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Background and Aim: Resistance to a wide range of beta-lactam family antibiotics is due to the 
emergence of new beta-lactamases among bacterial strains. The aim of the present study was to 
determine the prevalence of ESBLs in Klebsiella speices isolated from raw and pasteurized school 
milk using phenotypic and genotypic methods.
Materials and Methods: In a descriptive cross-sectional study, 200 samples of raw and pasteurized 
school milk were analyzed for the presence of Klebsiella spp. Samples were grown on Hektoen 
enteric agar medium. Suspected colonies of Klebsiella spp. were confirmed running differential 
tests. For the initial screening of ESBL producing organisms, the Disk Diffusion Agar method (DDA) 
was used. Final confirmation was done using PCR.
Results: Out of 200 samples tested, 44 isolates were identified as Klebsiella, 32 isolates (72.7%) 
from raw and 12 (27.3%) from pasteurized school milk. In general, 14 (31.8%) isolates that were 
resistant to at least ceftazidime or cefotaxime antibiotics were selected for confirmatory testing. 
In Multiplex PCR assay, 6 (3%) isolates were screened for the confirmatory test (5 raw and 1 
pasteurized school milk). Out of 6 isolates, 4 (2%) and 1 (0.5%) isolates contained TEM and DHA 
genes, and 2 (1%) and 1 (0.5%) isolates contained SHV and CITM genes, respectively. 
Conclusion: It is difficult to identify the enzymes producing strains through the phenotypic tests; 
therefore, the inclusion of molecular probes using universal primers along with phenotypic tests can 
be used for the detection of these types of resistance, which play a major role in infection control.
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مقاله پژوهشی

تعیین میزان فراوانی بتالاکتامازهای طیف گسترده )ESBLs( در جدایه‌های 
کلبسیلا از نمونه‌های شیر خام و شیر مدرسه به روش‌های فنوتیپی و ژنوتیپی

محمدمهدی سلطان‌دلال*1 ، محمدکاظم شریفی‌یزدی2، زهرا رجبی3، غلام‌رضا حسن‌پور4، سعید واحدی5، سیده معصومه 
ابریشمچیان لنگرودی 6، شبنم حقیقت خواجوی7 ، سارا شریفی یزدی8، مهدیه پورمرادیان9،  هدروشا ملاآقا میرزایی10

نویسند‌ه مسئول:  محمد مهدی سلطان دلال
msoltandallal@gmail.com :پست الکترونیک 

سابقه و هد‌‌ف: مقاومت در برابر طیف وسیعی از آنتی‌بیوتیک‌های خانواده بتالاکتام، ناشی از ظهور بتالاکتامازهای جدیدی در میان سویه‌های باکتریایی است. هدف 
از این مطالعه تعیین میزان فراوانی بتالاکتامازهای طیف گسترده )ESBLs( در جدایه‌های کلبسیلا از نمونه‌های شیرخام و شیر مدرسه به روش‌های فنوتیپی و ژنوتیپی 

بوده است.

مواد‌ و روش‌ها: در یک مطالعه توصیفی مقطعی، 200نمونه شیرخام و شیر مدرسه از نظر وجود کلبسیلا روی محیط هکتون آگار بررسی شدند. کلني‌هاي مشکوک 
 PCR از آزمون روش انتشار در آگار استفاده شد. تایید نهایی با ، ESBL بهکلبسیلاپس از تایید با آزمون‌های  افتراقی، برای غربالگري اوليه ارگانيسم‌هاي توليدکننده

انجام شد. 

یافته‌ها: در این مطالعه از 002 نمونه، مجموع 44 کلبسیلا، 23 جدایه )27/7درصد( از شیرخام و 21 جدایه )72/3درصد( از شیرهای مدرسه جدا شد. بر این اساس 
 ،RCP xelpitluM41 )13/8درصد(  جدایه که حداقل به یکی از آنتی‌بیوتیک‌های سفتازیدیم و سفوتاکسیم مقاوم بودند، برای تست تأییدی انتخاب شدند. در آزمایش

  ،MET از میان شش)3درصد(  جدایه غربال شده در تست تأییدی)پنج شیر خام و یک شیر مدرسه(، چهار)2درصد( و یک )0/5درصد( جدایه  به ترتیب حاوی ژن‌های

AHD و  دو)1درصد( و یک )0/5درصد( جدایه  به ترتیب حاوی ژن‌های VHS  و ژن  MTICبودند. 

 نتیجه گیری: شناسایی سویه‌های مولد این آنزیم‌ها از طریق تست‌های فنوتیپی به سختی امکان‌پذیر است، بنابراین لحاظ کردن بررسی‌های مولکولی با استفاده از 
پرایمرهای فراگیر )lasrevinU( در کنار آزمون فنوتیپی می‌تواند در تشخیص کامل این نوع مقاومت‌ها مؤثر بوده و سهم عمده‌ای را در کنترل عفونت ایفا کنند. 

واژگانك‌لید‌‌ی: الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی، طیف گسترده ESBLs ، کلبسیلا ، شیر 

مقد‌مه:
 طبق استاندارد ملى ایران ، شیرخام همان مایع مترشحه و دست نخورده حاصل 
از دوشش کامل پستان گاو سالم است که با اصول صحیح تغذیه و نگه داری شده 
باشد. در شرایط بهداشتى دوشیده شده و تحت هیچ شرایطى، آب یا ماده دیگری 

به آن اضافه نشده باشد. همچنین باید فاقد آغوز بوده و بلافاصله پس از دوشش، 
در شرایط مناسبى تا دمای چهار درجه سانتى گراد سرد شده و تا زمان تحویل به 

کارخانه در همین دما باقى بماند(1).
 PH بودن دارا  دلیل  به  مناسب،  محیطى  شرایط  در  که  است  حیاتى  ماده  شیر 

1استاد مرکز تحقیقات میکروبیولوژی مواد غذایی، بخش میکروب‌شناسی غذایی، گروه پاتوبیولوژی، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران
2 استاد مرکز تحقیقات بیماری‌های مشترک دام و انسان، گروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران

3 دکتر،مرکز تحقیقات میکروبیولوژی مواد غذایی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران 
4 دانشیار مرکز تحقیقات انگل‌های بومی ایران، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران 

5مربی گروه هوشبری، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران 
6کارشناس ارشد آزمایشگاه پاتوبیولوژی مرکزی، خیابان ولیعصر، کوچه قرنی،پلاک 71، تهران، ایران 
7استادیار گروه علوم و صنایع غذایی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران 

8دانشجوی دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران 
9کارشناس بخش میکروب‌شناسی غذایی، گروه پاتوبیولوژی، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران 

01کارشناس ارشد، مرکز تحقیقات میکروبیولوژی مواد غذایی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران 

چكيد‌ه:

تاریخ دریافت: 1400/03/05              تاریخ پذیرش: 1400/09/14
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52 /  محمدمهدی سلطان دلال و همکاران

رشد  برای  مناسبى  محل  املاح  و  لاکتور  پروتئین،  نظیر  ترکیب های  و  مناسب 
و نمو اکثر عوامل بیماری زاست. چنانچه در روند تولید، جمع آوری، نگه داری و 
حمل یا فرآوری آن دقت لازم نشود، به سرعت فاسد شده و در این صورت نه 
تنها تامین کننده ارزش غذایى نبوده؛ بلکه در صورت مصرف، سبب مسمومیت 

غذایى مى شود(2).
اما  شد،  گزارش  اروپا  از   1983 سال  در  بار  نخستین  برای   ESBLs پدیده 
و  آمریکا  متحده  ایالات  در  گسترده  طیف  بتالاکتامازهای  که  نکشید  طولى 
از  میکروبى  ضد  داروهای  روزافزون  کاربرد  امروزه  شدند.  شناسایى  نیز  آسیا 
جمله آنتى بیوتیک های سفالوسپورینى منجر به ظهور دسته دیگری از ژن های 
 TEM-1, TEM-2,) بتالاکتامازی شده که در مقایسه با بتالاکتامازهای اولیه
کلى عنوان  تحت  را  آن ها  مى توان  که  دارند  بیشتری  فعالیت  طیف   (SHV-1

ESBLs  (Extended Spectrum Beta-Lactamases) نامید(3).
طیف  بتالاکتامازهای  تولیدکننده  باکتری های  خصوص  در  زیادی  تحقیق های 
غذایى  مواد  زمینه  در  ولى  است،  شده  انجام  بالینى  نمونه های  از  گسترده 
مطالعه های چندانى انجام نشده است. به طور مثال: در مطالعه نهائى و همکاران 
شیوع  که  بوده  مطلب  این  مؤید  نیز  تبریز  و  تهران  شهر  دو  در   1387 سال  در 
ارگانیسم های مولد ESBLs در کشور ما در حال افزایش است(4). در مطالعه 
جدایه   200 میان  از   1386 سال  در  همکاران  و  چراغى  شاه  توسط  شده  انجام 
 ESBLs بالینى  اشیریشیاکلى ، 105 نمونه در تست تأییدی فنوتیپى به عنوان
گزارش شد که از این بین، 12 جدایه  حاوی bla- SHV  بود (5). در مطالعه 
 CTX-M-1 دیگری که توسط سلطان دلال و همکاران به بررسى حضور ژن
تشخیصى  تست های  در  که  جدایه هایى  روی  بر   PCR روش  از  استفاده  با 
agar	diffusion	Disk و Combined disk به دست آمده بود. از 128 سویه 
بتالاکتامازهای طیف گسترده مثبت، 99 جدایه (77/34درصد) حاوی ژن مورد 
 400 روی  مطالعه  در  در2018  همکاران  و  دلال  سلطان   .(6) است  بوده  نظر 
میزان  که  دادند  نشان  اشریشیاکلى  جدایه   50 غذایى،  طغیان  از  ناشى  اسهال 
ژنهای TEM و CTX-M1به ترتیب 18درصد و 38درصد بود، در حالى که ژن
SHV  جدا نشد(7). درمان بیماران مبتلا به عفونت های ناشى از ارگانیسم های 
تولید کننده ESBLs اغلب به دلیل مقاومت متقاطع وسیعى که با سایر داروهای 
فلوروکینولون ها)  و  کوتریموکسازول  آمینوگلیکوزیدها،  جمله  (از  ضدمیکروبى 
دارند، همواره با مشکلات فراوانى همراه بوده است. با توجه به مقاومت بالای 
آنزیم های  کامل  شناسایى  ضرورت  بتالاکتام،  آنتى بیوتیک های  به  سویه ها 
بتالاکتامازی طیف گسترده (ESBLs) توسط آزمایشگاه، شناخت مکانیسم های 
مقاومتى  آنزیم های ESBL توسط پزشکان و استفاده از آنتى بیوتیک های دارای 

قدرت ممانعت  کننده بتالاکتام در کاهش ظهور مقاومت بسیار مؤثرند(8،9).
انتقال مقاومت آنتى بیوتیکى از طریق مواد غذایى بویژه شیر و فرآورده های لبنى 
مى تواند سبب افزایش مقاومت در انسان شود. شیر هنگامی که از پستان دام سالم 
دوشیده شود، عاری از باکتری یا داراي تعداد بسیار کمی باکتري است. مقدار بار 
میکروبى کل یا شمارش کلى میکروبى در شیر ضمن اینکه به عنوان یک روش 
عنوان  به  است،  شیرخام  کیفیت  ارزیابى  روند  در  معیار  شاخص ترین  و  متداول 
شیردوشى  وضعیت  بهداشت  و  گاو  سلامت  پیش بینى  مهم  ملاك های  از  یکى 
است(10،11).اهمیت  نیز  شیرخام  نگه داری  و  نقل  و  حمل  چگونگى  نشانگر  و 
موضوع به قدری است که همواره باید در پى تولید داروهای جدید با قدرت اثر 
چهارم  و  سوّم  نسل  سفالوسپورین های  حتىّ  امروزه  دیگر  چراکه  باشند،  بالاتر 
متعدد  فراوان و  آنتى بیوتیک های  افزودن  با  امروزه  همچنین  نیست.  کارآمد  نیز 
کودکان  بدن  در  آنتى بیوتیکى  مقاومت  که  مى رود  این  بیم  مدرسه  شیرهای  به 
کاهش  برای  اساس  این  بر  یابد(12).   افزایش  روز  به  روز  و  کرده  پیدا  وسعت 
و  بیمارستانى  بیماری زاهای  شایع  و  مهّم  عوامل  شناسایى  درمانى،  هزینه های 
عوامل  گونه  این  شیوع  کنترل  برای  آنتى بیوتیکى  مقاومت  دقیق  الگوی  تعیین 
مهّم به نظر مى رسد با توجه به اینکه اعضای خانواده انتروباکتریاسه عامل عمده 
عفونت های بیمارستانى و جامعه هستند و برخى از آن ها به عنوان اعضای فلور 
طبیعى سبب ایجاد عفونت های فرصت طلب مى شوند(13). بنابراین اتخاذ یک 
استراتژی نوین در درمان و تشخیص این سویه ها به نظر ضروری مى رسد. درمان 

آنتى بیوتیکى این عفونت ها که در سال های گذشته با آنتى بیوتیک های خانواده 
پنى سیلین به آسانى مسیر بوده، متأسفانه امروزه با کسب انواع مقاومت ها از جمله 
بروز مقاومت های بتالاکتامازی مشکل و پر هزینه شده است(14). با توجه به 
مطالعه های فراوان آنزیم های بتالاکتامازی طیف گسترده روی باکتری اشریشیا 
کلى و نبود اطلاعات چندان روی باکتری کلبسیلا، هدف از این تحقیق تعیین 
میزان فراوانى بتالاکتامازهای طیف گسترده (ESBLs) در جدایه های کلبسیلا 
از نمونه های شیرخام و شیر مدرسه به روش های فنوتیپى و ژنوتیپى بوده است.

مواد‌ و روش‌ها:
بررسى حاضر یک مطالعه توصیفى مقطعى است که در سال 1398 انجام شد. در 
مجموع 200 نمونه شیر شامل 100 نمونه شیر خام و 100 نمونه شیر مدرسه از 
سطح شهر تهران جمع آوری شد. برای انتقال نمونه های شیرخام از سطح شهر 
پزشکى  علوم  دانشگاه  بهداشت  دانشکده  میکروب شناسى  آزمایشگاه  به  تهران 

تهران، از محفظه سرد استفاده شد.
با توجه به شیوع 50 تا70درصد کلبسیلا در شیر خام و با دقت 7درصد و اطمینان 

آماري 95درصد تعداد 200 نمونه انتخاب شد.
نمونه های شیر طبق پروتکل FDA (15)،25 میلى لیتر از هر نمونه شیر به 225 
 (Brain-Heart Infusion broth(BHI اینفیوژن  هارت  برین  به  میلى لیتر 
یک  محیط،  دمای  در  نگه داری  ساعت  سه  از  بعد  شد.  مخلوط  خوب  و  اضافه 
تریپتون  آبگوشت  میلى لیتر   225 به   ،  BHI شده پیش غنى  محلول  از  میلى لیتر 
سویا Tryptone Soy Broth (TSB)  اضافه و در دمای 37 درجه سانتى گراد 
به مدت 24 ساعت نگه داری کرده، سپس یک لوپ روی محیط کشت انتخابى 
هکتون انتریک آگار (Merck) آگار تلقیح داده شد.                                                 

تشخیصى  آزمون های  از  استفاده  با  کلبسیلا  به  مشکوك  کلنى های  نهایت  در 
مختلف شامل رنگ آمیزی گرم، حرکت، سیمون سیترات، TSI، اندول، متیل رد 
برای   SIM و  (LD) دکربوکسیلاز لیزین  اوره،   ،(VP) پروسکوئر ووژ   ،(MR)
  Biomerieux))کیت از  اولیه،  تایید  از  پس  شد.  شناسایى  کلبسیلا  تشخیص 
API-20E برای تایید نهایى و تعیین گونه کلبسیلا استفاده شد. سپس کلنى های 
 Merck) Skim milk) 70- در محیطoC مربوط به جدایه های مثبت کلبسیلا در
 CLSI) Clinical)نگه داری شد. پس از تأیید وجود کلبسیلا به پیشنهاد سازمان
Institute	Standards	Laboratory	and ، برای غربالگري اولیه ارگانیسم هاي 
تولیدکننده Extended Spectrum Beta-Lactamases (ESBL) ، از آزمون 

روش انتشار در آگار (Agar	Diffusion	Disk	)	DDA استفاده شد.
-7/4  MERCK) (=pH) آگار  مولرهنیتون  تهیه  از  پس  ابتدا   روش  این  در 
7/2)، سوسپانسیون میکروبى مطابق با غلظت استاندارد  0/5 مک فارلند تهیه 
و توسط یک سوآپ استریل به طور کامل روی محیط مذکور پخش شد. سپس 
دیسک های آنتى بیوتیکى تهیه شده از شرکتMast,UK ، شامل: جنتامایسین 
 30) اسید  نالیدیکسیک  میکروگرم)،   1/25) کوتریموکسازول  میکروگرم)،   10)
میکروگرم)،   30) سفوتاکسیم  گرم)،  میکرو   5) سیپروفلوکساسین  میکروگرم)، 
ایمى پنمم (10 میکروگرم)، سفتازیدیم (30 میکروگرم)، آموکسى سیلین (30 
میکروگرم)، کلرامفنیکل (30 میکروگرم) و استرپتومایسین (10 میکروگرم) را به 
فاصله حداقل 2/5 سانتى متر از یکدیگر،  روی محیط مذبور قرار داده و پس از 
24 ساعت انکوباسیون در دمای oC37 ، با استفاده از خط کش، هاله عدم رشد 
اطراف هر دیسک اندازه گیری و با استاندارد های جهانى CLSI مقایسه شد. طبق 
دستورالعمل (CLSI ) ، نمونه های مورد نظر به صورت مقاوم (R)، نیمه حساس 
سویه ها  این  در  حساسیت  کاهش  گونه  هر  شدند.  گزارش   (S) حساس  و   (I)

مى تواند گواهى بر وجود این نوع مقاومت باشد(16).
باکتری های مقاوم به خانواده سفالوسپورینها برای بررسى بتالاکتامازهای طیف 
گسترده با روش Combined disk ، با استفاده از دیسک های سفتازیدیم (30 
میکروگرم)، سفتازیدیم + کلاوونیک اسید ( 30-10 میکروگرم) و سفوتاکسیم 
تهیه  میکروگرم)   10-30  ) اسید   کلاوونیک  تاکسیم +  سفو  میکروگرم)،   30)
شده از شرکت Mast مطالعه شد(جدول2). تولید ESBL از طریق افزایش قطر 
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سفتازیدیم-کلاوولانیک  دیسک  اطراف  در  بیشتر  یا  میلیمتر  پنج  اندازه  به  هاله 
 CLSI اسید و یا سفوتاکسیم –کلاوولانیک مشخص شد. از طرفى به پیشنهاد
وسیله  به  آن ها  در  بتالاکتامازها  اثر  تأییدی  فنوتیپى  تست  در  که  جدایه هایى   ،
مهار کننده بتالاکتامازی مهار نمى شود، بالقوه به عنوان مولد AmpC بتالاکتاماز 

محسوب مى شوند.
واکنش PCR در حجم نهایى 25 میکرولیتر در 35 سیکل، تحت برنامه زمانى 
ترموسایکلر شامل: مرحله اولیه باز شدن دو رشته DNA به مدت سه دقیقه در 
دمای 94oC، مرحله باز شدن دو رشته به مدت یک دقیقه در دمای 94oC، مرحله 
رشته  شدن  طویل  مرحله   ،62oC دمای  در  دقیقه  یک  مدت  به  پرایمرها  اتصال 
هدف به مدت یک دقیقه در دمای 72oC و مرحله طویل شدن نهایى به مدت 10 

دقیقه در دمای 72oC انجام شد. 
شناسایى ژن های بتالاکتامازی سویه های غربال شده طبق دستورالعمل شرکت 
سازنده کیت (Bioneer) استخراج شد.برای پروسه PCR ژن های بتالاکتامازی 
  CTX و    TEM (618bp)، SHV (764bp)، AmpC (CITM (575bp)
انتخاب شدند. برای طراحى پرایمرها ، از  توالى هر یک از ژن های مورد نظرکه 
در بانک ژنى ثبت شده بود، استفاده شد(19-17).  توالى های هر گروه با استفاده 
از برنامه multiple-alignment	MEGA 4، هم تراز شده تا نواحى مشترك 
در زیر خانواده های هر گروه ژنى مشخّص شود. نواحى مشترك توالى های هم 
تراز شده برای طراحى پرایمر با استفاده از برنامه GeneRunner بررسى شد و 
 NCBI در BLAST برای اطمینان از عملکرد اختصاصى این پرایمرها از برنامه
استفاده شد. از طرف دیگر برای ژن های TEM ،DHA و CITM، SHV  از 

پرایمرهای مربوطه به روش PCR Muliplex استفاده شد(جدول 1). 
پرایمرهاي استفاده شده به شرح زیر است. 

یافته‌ها:
وانجام  مورفولوژی  مشاهده  از  پس  مدرسه،  و  شیرخام  شامل  نمونه   200 از 
آزمون های  بیوشیمیایى استاندارد، 44 جدایه (22درصد) کلبسیلا به دست آمد. 
با استفاده از کیت 20E-API ،38 کلبسیلا پنومونیه، 5 کلبسیلا اکسى توکا و یک 

کلبسیلا رینوس کلروماتیس شناسایى شد. 
یافته های به دست آمده نشان داد که بیشترین مقاومت نسبت به آموکسى سیلین 
و کوتریموکسازول به ترتیب با 93/2درصد و 90/9درصد به دست آمد (جدول1).
به  حداقل  مقاومت  دارای  کلبسیلاکه  جدایه  (31/8درصد)    14 اساس  این  بر 
تأییدی  آزمون  برای  بودند،  سفوتاکسیم  و  سفتازیدیم  آنتى بیوتیک های  از  یکى 
آنزیم-های ESBLs از طریق آزمون Combined disk ارزیابى شدند که از این 
میان شش (13/6درصد)  جدایه به عوان مولد  ESBLs بتالاکتامازی شناسایى 

شدند(شکل1).
در آزمایش واکنش زنجیره ای پلى مراز، از میان شش (3درصد)  جدایه غربال شده 
در تست تأییدیMultiplex PCR (پنج عدد شیر خام و یک عدد شیر مدرسه)، 
و   TEM ژن های حاوی  ترتیب  به  جدایه   (0/5درصد)  یک  و  (2درصد)  چهار 

DHA بود. تمامى جدایه های دارای ژن TEM از شیرخام بودند(شکل2).

مشخصات پرایمر ژن های استفاده شده

Target(s) Primer Sequence (5`to 3 ` as synthesized) Expected Amplicon size (bp) Reference

TEM TEMF

TEMR

AGATCAGTTGGGTGCACGAG

CAGTGCTG:CAATGATACCG

618 15

SHV SHVF

SHVR

GCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGC         

CAGATAAATCACCACAATGCGC

764 16

DHA DHAF

DHA R (Group1)

ATCGGCCTGTTTGGTGC

AGGAAGCACGGTTATTACGC

531 17

CITM CITMF

CITMR

CAGCCTCTTTCTCCACATTTGC

CAGTTTTAAGGTTGCAGGACG

575 16

CTX-M-1 CTX F

CTXR (Group 1)

CGTGGCGATGAATAAAGCTG

GGTGGTATTGCCTTTCATCC

251 17

جدول 1. مقاومت آنتى بیوتیکى جدایه های  کلبسیلا بررسى شده در این مطالعه

Resistantنام آنتى بیوتیک
(درصد) تعداد

Inter mediate
(درصد) تعداد

Sensitive
(درصد) تعداد

 (97/7) 43- (2/3) 1ایمى پنم

(38/6) 17 (9/1) 4 (52/3) 23سیپروفلوکساسین

 (56/9) 25     (4/5) 2  (38/6) 17جنتامایسین

 (52/3) 23 (18/2) 8  (29/5) 13کلرا مفنیکل

 (6/8) 3 (15/9) 7  (77/3) 34استرپتومایسین

 (27/3) 12 (4/5) 2(68/2) 30سفوتاکسیم

 (43/2) 19   (4/5) 2 (52/3) 23سفتازیدیم

 (6/8) 3 (2/3) 1  (90/9) 40کوتریموکسازول

 (18/2) 8   (6/8) 3 (75) 33  نالیدیکسیک اسید

 (4/5) 2 (2/3) 1(93/2) 41آموکسى سیلین

 ESBLs شکل سمت راست : تست  فنوتیپى  . AmpC و ESBLs شکل  1. تشخیص فنوتیپى مولدّین
مثبت ،  شکل سمت چپ : تست فنوتیپى AmpC مثبت ، CTX: سفوتاکسیم ، CAZ: سفتازیدیم و  

CV: کلاوونیک اسید.

 ، bp 100مارکر :  DHA: M و TEM ژن .Multiplex PCR شکل  2. نتایج الکتروفورز ژل آگارز برای
1 : کنترل مثبت (کلبسیلا پنومونیه7881 )  برای TEM  ، 2 : جدایه  شیر مثبت برای TEM ، 3: جدایه  

شیرمثبت برای DHA ، 4: جدایه  شیر مثبت برای TEM و DHA، 5: کنترل منفى
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54 /  محمدمهدی سلطان دلال و همکاران

در آزمایش  Multiplex PCR ، از میان شش (3درصد)  جدایه غربال شده در 
تست تأییدی، دو (1درصد) و یک (0/5درصد) جدایه  به ترتیب حاوی ژن های 
SHV  و ژن    CITMبود. یک جدایه حاوی ژن  SHV از شیر خام و یکى هم 

از شیر مدرسه بوده است (شکل3).
به طول  قطعه هایى  شده برای تکثیر  استخراج  فرایند PCR روی  DNAهای 
bp251 برای ژن CTX با استفاده از یک جفت پرایمر فراگیر انجام شد. لازم 
به ذکر است خانواده بتالاکتامازی CTX-M -1واجد زیر گروه های متعدد بوده 
بنابراین برای شناسایى کامل این زیر گروه ها در فرایند PCR از پرایمرهای فراگیر 
استفاده شد. ژن CTX-M-1  و CTXR در هیچ جدایه کلبسیلا  شناسایى نشد.

بحث:
تولید  برای  اولیه  غربالگری  در  که  کلبسیلا  جدایه   44 میان  از  حاضر  درمطالعه 
فنوتیپ  جدایه   14 تنها  شدند،  تأییدی  فاز  وارد  گسترده  طیف  بتالاکتامازهای 
ESBLs را نشان دادند و بر اساس توصیه سازمان جهانى CLSI، برای بررسى 
بیشتر و ثابت کردن این موضوع، از روش PCR استفاده شد. با مدنظر قرار دادن 
اینکه خانواده های بتالاکتامازی (SHV، CITM) واجد زیر گروه های متعدد بوده، 
بنابراین برای شناسایى کامل این زیر گروه ها در فرایند PCR از پرایمرهای فراگیر 
این  که  شد  حاصل  اطمینان  این   BLAST برنامه از  استفاده  با  که  شد  استفاده 
 ،  2007 در  دهند.  پوشش  را  گروه ها  زیر  این  از  وسیعى  طیف  مى توانند  پرایمرها 
از  اشریشیاکلى  نمونه   11272 میان  از  که  دادند  نشان  همکارانش  و   Valverde
  ESBLs آنزیم های مولد  نمونه  (1درصد)   130 اسپانیا،  در  سالامانسا  بیمارستان 

بوده اند(20).
در مطالعه های انجام شده توسطVranes و همکاران که در سال 2008 در شهر 
 (%1/59)  39  ، اشریشیاکلى  سویه   2451 میان  از  شد،  انجام  آلمان   Zagreb
در  مطالعه  این  از  حاصل  نتایج  اساس  بر  است(21).  بوده   ESBLs مولد  جدایه 
مقایسه با مطالعه های گفته شده بالا، شیوع ارگانیسم های تولید کننده ESBLs در 
کشور ما بیش از نتایج به دست آمده از سایر مطالعه های انجام شده است. به نظر 
مى رسد که استفاده گسترده از داروهای بتالاکتام طیف گسترده به ویژه نسل سوم 
عفونت،  کنترل  مناسب  ابزارهای  و  راهکارها  از  نگرفتن  بهره   و  سفالوسپورین ها 
عامل عمده پیدایش و افزایش ارگانیسم های مولد آنزیم های بتالاکتامازی طیف 
گسترده (ESBLs) باشد.Fang	Hong و همکاران در سال های 2001 الى 2006 
در سوئد نشان دادند که از میان 87 جدایه اشریشیاکلى که از لحاظ فنوتیپى به 
عنوان مولدین ESBLs شناخته شده بودند، 63درصد ژنوتیپ TEM بتالاکتاماز 

را دارند(22).
گسترده  طیف  بتالاکتامازی  آنزیم های  مولد  ارگانیسم های  شناسایى  امروزه 
(ESBLs) به یکى از  چالش های اصلى در آزمایشگاه ها مبدل شده است. چرا که 

حضور این آنزیم ها اغلب درتست های فنوتیپى تأیید نشده و همین امر مشکلاتى 
را در رابطه با تفسیر این نوع مقاومت ایجاد کرده است. یکى از عواملى که منجر 
میان  در  بتالاکتامازها   AmpC ظهور  مى شود،   ESBLs کاذب  منفى  نتایج  به 

پاتوژن ها و تولید این دوکلاس بتالاکتامازی به طور همزمان است.(23،24).
توسط  کره  بیمارستان   8 در   2005-2008 سال های  بین  در  که  مطالعه هایى  در 
سویه های  شیوع  از  افزایش  روند  یک  گرفت،  انجام  همکارانش  دیگر  و    Ko

انتروباکتریاسه مولد ESBLs را نشان مى داد(25).
شیر  نمونه   80 روی  مطالعه ای  در  اندونزی  در  همکاران  و   Sudarwanto
کلبسیلا  به  همگى  که  بودند،  ESBLمثبت  نمونه  هفت  که  دادند  نشان  خام 
کلبسیلا  جدایه  هفت  همه  که  داد  نشان  بعدی  آنالیزهای  داشتند.  تعلق  پنومونیه 
 and  1-blaTEM دارای  همزمان  جدایه  دو  علاوه  به  و   blaSHVژن دارای 

blaCTX-M-15  بودند(26).
که  این نظر  از  اول  از جهاتى تفاوت دارد.   Sudarwanto با مقایسه  ما در  نتایج 
ما ژنCTX را در نمونه های شیر بررسى و شناسایى کردیم، اگرچه در نمونه های 
اندونزی هم فقط یک مورد مشاهده شد. دوم اینکه فراوان ترین ژن در نمونه های 
ما  TEM  بود و در حالى که در نمونه های شیر در اندونزی SHV بود. این یافته ها 
نشان مى دهدکه پراکندگى ژن های مقاومت SHV,TEM, CTX,در کشورهای 
مختلف  یکسان نبوده و نمى توان به عنوان یک الگوی مقاومت ثابت در همه نقاط 

در نظر گرفت. 
سلطان دلال و همکاران از 500 نمونه بالینى، 200 جدایه  بررسى شده (64درصد)، 
  AmpCو  TEM ژن های  PCR برای فنوتیپى  تست های  طریق  از  سویه   128
ژن های  حاوی  ترتیب  به  جدایه   5(3/9درصد)  و  74(57/8درصد)  شد،  انتخاب 

TEM و  DHAبود.(17).
در مطالعه انجام شده توسط شاه چراغى و همکاران (1386) از میان 200 جدایه  
 ESBLs عنوان  به  فنوتیپى  تأییدی  تست  در  نمونه   105  ، اشریشیاکلى  بالینى 
مطالعه  در  بود (5).    bla- SHV حاوی جدایه    12 بین،  این  از  که  شد  گزارش 
سلطان دلال و همکاران از طریق PCR ژن های SHV و AmpC بررسى شد 
و (5/5درصد) 7 و (10/2درصد) 13 جدایه  با اطمینان 95درصد به ترتیب حاوی 
دلال  سلطان  توسط  که  دیگری  مطالعه  (18).در  بود   CITM و  SHV ژن های
روی   PCR روش  از  استفاده  با   1-CTX-M ژن  حضور  بررسى  به  همکاران  و 
 Combined و Disk	diffusion	agar جدایه هایى که در تست های تشخیصى
disk به دست آمده بود، برای شناسایى ژن  CTX-M-1  انجام شد. به دست 
آمده از 128 سویه بتالاکتامازهای طیف گسترده مثبت، 99 جدایه (77/34درصد) 

حاوی ژن مورد نظر بوده است(19).
ایران  در  شیر  نمونه های  از    ESBLs مولد  ارگانیسم های  شیوع  کلى  طور  به 
نمونه های  از  هم  آن  و  اشریشیاکلى  روی  بیشتر  فقط  پژوهش ها  و  نشده  بررسى 
کلینیکى انجام شده است. بنابراین نتایج این بررسى مى تواند در آینده به عنوان 
یک منبع مورد استفاده قرار گیرد. یافته های این پژوهش نشان  داد که در میان 
قادر  که  است  باکتری هایى  از  یکى  کلبسیلا   ،ESBLs تولیدکننده ارگانیسم های 
از  یک  هیچ  در  است.  بتالاکتامازی    TEM تیپ ویژه  به  آنزیم ها  این  تولید  به 
شناسایى  کلبسیلا   های  جدایه  از   CTXR و   1-CTX-M ژن شیر  نمونه های 
نشد. همچنین با توجه به جداسازی تعداد12 جدایه از 44 کلبسیلا(27/3درصد) از 
شیرهای پاستوریزه مدارس مى تواند توجه بیشتری را به مساله بهداشتى کودکان 
که قشر آسیب پذیرتری هستند، معطوف دارد. از طرفى جداسازی چهار سویه از 
پنج سویه کلبسیلا اکسى توکا از شیر مدارس و قابلیت تولید سایتوتوکسین و ایجاد 
مسمویت غذایى اهمیت رعایت اصول بهداشتى در تهیه و توزیع شیر مدارس را 
بیشتر نشان مى دهد(27). نکته قابل توجه اکثر تحقیق ها که در خصوص بررسى 
بتالاکتامازهای طیف گسترده یا ESBLs   انجام شده یا روی جدایه های کلینیکى 
و یا روی شیر خام بوده است و تا کنون روی نمونه های شیر پاستوریزه مطالعه ای 

انجام نشده بود.
حضور  و  پاستوریزه  و  شیرخام  خصوص  در  آمده  دست  به  یافته های  طرفى  از 
ژن های مقاومت TEM و SHV از جنبه های مثبت این تحقیق و نشاگر انتقال 
ژن های مقاومت به انسان از طریق شیرخام و پاستوریزه است. اما نبود امکانات 

 ، bp 100مارکر : CITM. M و SHV ژن  Multiplex PCR شکل 3. نتایج الکتروفورز ژل آگارز برای
1 : کنترل مثبت (کلبسیلا پنومونیه7881 )  2 : جدایه  شیر مثبت برای SHV، 3: جدایه  شیر مثبت برای 

CITM  ، 4: جدایه  شیر مثبت برای SHV  و CITMو 5: کنترل منفى
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روش های مولکولى و کارشناس خبره در هر آزمایشگاه مى تواند از محدودیت های 
شناسایى ژن های بتالاکتامازی دانست. 

نتیجه‌گیری:
پاستوریزه  شیر  در  توکا  اکسى  کلبسیلا  و  خام  شیر  در  پنومونیه  کلبسیلا  حضور   
مدارس با توجه به قابلیت سایتو توکسین آن اهمیت پایش شیرخام و شیرمدارس 
آنزیم های  مولد  سویه های  شناسایى  که  آنجا  از  مى دهد.  نشان  پیش  از  بیش  را 
به  فنوتیپى  تست های  طریق  از    ،   ESBLs یا  گسترده  طیف  بتالاکتامازهای 
استفاده  با  مولکولى  بررسى های  کردن  لحاظ  بنابراین  است،  امکان پذیر  سختى 

از پرایمرهای فراگیر در کنار آزمون فنوتیپى مى تواند در تشخیص کامل این نوع 
مقاومت ها مؤثر بوده و سهم عمده ای را در کنترل عفونت ایفا کند.
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