مورد ميزان . الطيف بودندوسيع
اي در ژاپن ميزان در مطالعه. وجود دارد ESBLهاي شيوع باكتري

و در مطالعه مشابهي در ايالت بركلي امريكا اين ] 24% [40شيوع آنها 
اي در فرانسه ميزان در مطالعه]. 25[است گزارش شده % 44مقدار 

و در بيماران سرپايي % 40تا  30بروز اين فنوتيپ در بيماران بستري 
شرقي هرچند ميزان شيوع در آسياي جنوب]. 26[اعلام شده است % 6

ESBL گزارش شده، اما در برخي مناطق % 20ها در برخي مطالعات
اي رت ميانگين در مطالعهصوبه]. 27[نيز رسيده است % 60به بيش از 
% 4/18در اروپا  ESBLنشان داده شد كه ميزان شيوع  2004در سال 

در ]. 28[گزارش شده است   %3و در سوئد   %40است كه در هلند 
هاي ترين ژن، مهم2005هاي تركيه در سال اي در بيمارستانمطالعه

اني در مطالعات محققان اير]. 32[بودند  SHV-5و  SHV-1جداشده 
اي در در مطالعه .نيز ميزان شيوع اين فنوتيپ متفاوت بوده است

سويه باكتري بررسي شد كه از اين  218بيمارستان الزهراي اصفهان، 
%) 70(سويه  49كلبسيلا و از اين ميان، %) 32(سويه  70ميان 

مطالعه مشابه ديگري كه ]. 29[بود  ESBL داراي كلبسيلا پنومونيه
% 9/62ران در تبريز صورت گرفت نشان داد كه و همكا بينشتوسط 
اي در مطالعه]. 30[بودند  ESBLداراي  كلبسيلا پنومونيههاي نمونه

داراي آنزيم  كلبسيلا پنومونيههاي سويه% 76در دانشگاه تهران، 
ESBL ها زايي اين سويهدهنده پتانسيل بالاي بيماريبودند كه نشان
 ]. 31[است هاي مختلف بيمارستاني در بخش
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  )بازيجفت 100 نردبان: 2و  1ستون ( TEM-1بازي براي ژن جفت 1080تكثير قطعه ) 1شكل 

  
  )بازيجفت 100 نردبان: 1 ستون( SHV-1جفت بازي براي ژن  865تكثير قطعه  )2شكل 

  
مورد ارزيابي قرار  SHV-1و  TEM-1هاي در پژوهش حاضر، ژن

نمونه حاوي  16و %) TEM-1 )5/37نمونه حاوي  12گرفتند كه 
SHV-1 )50 (%ها در مطالعات سايرين، ميزان شيوع اين ژن. هستند

-TEM ژن هرچند ؛است گرفته قرار ارزيابي مورد پنومونيه كلبسيلا در

ترين ژن ميلادي شايع 1990دهه  و اوايل 1980دهه  هايدر سال 1
در اكثر نقاط  SHV-1بوده است، اما امروزه   ESBLتوليدكنندگاندر 

در ]. 33[شده است ترين ژن شناسايي و همچنين شهر نيويورك شايع
در  TEM-1بيش از  SHV-1مطالعه حاضر نيز ميزان شيوع 

  .بوده است كلبسيلا پنومونيههاي توليدكننده بتالاكتاماز  سويه
رسد نظر ميرو به افزايش است و به ESBLدر آسيا، ناقلين مدفوعي 

  ها گونه ارگانيزمها باعث افزايش شيوع اينعدم دفع صحيح فاضلاب

جاي علاوه بر اين استفاده از سوندهاي ادراري و مصرف نابه. شودمي
هاي توانند موجب شيوع و كلونيزاسيون بيشتر ارگانيزمبيوتيك ميآنتي

  .باشند ESBLتوليدكننده 
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هاي ها در برخي كشورها كه كنترل عفونتESBLشيوع بسيار كم 
بيمارستاني دقيقي در آنها اعمال شده و نظارت مناسـبي در مصـرف   
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آور در مراكـز  هـاي هزينـه  بيمارستاني در توانايي كنترل ايـن سـويه  

  .بهداشتي است
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