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 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج 

 ( 155شماره پي در پي )1401، بهمن و اسفند 6، شماره 27دوره 

 

مقاومت متالوبتالاکتامازی    ژنوتیپي بررسي فنوتیپي و  

 کلبسیلاپنومونیه و    اشريشیاکلي های بالیني  در ايزوله 
 2معصومه مهدوی اورتاکند   ، * 1، فاطمه نوربخش 1هدا میری 

 
پیشــوا، دانشــگاه آزاد ـ زيســت شناســي، واحــد ورامینگــروه  2،  پیشوا، دانشگاه آزاد اسلامي، ورامین، ايرانـ    گروه میكروبیولوژی، واحد ورامین1 

 اسلامي، ورامین، ايران

 29/09/1401 تاريخ پذيرش:     12/1400/ 08تاريخ وصول: 

 
 چكیده

بــه نــام  بتالاکتامازهــاباعث پیــدايش دســته یديــدی از  ،هاهای طیف وسیع در درمان عفونتسفالوسپورين  استفاده از  :زمینه و هدف 

در   Bو  Aگــروه  متالوبتالاکتامازهــای  آمبلــر تعلــر دارنــد     Bهــا بــه بتالاکتامازهــای کــلا   ايــن آنزي متالوبتالاکتاماز گرديــده اســت،  

های مولــد متالوبتالاکتامــاز ايــن ملالعــه بــا هــدف بررســي فنــوتیپي ســويه  کننــدها مشــكلاتي در درمــان ايجــاد ميانتروباکترياســه

 شد  انجام GIMو  SPM ،VIM ،SIM ،IMPچنین بررسي مولكولي ژن های  ه و    کلبسیلاپنومونیهو   اشريشیاکلي

 

ويژه بیمارستان میلاد  هایهای مراقبتبیمار بستری در بخش  185  رویباشد که بر  ـ کمي مياين يک ملالعه توصیفي  بررسي:  روش

انتخــا   کلبسیلاپنومونیهسويه  62و  اشريشیاکليسويه  45و   ام گرفتـــانج  1398ـ1399تهران در تاريخ اسفندماه تا ارديبهشت ماه  

های مولــد فنــوتیپي ســويهبررســي چنــین یهــت ها از آزمــون انتشــار در آگــار و ه بیوتیكي سويهیهت بررسي مقاومت آنتي   ندشد

 انجــام گرديــد  PCRروش بــه  های مولــد متالوبتالاکتامــاز  از روش ديسک ترکیبي استفاده شد  بررسي مولكولي ژن  ،متالوبتالاکتاماز

  تجزيه و تحلیل شدندآزمون فیشر آوری شده با استفاده های یمعداده

 

ــه ــوتیكي ســويهدر ملالعــه حا ــر بیشــترين مقاومــت آنتي :هايافت ــه  کلبســیلاپنومونیهو  اشريشــیاکليهای بی ــب نســبت ب ــه ترتی ب

های ســويه  از  درصــد  5/15کلبســیلاپنومونیه و  های  از ســويه  درصــد  5/14های کوتريموکسازول و سفپی  مشاهده شــد   بیوتیکآنتي

مــورد بررســي   اشريشــیاکليهای  از ســويهدرصــد    9/88چنین    ه بودندمولد آنزي  متالوبتالاکتاماز    ،روش فنوتیپي  در  اشريشیاکلي

ــل ژن  ــل ژن  درصــد SPM ،40حام ــل ژن  درصــد VIM ،7/66حام ــل ژن  درصــد 6/15و  SIMحام ــد IMPحام ــويهدر   بودن های س

  مشاهده شد  درصد 1/8و  2/3، 1/58، 9/41، 8/54به ترتیب  GIMو  SPM ،VIM ،SIM ،IMPهای  ژن  فراوانيکلبسیلاپنومونیه

 

 درصــد 5/14که  ها ویود داشتند، در حاليدر باکتری های مولد آنزي  متالوبتالاکتامازملالعه درصد بالايي از ژندر اين  گیری:  نتیجه

بودنــد، ايــن مولــد آنــزي  متالوبتالاکتامــاز    ،روش فنوتیپي  در  اشريشیاکليهای  سويه  از  درصد  5/15کلبسیلاپنومونیه و  های  از سويه

  ايــن احتمــال نیــز شــوندها ویود دارند و در مقادير بالايي بیان نميها در باکتریهای مولد آنزي مسئله بیانگر اين مللب است که ژن

هــايي در یهــت يــافتن ، لــذا تلاشهــای فنــوتیپي معمــول قابــل بررســي نیســتندها بیان مي گردند، اما بــا روشویود دارد که اين ژن

  بررسي فنوتیپي بايد صورت گیرد ارزان و آسان برای قابل اطمینان،  های فنوتیپي روش

 

، GIMو  SPM  ،VIM  ،SIM ،IMP  هــایژن  ، ديسک ترکیبــي،مقاومت متالوبتالاکتامازی،  اشريشیاکلي،  کلبسیلا پنومونیه  :های کلیدیواژه

 (PCR)ای پلیمرازواکنش زنجیره

 گروه میكروبیولوژیواحد ورامین ـ پیشوا،  دانشگاه آزاد اسلامي،، ورامین، فاطمه نوربخش مسئول:نويسنده *

Email: niloofar_noorbakhsh@yahoo.com  
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 مقدمه

هايي هستند که  بیوتیکها از یمله آنتيبتالاکتام

  خــانوادههــای  های ناشي از باکتریبرای کنترل عفونت

ســفانه  أشــود  متهــا اســتفاده ميانتروباکترياسه از آن

ها با مشكلات زيــادی رو بــه  امروزه درمان اين عفونت

های مقاومــت  يكــي از مكانیســ    (1)اســترو شــده  

ها، تولید بتالاکتامازهاست که ايــن  بیوتیكي باکتریآنتي

  های بتالاکتامبیوتیکتوانند بسیاری از آنتيها ميآنزي 

کارباپن  را غیرفعال   و  سیلین، سفالوسپورينپني  ؛مانند

بتالاکتــام،    حلقهها از طرير هیدرولیز  سازند  اين آنزي 

    (2)شوندباعث غیرفعال شدن آنها مي

،  A گــروه در حال حا ر بتالاکتامازها به چهار

B، C    وD   شــوند  بتالاکتامازهــای  بندی ميتقسیA    وC  

دارای اســید    Dترين انواع هستند و مشابه گروه  معمول

  B  گروه  (3)باشندآمینه سرين در سايت فعال خود مي

هــا بــر  ايــن آنزي   ( 4)ســتا  (1)شامل متالوبتالاکتامازها

ــه   ــه، بـ ــیدهای آمینـ ــوالي اسـ ــوژی تـ ــا  همولـ اسـ

ــلا    ــای کـ ــر  Bبتالاکتامازهـ ــا     (2)آمبلـ ــر اسـ و بـ

های مهارکنندگي و سوبسترايشــان بــه گــروه  پروفايل

  متالوبتالاکتامازهــا  تعلر دارند   (3)بندی بوشسوم طبقه

هــايي کــه  ژن بــه وســیلههای باکتريايي در برخي گونه

هــای  ژن بــه وســیلههستند يــا  (4)قسمتي از کروموزوم

که از طرير انتقال افقي ژن کسب شده اند،    (5)هترولوگ

ــد مي ــاشــوندک ســودومونا   در      متالوبتالاکتامازه

شــايع بودنــد، امــا    سینتوباکترا  هایو گونه  آئروژينوزا

اخیــراب بــه میــزان زيــادی در اعوــای انتروباکترياســه  

  (5)دانظهور کرده

بر اسا  ساختار مولكــولي    هامتالوبتالاکتاماز

،  VIM  ،IMP  ؛د کــه عبارتنــد ازنشــونــوع تقســی  مي 6به 

GIM  ،SPM  ،SIM    وAIM  ــرای ــف ب ــدين روش مختل   چن

مولد متالوبتالاکتاماز  های ويهتشخیص آزمايشگاهي س

ــن روشو ــه ايـ ــود دارد  از یملـ ــتفاده از  یـ ــا، اسـ هـ

ــده ــد  بازدارنـ ــیلن دی آمیناهايي ماننـ ــتیک  تـ تترااسـ

است که يک ماده غیــر ســمي بــوده و بــه    (EDTAاسید)

  1 (6ـ8)باشدميراحتي در دستر   

دارای اتــ     متالوبتالاکتامازها در یايگــاه فعــال

هـــا بـــر خـــلاف ســـرين  آنزي باشـــند  ايـــن  مي  روی

هــا دارنــد و  نوباکتاموبه م  کميبتالاکتامازها وابستگي  

به وسیله کلاولانیک اسید، تازوباکتام و سولباکتام کــه  

شوند  در  های بتالاکتامازها هستند، مهار نميبازدارنده

ــوآ آن ــه وســیله  ع ــگاهي ب ــیم آزمايش ــا در مح ه

، ســدي   EDTA  ؛متالوبتالاکتامازها شاملبازدارنده های  

(، مرکاپتوپروپیونیــــک  SMAمرکاپتواســــتیک اســــید)

ــید) ــید)MPAاسـ ــک اسـ ــار  DPA( و دی پیكولینیـ ( مهـ

  (9و    10)شوندمي

و    IMP  ،GIM  ،VIMمتالوبتالاکتامازهـــای نـــوع  

SPM    اند   شناســايي شــده  ئروژينوزاآسودومونا   در

ســودومونا   در    IMP-1نخســتین کارباپنمــاز بــه نــام  

ــوزاآ ــي ســال  ئروژين ــن    1992ـ1994های  در ط در ژاپ

پلاســمیدهای بــا    به وســیلهها  کشف شد  ژن اين آنزي 

 
1-MBLs 
2-Ambler 
3-Bush 
4-Resident MBLs 
5-Acquired MBLs 
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های ژني حاوی کــلا   وزن مولكولي بالا درون کاست

های  گردند  در طي ســالها حمل مييک و سه اينتگرون

ــد آنزي   2000 ــه بع ــای  ب ــل    IMPه ــي م               ،IMP-7مختلف

IMP-9  ،IMP-13  ،IMP-16    وIMP-18    ســـــودومونا   در

             متالوبتالاکتامــاز  نــوع ديگــر  شــدکشــف  ئروژينــوزا  آ

VIM-1    ــال ــار در سـ ــتین بـ ــه نخسـ ــود کـ                   در    1997بـ

ــابه ژن                    VIM-1ژن    ،IMPايتالیــــا کشــــف شــــد  مشــ

   از اينتگـــرون    In70کاســـت ژنـــي درون      قســـمتي از  

هــای  VIM،های بعــدباشــد  در طــي ســالکلا  يــک مي

،  VIM-2  ،VIM-3  ،VIM-4  ،VIM-5  ،VIM-7؛  ديگــــری ماننــــد

VIM-8  ،VIM-11  ،VIM-13  ،VIM-15    وVIM-16    ــف کشــــــ

  (11ـ14)گرديدند

فراوانــي تولیــد متالوبتالاکتامــاز    ،ایدر ملالعه

ــف   ــهرهای مختل ــوزا در ش ــودومونا  آئروژين در س

ارزيابي شد کــه بیشــترين فراوانــي    درصد  5/32ايران  

بود و بالاترين میــزان    درصد  60در اصفهان به میزان  

درصــد    11و    19ترتیــب  ه  ب ــ  IMPو    VIMها  فراواني ژن

ــد) ــد    ( 15بودنـ ــي تولیـ ــری فراوانـ ــژوهش ديگـ در پـ

ــیاکلي   ــوتیپي در اشريش ــه روش فن ــاز ب متالوبتالاکتام

   VIM،IMPهای  مشاهده شد و گسترش ژن  درصد  7/66

ــب  NDM  و ــه ترتیـ ــد  4و    24،  72  ؛بـ ــود)  درصـ                       (   16بـ

ــه کارباپن  ــاوم ب ــاني مق ــینتوباکتر بوم ــويه اس ــا  س                ه

  VIM 7/55 ،GIMتولید کننده متالوبتالاکتاماز دارای ژن  

37،    SIM  5/28،  IMP  4/11  ،NDM  4  ــد                       و  درصـــــــــــ

در مـــراکش گـــزارش    درصـــد  SPM  7/5اولـــین بـــار  

 ( 17شد)

هــای بیمارســتاني  دلیل شیوع بــالای عفونته  ب

بیــوتیكي بــه اغلــب  باکتريــايي کــه دارای مقاومــت آنتي

تشــخیص    های بتالاکتام است و  ــرورت  بیوتیکآنتي

ــن ســويه ــن  ســريع اي ــر حوــور اي ــزارش دقی ها و گ

تواند باعث کنتــرل بهتــر  ها ميها در بیمارستانباکتری

ايــن ملالعــه  لذا هدف از  ،  اين سويه ها گردد  ترثرؤو م

ــويه ــوتیپي س ــي فن ــاز  بررس ــد متالوبتالاکتام های مول

ــین بررســي  ه و  کلبســیلاپنومونیهو    اشريشــیاکلي چن

  باشدمي  هاهای مولد اين آنزي مولكولي ژن

 

 روش بررسي

  رویباشد کــه بــر  اين يک ملالعه توصیفي مي

ويــژه    هــایهــای مراقبتبیمــار بســتری در بخش  185

تـــاريخ اســـفندماه تـــا    ازبیمارســـتان مـــیلاد تهـــران  

ســويه    62،  انجــام گرفــت  1398ـ1399ارديبهشــت مــاه  

های  از نمونه  اشريشیاکليسويه    45و   کلبسیلاپنومونیه

بــا  آوری شــده  های یمع  ايزولهیدا شدادرار بیماران  

،  SIM ،MR  ،VP  ،TSI ؛های بیوشــیمیايياستفاده از تســت

  گرديدهويت   عیینت  سیترات و اکسیداز

             انجـــام تســـت تعیـــین حساســـیت بـــه روش  

ــا آنتي ــوژن بــــ ــک ديفیــــ ــای  بیوتیکديســــ                 هــــ

ــايكلین)   30(، ســــفپی ) TEمیكروگــــرم  30تتراســ

(،   ANمیكروگــرم  30(، آمیكاســین) FEPمیكروگــرم

  30(، ســـفتازيدي ) CTXمیكروگـــرم  30سفوتاکســـی )

ــرم ــازول) CAZمیكروگـ   75/23  ـ25/1(، کوتريموکسـ

ــرم ــروپن )SXTمیكروگـ ــرم  10(، مـ (،   MEMمیكروگـ
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های  ( بــر روی نمونــهOFX  میكروگــرم  5افلوکساســین)

بیــوتیكي از  هــای آنتــيديســکیدا شده انجام گرديــد   

  کلييشــیااشر يهســو از و شرکت پادتن طب تهیــه شــد

  دش( به عنوان کنترل استفاده  ATCC  25922استاندارد)

ــويه ــوتیپي س ــخیص فن ــت تش ــد  یه های مول

متالوبتالاکتاماز، از ديسک مروپن  به تنهايي و ديســک  

بــا غل ــت نــی    EDTA  مــروپن  همــراه بــا مهارکننــده

هايي کــه  مولار استفاده شد  در اين مرحله ســويهمیلي

یهت انجام تســت   ،بیوتیک مروپن  مقاوم بودندبه آنتي

های مــورد  انتخــا  شــدند  از ســويه  (1)ديسک ترکیبــي

بررســي سوسپانســیون بــاکتری بــا کــدورت نــی   

کشــت   ،مولر هینتــون آگــار فارلند تهیه و در محیممک

بیوتیک مروپن   يک ديسک آنتي  ،داده شد  سپسمتراک  

همــراه  بیوتیک مروپن   م و يک ديسک آنتيمیكروگر 10

قــرار داده  متر از يكديگر سانتي 5/2به فاصله    EDTAبا  

ساعت در دمــای   24شد و پس از انكوباسیون به مدت 

گیری  های عــدم رشــد انــدازههالهگراد  دریه سانتي 37

چنانچه هاله عدم رشد اطراف ديسک مروپن  در    ندشد

          متــر نســبت  میلي  5بیشتر يــا مســاوی  EDTA ترکیب با  

ســويه مــورد بررســي را    ،بــه ديســک مــروپن  باشــد

به عنوان مولد آنزي  متالوبتالاکتامــاز در ن ــر  توان مي

 گرفت 

ــر  DNAاســتخراج   ــه روش ســتوني ب حســب    ب

دستورالعمل کارخانه ســازنده کیت)شــرکت ســیناژن(  

ــام ــد  انجـ ــي   شـ ــت بررسـ ــایژن  یهـ ــت  هـ   مقاومـ

ــازی ــره  متالوبتالاکتام ــنش زنجی ــا  ای پليواک ــراز ب م

،  VIM  ،IMP  ،GIM  پرايمرهــای اختصاصــياســتفاده از  

SPM  وSIM  تــوالي پرايمرهــای مــورد     (18)انجــام شــد

 ه شده است يارا  1یدول    استفاده در ملالعه، در

  ملابر  و  شده  تهیه  سیناژن  شرکت  از  پرايمرها

به کمک    PCRواکنش    .گرديد آماده  شرکت  دستورالعمل

  مســتر  شــد، در ايــن ملالعــه از  کیــت ســیناژن انجــام  

نانوگرم، هر يک از   100تا  10با غل ت  1x ،DNAمیكس 

میكرولیتــر آ     10مولار بــه همــراه  میلي  4/0  پرايمرها

  PCRمیكرولیتــر یهــت انجــام    25مقلر بــا حجــ  کلــي  

استفاده شد  برنامه حرارتي بهینه شــده یهــت ایــرای  

PCR    سیكل حرارتي شامل دمای دناتوراســیون    35در

دقیقــه، دمــای دناتوراســیون    5دریه به مدت    95اولیه  

  58ثانیــه، دمــای اتصــال پرايمــر   55دریه به مدت    94

ــدت   ــه م ــه ب ــر    55دری ــای تك ی ــه، دم ــه    72ثانی دری

  72دقیقــه و دمــای تك یــر نهــايي   1گراد به مدت سانتي

جــام شــد  ســپس  دقیقــه ان  5گراد به مدت  دریه سانتي

  6x Loadingدرصــد بــا    2در ژل آگــارز    PCRمحصول  

بــرداری گرديــد  از  عكس  UVآمیزی و تحت اشــعه  رنگ

اســتفاده    PCRبرای شناسايي محصــول    bp100مارکر  

  1 شد 

آوری شــده بــا اســـتفاده از  هــای یمــعداده

          تجزيــه و تحلیــل  آزمــون فیشــر  و    SPSSافــزار  نرم

  شدند

 
1-Combined Disk  
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 های مورد ن ر توالي پرايمرهای مورد استفاده برای تك یر ژن   :1یدول  

 Size Nucleotide sequences Primer 

390bp 
GATGGTGTTTGGTCGCATA VIM-F 

CGA ATGCGCAGCACCAG VIM-R 

188bp 
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC IMP-F 

CCA AACYACTASGTTATCT IMP-R 

271bp 
AAAATCTGGGTACGCAAACG SPM-F 

ACATTATCCGCTGGAACAGG SPM-R 

570bp 
TAC AAGGGATTCGGCATCG SIM-F 

TAATGGCCTGTTCCCATGTG SIM-R 

477bp 
TCG ACACACCTTGGTCTGAA GIM-F 

AAC TTC CAA CTT TGC CAT GC GIM-R 

 

 هايافته

مــورد    اشريشیاکليهای  کمترين مقاومت سويه

(  درصــد  2/22بیوتیک آمیكاسین)ملالعه نسبت به آنتي

بیوتیــــک  و بیشــــترين مقاومــــت نســــبت بــــه آنتي

   (1)نمودار( مشاهده شددرصد  8/77کوتريموکسازول)

از سوی ديگر، براسا  انجام آزمون ديســک ترکیبــي  

تولیــد  اشريشیاکليهای  سويه( از سويه  7)درصد  5/15

 ( 1کننده آنزي  متالوبتالاکتاماز بودند)شكل

های مولــد  نین در اين ملالعــه بــین ســويهچه 

MBL  ــه آنتي ــت بــــــ ــای  بیوتیکو مقاومــــــ هــــــ

و    (p=046/0)، مــــــــروپن (p=037/0)آمیكاســــــــین

ــام معنــي  (p=011/0)افلوکساســین داری مشــاهده  ارتب

 شد 

  کلبســیلاپنومونیههای  کمترين مقاومــت ســويه

ــه آنتي ــبت بـــ ــه نســـ ــورد ملالعـــ ــک  مـــ بیوتیـــ

( و بیشــترين مقاومــت  درصــد9/33کوتريموکســازول)

( مشــاهده  درصــد  6/72بیوتیــک ســفپی )نسبت به آنتي

    (2)نمودار  شد

  5/14اسا  انجام آزمون ديســک ترکیبــي،    بر

تولیــد    کلبســیلاپنومونیههای  سويه( از سويه  9)درصد

  (2)شكلکننده آنزي  متالوبتالاکتاماز بودند

های مولــد  چنین در اين ملالعــه بــین ســويهه 

MBL  ــه آنتي ــت بــــــ ــای  بیوتیکو مقاومــــــ هــــــ

ارتبام    (p=001/0)افلوکساسینو    (p=027/0)آمیكاسین

 داری مشاهده شد معني

های  از ســويه درصــد 9/88در ملالعه حا ــر 

کلبســیلا  های  از ســويه  درصــد  8/54و    اشريشــیا کلــي

ــه ــد  SPM،40حامــل ژن    پنومونی های  از ســويه  درص

                             هایاز ســــــويهدرصــــــد    9/41و    اشريشــــــیاکلي

ــه ــیلا پنومونیـــــــ ــل ژن    کلبســـــــ                        VIMحامـــــــ

  (3نمودار  ،a,b3)شكلبودند

چنین با بررسي آنالیز آماری مشخص شــد  ه 

ــین   ــه آنتيکــه ب هــای تتراســايكلین،  بیوتیکمقاومــت ب

در    VIMآمیكاســــین، افلوکساســــین، مــــروپن  و ژن  

داری ویــود  يارتبام معن ــ  کلبسیلا پنومونیههای  سويه

های  از ســــــــويه  درصــــــــد  7/66   (p=001/0)دارد
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ــیاکلي ــويه  درصــد  1/58و    اشريش ــیلا  های  از س کلبس

( و  3نمــودار  ،d3بودند)شــكل  SIMحامــل ژن    پنومونیــه

در    SIMبیوتیک تتراسايكلین و ژن  بین مقاومت به آنتي

داری ویــود  ارتبام معنــي  کلبسیلا پنومونیه  هایسويه

  (p=001/0)دارد

  2/3و    اشريشــیاکليهای  از سويه  درصد  6/15

  IPMحامــل ژن    کلبسیلا پنومونیــههای  از سويه  درصد

بیوتیــک  (  بین مقاومت بــه آنتي3نمودار  ،c3بودند)شكل

ــازول و ژن   ــويه  IPMکوتريموکســــــ                       های  در ســــــ

                        هــــــــای  بیوتیکو آنتي  کلبســــــــیلا پنومونیــــــــه

ــروپن  و ژن   ــايكلین، مــــــــــ                            در    IPMتتراســــــــــ

ــويه ــیاکليهای  س ــي  اشريش ــام معن ــود  ارتب داری وی

  (p=001/0)دارد

ــههای  از ســويه  درصــد  1/8   کلبســیلا پنومونی

چنین هیچ ( و ه 3نمودار  ،e3بودند)شكل  GIMحامل ژن  

 حامل اين ژن نبودند  اشريشیاکليهای  يک از سويه

اشريشیا  های  زماني ژني در سويهبیشترين ه 

  SIM  (60و    SPMهــای مورد ملالعه مربوم بــه ژن کلي

هــای  زماني ژنــي مربــوم بــه ژن( و کمترين ه درصد

VIM    وIMP(22/2  4( بود)نمودار  درصد ) 

کلبســیلا  های  زماني ژني در سويهبیشترين ه 

و    SPMهــای  مورد ملالعه نیز مربوم بــه ژن  پنومونیه

SIM(09/37  و کمتــــرين ه درصــــد )  زمــــاني ژنــــي                    

(  درصـــد  61/1)IMPو    SPMهـــای  مربـــوم بـــه ژن

 ( 4بود)نمودار

بیوتیــک  های مقــاوم بــه آنتيبا بررســي ســويه

ی مقــاوم  هامشخص گرديد که در ســويه  اشريشیاکلي

به تتراسايكلین، آمیكاســین، سفوتاکســی ، ســفتازيدي ،  

                          کوتريموکســـــازول، مـــــروپن ، افلوکساســـــین و  

                    و    SPM  بیشــترين فراوانــي مربــوم بــه ژنســفپی   

ــه ــدیدر رتبـــ ــایژن  های بعـــ                 IMPو    SIM،VIM  هـــ

  (5بود)نمودار  

بیوتیــک  های مقــاوم بــه آنتيســويهبا بررســي 

های  مشــخص گرديــد کــه در ســويه  کلبســیلاپنومونیه

هــای تتراســايكلین و آمیكاســین  بیوتیکمقاوم بــه آنتي

های  ، در ســويهVIMبیشترين فراوانــي مربــوم بــه ژن  

هــای سفوتاکســی ، ســفتازيدي  و  بیوتیکمقاوم به آنتي

، در  SPMافلوکساسین، بیشترين فراواني مربوم به ژن  

های کوتريموکســازول  بیوتیکهای مقاوم به آنتيسويه

و   SPMهــای و مروپن  بیشترين فراواني مربوم به ژن

VIM  ــه آنتيو در ســويه ــاوم ب ــک ســفپی   های مق بیوتی

ــه ژن ــوم ب ــي مرب ــای   بیشــترين فراوان   SIMو    SPMه

  (6)نمودار  بود

ارتبــام    ،های آمــاری انجــام شــدهبــا بررســي

  MBLهای مولــد  بین بررسي فنوتیپي ســويهداری  يمعن

و    VIM  ،SPM  ،SIMهــای  به روش ديسک ترکیبــي و ژن

GIM  ــويه ــههای  در س ــیلا پنومونی و    (p=0025/0)کلبس

اشريشیا  های  در سويه  SPMو    VIM  ،IMP  ،SIMهای  ژن

 مشاهده شد   (p=0001/0)کلي

 



 و همكاران هدا میری

 ( 155شماره پي در پي )1401ـ بهمن و اسفند 6ـ شماره 27ـ دوره مجله ارمغان دانش                                                                                                    804

 

 اشريشیاکلي درصد فراواني مقاومت آنتي بیوتیكي در   : 1نمودار  

 

 

 MBLمولد   اشريشیاکلي شناسايي سويه های  : 1شكل  

 

 

 کلبسیلا پنومونیه بیوتیكي در  درصد فراواني مقاومت آنتي   : 2نمودار  
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 MBL  مولدکلبسیلاپنومونیه های  شناسايي سويه   :2شكل 

 
به طول    IPMژن ( 570bp،dبه طول   SIMژن   ( 183bp،cطول    به  VIMژن    ( 271bp ،bبه طول SPMژن    (a:تصوير ژل الكتروفورز 3شكل 

390bp،e ) ژنGIM 477طول   بهbp ،M  : 50سايز مارکرbp ،c  : نمونه کنترل منفي 

 

 
 پنومونیه کلبسیلا و    اشريشیاکلي های  های مورد ملالعه در سويه بررسي فراواني ژن   : 3نمودار  
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 بحث

هــا  متالوبتالاکتامازها طیف وسیعي از بتالاکتام

هـــای  ـــد ديـــواره ســـلولي( از یملـــه  بیوتیک)آنتي

ــنج (سفالوسپورين ــا و  کارباپن   ،ها)نســل ســوم و پ ه

ايــن  لذا هــدف از     (8)ها را هیدرولیز مي کنندسیلینپني

و ژنــوتیپي مقاومــت  بررسي فنــوتیپي  تعیین و  ملالعه  

و   اشريشــیاکليهای بــالیني در ايزولــه  متالوبتالاکتاماز

  دبو  کلبسیلاپنومونیه

ــا   ــوتیپي ب ــه روش فن ــدا ب ــه ابت ــن ملالع در اي

ــت   ــوژن مقاومــ ــک ديفیــ ــتفاده از روش ديســ اســ

ها بررسي شــد، ســپس بــه روش  بیوتیكي باکتریآنتي

ــت   ــي فعالی ــه روش  ديســک ترکیب متالوبتالاکتامــازی ب

هــای کــد  فنوتیپي تعیــین گرديــد و فراوانــي ویــود ژن

ــده آنزي  ــه روش  کنن ــازی ب ــای متالوبتالاکتام  PCRه

 بررسي شد

ــا     ــاز ه ــاد  ه متالوبتالاکتام ــث ايج ــین باع چن

اما توانايي   ،شوندآمینوگلیكوزيدها ميبرابر  مقاومت در

   (19)ها م ــل آزترونــام را ندارنــدهیدرولیز مونوباکتام

انتروباکترياسه به علت دارا بودن  های خانواده  باکتری

توانند باعث انتشار اين آنــزي   ماهیت سیار ژنتیكي، مي

شــده در  وارد  هایو ترانســپوزون هــاشده و انواع ژن

   )20)نمايندمي  های مقاوم را ايجادسويه  ،هاباکتری  اين

روی اينتگــرون،    متالوبتالاکتامــازهــای رمــز کننــده  ژن

را انتقــال دهــد قــرار   روی پلاسمیدی که قادر است آن

های حرکتــي بــوده و  اصر ژننگرفته و در ارتبام با ع

و    22)توانند قســمتي از يــک کرومــوزوم باشــندگاه مي

  ،هــامتالوبتالاکتامازها  برای تشخیص و یداسازی (21

ــیچ   ــا ه ــوتیپي در دســتر  اســت  ام ــدين روش فن چن

ــتانداردی   ــل اســ ــیلهپروتكــ ــه وســ ــه  ؤم  بــ سســ

ــالیني) ــگاه ب ــازی آزمايش ــنهاد  CLSIاستانداردس ( پیش

بــه    PCR  ،يیــد آن در حــال حا ــرأولي بــرای ت  ،نشده

 ــ ــان ب ــل اطمین ــوان يــک روش حســا  و قاب کــار  ه  عن

    (23و    24)رودمي

بیــوتیكي  آنتيدر ملالعه حا ر میزان مقاومت 

تتراســايكلین، ســفپی ،  هــای  بیوتیکنســبت بــه آنتي

آمیكاسین، سفوتاکسی ، سفتازيدي ، کوتريموکسازول،  

مــورد    اشريشیاکليمروپن ، افلوکساسین برای باکتری  

،  8/77، 6/55، 2/62 ،2/22 ،7/66، 60؛ملالعه بــه ترتیــب

بــه    کلبســیلاپنومونیهای باکتری  برو    درصد  40  ،1/31

ــب   36  و  6/51  ،9/33،  9/62،  71،  1/37،  6/72  ،48  ؛ترتیـ

با تویه به نتايج به دست آمــده بیشــترين  د   بو  درصد

مربــوم بــه    اشريشــیاکليهای  سويه  درمیزان مقاومت  

ــازول و   ــک کوتريموکسـ ــي بیوتیـ ــويه  درآنتـ های  سـ

  بودمربوم به سفپی     کلبسیلاپنومونیه

ــه   ــاراندر ملالعـــــ ــادری و همكـــــ                             ،بهـــــ

یدا شده    اشريشیاکليهای  بیوتیكي یدايهمقاومت آنتي

ــه   ــدفوع بـــ ــوع آنتي  6از ادرار و مـــ ــک  نـــ                           بیوتیـــ

ینتامايســـین، سفوتاکســـی ، ســـفتازيدي ،    ؛شـــامل

سولفامتوکسازول، سیپروفلوکساسین و  ـ    تريمتوپري 

نیتروفورانتوئین بررســي شــد و نتــايج نشــان داد کــه  

ــه آنتي ــبت بـ ــت نسـ ــترين مقاومـ ــای  بیوتیکبیشـ هـ

سولفامتوکســــازول و ینتامايســــین  ـ    تريمتــــوپري 
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ــود ــت     (25)بـ ــاران مقاومـ ــلیماني و همكـ ــا  سـ اربـ

مرتبم با عفونــت    اشريشیاکليهای  بیوتیكي یدايهآنتي

ــه   ــبت بـ ــک آمپيآنتي  6ادراری را نسـ ــیلین،  بیوتیـ سـ

کوتريموکســازول، سیپروفلوکساســین، ینتامايســین،  

نیتروفورانتوئین و آمیكاسین بررسي کردند  نتايج آنها 

نشان داد بیشترين مقاومت آنتــي بیــوتیكي نســبت بــه  

  (26)بوددرصد   72سیلین با  آمپي

های  ی ســويهدر ملالعه حا ر یهت غربــالگر

ــاز ــد متالوبتالاکتام ــا  از روش  ،  مول ــي ب ــک ترکیب ديس

های انجــام  شد  با بررسي نجاما EDTAـIMPاستفاده از 

های  از ســويه درصــد 5/15شده مشــخص گرديــد کــه 

ــیاکلي ــد  5/14و  اشريشــــ ــويه  درصــــ های  از ســــ

دانگونیكو   تولید کننده اين آنزي  بودند کلبسیلاپنومونیه

ديســـک ترکیبـــي فعالیـــت  و همكـــاران بـــا روش  

ــازی انتروباکترياســه های یــدا شــده از  متالوبتالاکتام

ــو را   ــلامت کنگ ــگاه س ــزارش    درصــد  6/16آزمايش گ

هــای  بــا مقايســه روش  مكــارانه  وپانچال    ( 27کردند)

هــای گــرم منفــي دارای  فنوتیپي برای تشخیص باکتری

انجــام دادنــد و بــه ايــن  هــايي  پژوهشمتالوبتالاکتاماز  

ديســـک  نتیجــه رســـیدند کــه بـــا اســتفاده از روش  

در    متالوبتالاکتامــــازمیــــزان تولیــــد    (CDترکیبــــي)

،  درصـــد  75/18  کلبســـیلا،  درصـــد  25اشريشـــیاکلي  

  33/33بومــاني  ســینتوباکتر، ادرصــد  46  سودومونا 

سینرژيســ  دو    چنــین آنهــا بــا روشبــود  ه   درصــد

ــزان    (DDSTديســک) ــز می ــازنی ــرای    متالوبتالاکتام را ب

  33/53کلبسیلا،  درصد33/63اشريشیاکلي    هایباکتری

ــد ــودومونا ،  درصــــــ ــد  70  ســــــ   و  درصــــــ

   (28)به دست آوردند  درصد  67/56سینتوباکتربومانيا

اشريشــیاکلي  هــای  بر روی باکتری ،و همكاران گروور

متالوبتالاکتامازها یدا شده  تولید کننده کارباپنمازها و  

های دهلي نــو  از بیماران بستری در يكي از بیمارستان

ــايي  پژوهش ــک  ه ــا روش ديس ــا ب ــد  آنه ــام دادن انج

ــوژن ــت  ،ديفیـ ــه  مقاومـ ــبت بـ ــای  تیکوبیآنتي  نسـ هـ

( را بــه دســت  درصد10( و ايمي پن )درصد10مروپن )

های  ســويه  DDSTسپس بــا اســتفاده از روش     آوردند

   (29تشخیص دادنــد) درصد  3را    متالوبتالاکتامازمولد  

ــان ــخیص    چاوهــ ــرای تشــ ــیلاپنومونیهبــ و    کلبســ

تولید کننده کارباپنماز و متالوبتالاکتامــاز  اشريشیاکلي  

های فنوتیپي متفاوت اســتفاده کردنــد  در ايــن  از تست

های  با بررسي به روش ديسک ترکیبــي، ســويه ملالعه

و    درصــد  44/58،  متالوبتالاکتامــازمولــد    اشريشیاکلي

  94/52مولــد ايــن آنــزي     کلبســیلا پنومونیــههای سويه

در ملالعـــه کلانتـــر و    .(30)گـــزارش شـــدند  درصـــد

ــاران ــان    همك ــويه    38از می ــیلاپنومونیهس   169،  کلبس

ــويه ــیاکلي  سـ ــويه  69و    اشريشـ ــودومونا     سـ سـ

و    کلبسیلاپنومونیهسويه از باکتری    2، فقم  ئروژينوزاآ

بــا روش فنــوتیپي    ئروژينوزاآ  سودومونا يک سويه  

تولید کننده آنزي  متالوبتالاکتاماز شناسايي شــدند  در  

ــک از   ــیچ ي ــاز در ه ــزي  متالوبتالاکتام ــه آن ــن ملالع اي

مقايســه     (31)مشــاهده نشــد  اشريشــیاکليهای  ســويه

دهد میــزان مقاومــت  انجام شده نشان ميهای  پژوهش

متالوبتالاکتامازی در کشورهای مختلف بسیار متفاوت  
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هــا بــه راحتــي در بــین  کــه ايــن ژن  اســت، از آنجــايي

فراواني بالای مقاومــت   ،باشندها قابل انتقال ميباکتری

دهنده ســهولت انتشــار ژن در  متالوبتالاکتامازی نشان

ــالاتر   ــودگي ب ــا آل ــاني ب ــز درم ــاکتری در مراک ــین ب ب

 گردد    اهده ميمش

میــزان   DDSTهــای  با روش  کلهاپور  در ملالعه

های گرم منفي یدا شده  باسیل  KPC  متالوبتالاکتاماز و

در    ،شــدبررســي    بســتری در بیمارســتانبیمار    50از  

ــد آنزي   DDSTروش   ــزان تولیـ ــایمیـ   KPC،  18/78هـ

مشـــاهده    درصـــد  81/1  ،متالوبتالاکتامـــاز  و  درصـــد

در ايــن ملالعــه بــرای بررســي فعالیــت     (32)شــد

  ،تالاکتامازی از روش ديسک ترکیبي استفاده شدمتالوب

از روش سینرژيس  دو ديسک  کلهاپور در ملالعه ولي 

استفاده شد که روش انجام آزمايش با يكديگر متفاوت  

 است 

های  از ســويه درصــد 9/88در ملالعه حا ــر 

  درصــد  SPM،40مورد بررسي حامل ژن    اشريشیاکلي

ــد    VIM  ،7/66حامـــل ژن     SIM  ،6/15حامـــل ژن  درصـ

چنین اين مقادير بــرای  بودند  ه  IMPحامل ژن   درصد

،  SPM  ،VIMهــای  بــرای ژن پنومونیه کلبسیلاهای سويه

SIM  ،IMP    وGIM    ــب ــه ترتی و    2/3،  1/58،  9/41،  8/54ب

  به دست آمد  درصد  1/8

های بــاکتری  و همكــاران، ســويه  لي  در ملالعه

های بیمارســتاني  از نمونه پن گرم منفي مقاوم به ايمي 

،  IMPbla ،SPMbla  ،VIMblaهــای در کشور تايوان از ن ــر ژن

SIMbla  و مشــخص شــد کــه    نــدمورد بررسي قرار گرفت

  درصــد12با   IMPblaو ژن   درصد38با  2VIMbla-3-11هایژن

 SPMbla  هــایژنچنین  ه    بودنددارای بیشترين فراواني  

ــويه SIMbla  و ــک از س ــیچ ي ــي  در ه ــورد بررس های م

  ،هاســويه  درصــد  3/47مشاهده نشد  در ايــن ملالعــه  

و  يونــگ      (33)گــزارش شــدند  متالوبتالاکتامــاز  مولــد

شناسايي کردند    blaNDMيک ژن یديد با نام    ،همكاران

ــه در   ــويه  14کـ ــیلاپنومونیه  سـ ــاد  کلبسـ ــث ايجـ   باعـ

بیمار که در  سويه یدا شده از     شدمي  متالوبتالاکتاماز

  هــایاين ملالعه گــزارش شــده اســت، فاقــد ســاير ژن

ــود  متالوبتالاکتامــاز ــا اســتفاده از       ب ــد ب ــن ژن یدي اي

ــک شناســايي شــدتكنیک در     (34)هــای مهندســي ژنتی

ــاکوپيملالعــه   ــه    VIM-1اوانــي ژن  رو همكــاران ف  یی ب

ــاز در   عنـــوان يـــک ژن تولیـــد کننـــده متالوبتالاکتامـ

های بیمارســتاني  در نمونه  کلبسیلاپنومونیه  هایسويه

در کشور يونان مــورد بررســي قــرار گرفــت  در ايــن  

  پنومونیــه  کلبســیلا  هایاز ســويه یدايــهملالعه هفتــاد 

   VIM-1( واید ژن درصد 100بررسي شدند و همه آنها)

ــد ــه    در   (35)بودن ــوملالع ــاران  پیران ــال    و همك در س

  شدمشخص    ،کلي  اشريشیاسويه    407بر روی    ،2014

بودنــد   IMPو  VIM ،NDMهای سويه حامل ژن 116تنها  

ســويه   NDM ،38ســويه حامــل ژن   44که از اين میــان  

ــل ژن   ــل ژن    34و    VIMحام ــويه حام ــزارش    IMPس گ

  یدايه  69تعداد   ملالعه آقايي و همكاران در  (36)شدند

بودند       KPCو    IMP  ،VIM  ،NDM  ،OXA-48هایدارای ژن

ــده،  فراوان ــرين ژن یداش ــا    VIMت ــد  66/66ب و    درص

گــزارش شــد     درصد  7/24با    NDMو    KPCکمترين آن  
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،  IMP  ،VIM  ،NDMی  هــانیز حــاوی تمــامي ژن یدايهيک 

OXA-48    وKPC  و همكــاران در کشــور    یمال   (37)بود

های مورد بررســي  سويه  درصد  78کويت نشان دادند  

ــل ژن   ــتندVIMحام ــایپژوهشدر     (38)هس ــین  ه و    ی

ــاران   ــای  همكـ ــز متالوبتالاکتامازهـ ــا    IMPو    VIMنیـ بـ

نــه  افراواني بالايي در آسیا به خصوص منلقه خاورمی

  و همكــاران  رنجبرنیــا   (39)شدندیداسازی و گزارش  

  پنومونیــه  کلبســیلاهــای  ای بــر روی عفونتدر ملالعه

هــا در بیمــاران بســتری در  متالوبتالاکتامازمقــاوم بــه  

را   blaVIM-1هــای ويــژه، میــزان فراوانــي بخش مراقبت

و    ديــاکوز  ( 40)گــزارش کردنــد  درصــد  30حــدود  

را از    VIMمولــد    پنومونیــه  کلبسیلاهای  سويه  همكاران

بیماران با سابقه مصرف بیش از سه کلا    درصد 37

داد  بیــوتیكي یــدا کردنــد کــه نشــان مــيمختلــف آنتي

ــرای   ــتورالعمل مشــخص ب ــک دس ــین ي  ــرورت تبی

ــويز آنتي ــرف و تجــــ ــرای  مصــــ ــک بــــ                           بیوتیــــ

ــار   ــرل انتشــ ــت کنتــ ــتراتژی یهــ ــاران و اســ                   بیمــ

بــین بیمــاران  ــروری  های مقــاوم بــه دارو در سويه

  (41)است

بــه  الــذکر  حاصــل از مقــالات فو تفاوت نتــايج 

های مــورد بررســي و طــرز انجــام  زمان، مكان، سويه

  حتي ممكن اســت بــه علــت نــوع  استآزمايش مربوم 

های رايج و مصرفي در یامعه، ايــن نتــايج  بیوتیکآنتي

های  ســويههای مختلف به دست آيــد  متفاوت در زمان

مورد بررسي در ايــن مقالــه فقــم مربــوم بــه عفونــت  

های  در حالي که ممكن است در مقاله  ،شدندمي  ادراری

ها مــورد بررســي قــرار  ديگر انــواع مختلفــي از نمونــه

  گرفته باشند

هــا بــه  هــا در باکتریدر اين ملالعه ویــود ژن

هــا  انجــام شــد کــه نشــان دهنــده بیــان ژن  PCRروش  

گــردد بــرای اطمینــان، بیــان  باشد، لذا پیشــنهاد مينمي

ــه روش  ژن بررســي گــردد و در    real time PCRهــا ب

ــوتیپي و   ــای فن ــايج روش ه ــابر نت ــدم تل صــورت ع

هايي یهت ابداع بررسي فنــوتیپي قابــل  مولكولي، تلاش

 اطمینان، آسان و ارزان صورت گیرد 

 

 گیرینتیجه

بیــوتیكي بــا روش معمــول  تعیین مقاومت آنتي

ــوژن نمي ــازی و  ديســک ديفی ــد مقاومــت کارباپنم توان

متالوبتالاکتامازی را مشخص نمايد  از اين رو در ايــن  

ــین   ــت تعیـ ــي یهـ ــک ترکیبـ ــر از روش ديسـ تحقیـ

و    اشريشــــیاکلي  هــــایمتالوبتالاکتامــــاز در باکتری

حقیــر بــا  در ايــن ت  اســتفاده گرديــد   پنومونیهکلبســیلا

هــا مختلــف کــد کننــده  میــزان فراوانــي ژن  PCRروش  

هــا  آنزي  متالوبتالاکتاماز تعیین شد، کــه بعوــي از ژن

در کلبســیلا   SIMدر هر دو بــاکتری و   SPM  ،VIMمانند  

  نتايج مولكــولي  پنومونیه فراواني بالايي را نشان دادند

مللــب  اين مسئله بیانگر اين   خواني نداردبا فنوتیپي ه 

هــا ویــود  هــا در باکتریهــای مولــد آنزي است که ژن

گردند  ايــن احتمــال  دارند و در مقادير بالايي بیان نمي

گردنــد، امــا بــا  هــا بیــان مينیز ویود دارد که ايــن ژن

   های فنوتیپي معمول قابل بررسي نیستند روش
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 تقدير و تشكر

ــان نامــه مقلــع   ــه از پاي ايــن ملالعــه بــر گرفت

کارشناسي ارشد رشته میكروبیولوژی بــا کــد اخــلا   

IR.IAU.VARAMIN.REC.1397.024     از دانشـــــــگاه آزاد

باشد، که بــا حمايــت مــالي و  اسلامي واحد ورامین مي

معنوی اين دانشگاه انجام شد  بدين وسیله نويسندگان  

 کارشــنا  محتــرم حسیني،امید     صمیمانه همكاری از

 دانشــگاه شــهید بهشــتي میكروبیولــوژی آزمايشــگاه

   .شودمي و قدرداني تشكر صمیمانه
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Abstract: 
 

Background & aim:  The use of broad-spectrum cephalosporins in the treatment of infections has 
led to the emergence of a new class of beta-lactamases called metallobetalactamase, these 
enzymes belong to Ambler's class B beta-lactamases. Group A and B metallobetalactamases in 
Enterobacteriaceae cause problems in treatment. The present study was conducted with the aim of 
phenotypic investigation of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae metallobetalactamase 
producing strains, as well as molecular investigation of SPM, VIM, SIM, IMP and GIM genes. 
 

Methods: The present descriptive-quantitative study was conducted on 185 patients hospitalized in 
the special care units of Milad Hospital in Tehran from March to May 2018-2019, and 45 strains of 
Escherichia coli and 62 strains of Klebsiella pneumoniae were selected. In order to check the 
antibiotic resistance of the strains, diffusion test in agar was used and also to check the phenotypic 
of the metallobetalactamase producing strains, the combined disc method was used. Molecular 
investigation of metallobetalactamase producing genes was done by PCR method. The collected 
data were analyzed using Fisher's test.  
 
Results: In the present study, the highest antibiotic resistance of Escherichia coli and Klebsiella 
pneumoniae strains was observed to cotrimoxazole and cefepime antibiotics, respectively. 14.5% 
of Klebsiella pneumoniae strains and 15.5% of Escherichia coli strains produced 
metallobetalactamase enzyme in the phenotypic method. Also, 88.9% of the studied Escherichia 
coli strains carried the SPM gene, 40% carried the VIM gene, 66.7% carried the SIM gene, and 
15.6% carried the IMP gene. SPM, VIM, SIM, IMP and GIM genes were found to be 54.8, 41.9, 
58.1, 3.2 and 8.1% in Klebsiella pneumoniae strains, respectively. 
 

Conclusion: In the present study, there was a high percentage of genes producing 
metallobetalactamase enzyme in bacteria, while 14.5% of Klebsiella pneumoniae strains and 
15.5% of Escherichia coli strains were producing metallobetalactamase enzyme in the phenotypic 
method. that genes producing enzymes exist in bacteria and are not expressed in high amounts. 
There waS also the possibility that these genes were expressed, but could not be checked with the 
usual phenotypic methods, so efforts should be made to find reliable, cheap and easy phenotypic 
methods for phenotypic examination. 
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