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 150  بین سیلین در و مقاوم به آمپی شریشیاکلی فاقد آنزیم بتالاکتامازگزارش دو مورد ا
 باکتری جدا شده از کشت ادرار و مدفوع در کرمان

 3  و دکتر مهدیه سلاجقه2ی، دکتر شهلا منصور7دکتر محمدحسن مصحفی

 
 خلاصه 

گردند  های گروه بتالاکتام می    بیوتیک هایی هستند که سبب غیرفعال کردن آنتی       بتالاکتامازها آنزیم   
های  هایی از باکتری   جدیداً سویه . باشند و یکی از مهمترین عوامل مقاومت نسبت به این داروها می            

در این  . ها مقاومند  سیلین اماز بوده و لیکن نسبت به پنی      اند که فاقد آنزیم بتالاکت     مختلف گزارش شده  
 .سیلین با روش یدومتری بررسی شد     ی نمونه اشریشیاکلی مقاوم به آمپ     150تحقیق تولید بتالاکتاماز در     

 علاوه بر مقاومت نسبت به      ،مدفوع جدا شده بودند   دیگری از    از عفونت ادراری و      کیدو نمونه که ی   
سیلین ـ کلاولانیک اسید نیز مقاوم بوده و قادر به تولید آنزیم             وکسیرکیب آم سیلین، نسبت به ت    آمپی

سازی در   سیلین که با روش رقیق      آمپی )MIC(حداقل غلظت مهارکنندگی از رشد      . بتالاکتاماز نبودند 
وجود اشریشیاکلی مقاوم   . لیتر بود   میکروگرم بر میلی   512سویه بالاتر از    دو   برای این    ،آگار انجام شد  

 . ایی در ایران استه سیلین و مقاوم به مهار کنندۀ بتالاکتاماز اولین مورد گزارش چنین سویه به آمپی
 

 سیلین بتالاکتاماز، اشریشیاکلی، آمپی :های کلیدی واژه

 
داروسازدکتر  -3  دانشگاه علوم پزشکی کرمان،دانشیار میکروبیولوژی -2، استادیار میکروبیولوژی -1
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 مقدمه
های ادراری و از     اشریشیاکلی مهمترین عامل عفونت   

طور  های بیمارستانی بوده که به       عوامل عمده عفونت   
). 12(شود    رودۀ انسان و حیوانات یافت می        معمول در 

های گروه بتالاکتام به دلیل قدرت اثر، طیف         بیوتیک آنتی
های  گسترده و توانایی در کشتن و سمیت کم برای سلول         

یوکاریوت به فراوانی در پزشکی و دندانپزشکی استفاده         
استفاده گسترده ). 2(شده و اهمیت زیادی در درمان دارند 

ها سبب بروز     ها به خصوص در بیمارستان      از این دارو   
های مقاوم به دارو گردیده و افزایش مقاومت نسبت          سویه

ای گزارش شده    های روده  به این داروها در میان باکتری      
 ). 10،12،15(است 

حساسیت نسبت به داروهای بتالاکتام بستگی به اتصال        
 دارو به پروتئین هدف، مقاومت در برابر بتالاکتاماز و در         

در حالی  . های گرم منفی نفوذپذیری غشاء دارد       باکتری
که زیربنای اصلی مقاومت، غیرفعال شدن دارو به وسیله          

ها حلقه بتالاکتام در         این آنزیم  . بتالاکتامازهاست
ها را شکسته و سبب غیرفعال       ها و سفالوسپورین   سیلین پنی

های  بتالاکتامازها هم توسط باکتری   . گردند شدن دارو می  
های   مثبت و هم گرم منفی تولید شده و ژن                گرم

کروموزومی و پلاسمیدی می توانند در تولید بتالاکتامازها        
علاوه بر تولید بتالاکتاماز، مقاومت     ). 8(نقش داشته باشند    

تواند ناشی از تغییر در        در برابر داروهای بتالاکتام می      
سیلین   پنی   مقدار یا میل ترکیبی پروتئین متصل شونده به       

)PBP(  مقاومت کلینیکی نسبت   . بیوتیک باشد   برای آنتی
های گرم منفی غالباً در ارتباط با        ها در باکتری   به بتالاکتام 

 ). 4(باشد   نمیPBPتغییر 
 نوع بتالاکتاماز یافت شده     200در اشریشیاکلی بیش از     

. اند بندی شده  که بر اساس عملکرد و ساختمان تقسیم         
 TEM-1  ،TEM-2مازها شامل   های کلاسیک این بتالاکتا    فرم
های گرم    می باشد که تولید آنها در باکتری         SHV-1و  

 ). 2(گردد  منفی توسط پلاسمیدها کُد می
های  استفاده از چنین ترکیباتی سبب ایجاد باکتری         

ای شده که به طور نسبی به اثر                   جهش یافته  
های بتالاکتاماز مقاوم شده و بنابراین نسبت        کننده غیرفعال

های بتالاکتاماز   کیبات بتالاکتام و ممانعت کننده      به تر 
 ). 1،2،3،7،16،17(اند  مقاوم گردیده

 از  Aهای بتالاکتاماز کلاس       این جهش در آنزیم     
). 14،16،18( گزارش گردیده است     TEM و   SHVخانواده  

 که مقاوم   TEMپس از مشاهده اولین مورد بتاکتامازهای        
مبنی بر پیدایش    به اسید کلاولانیک بودند، گزارشاتی        

  است شده  داده   نقاط   سایر  در هایی   آنزیم   چنین
های مقاوم   هایی از باکتری   وجود سویه ). 2،4،13،14،17 (

های  های بتالاکتاماز علاوه بر باکتری         به مهارکننده  
های دیگر نظیر هموفیلوس آنفلوآنزا      آنتریک در باکتری  

برای مثال در آمریکای شمالی     . نیز گزارش گردیده است   
هایی از هموفیلوس آنفلوآنزا یافت شده که نسبت به          سویه
 بالا نسبت به این      MICسیلین مقاوم بوده و دارای        آمپی

اند لیکن قادر به تولید آنزیم بتالاکتاماز            بوده دارو  
این بررسی با هدفی مشابه و در مورد             ). 3(اند نبوده
های  کننده های اشریشیاکلی مقاوم به ممانعت          سویه

 . ماز در کرمان صورت گرفته استبتالاکتا
 

 مواد و روش کار 
 نمونه اشریشیاکلی شامل    150های مطالعه شده     باکتری

 سویه از    41 سویه از موارد عفونت ادراری و             108
 10های کشت مدفوع بود که به دیسک                  نمونه

های  باکتری. سیلین مقاومت داشتند    میکروگرمی آمپی 
ی که طی اسفند ماه       سویۀ اشریشیاکل  550مزبور از میان    

 از سطح شهر کرمان        1379 لغایت مرداد ماه        1378
 ).12(آوری و شناسایی شده بودند، جدا گردیدند  جمع

 میکروگرمی  10از دیسک     :آزمایش تعیین حساسیت   
سیلین ساخت شرکت پادتن طب و دیسک               یآمپ

Amoxicillin / clavulanic acid 20/10mg  شرکت  اختس
Difco استاندارد    از روش    با استفاده      وNccls  استفاده  
 ). 7( شد
برای تعیین   :)MIC(تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی         

MIC         از روش استاندارد Agar dilution    استفاده شد  .
از شرکت  % 6/82سیلین به صورت پودر و با خلوص         یآمپ

یوتیک ب یبا توجه به خلوص آنت     . جابرین حیان تهیه شد    
لیتر در   ییکروگرم در میل   م 512 تا   16های نهایی    غلظت

پس از استاندارد کردن    . محیط مولر هینتون آگار تهیه شد     
 1:200 مک فارلند، رقت     5/0محلول میکروبی با استاندارد     

)  میکرولیتر 10(از آن تهیه شد و سوسپانسیون میکروبی         
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ای کشت داده شد به طوری        روی پلیت به صورت نقطه     
 .باشد CFU/ml 104×1که غلظت نهایی معادل 

 تولید بتالاکتاماز بر اساس      :بررسی تولید بتالاکتاماز        
) 11( و به روش اسلاید انجام گرفت          آزمایش یدومتری 

میلیون  G  ،1سیلین   طور مختصر به یک ویال پنی         به
لیتر آب   واحدی ساخت کارخانه جابربن حیان، یک میلی       

لیتر   میلی 15/0های   حجمشده و به     مقطر استریل اضافه     
سیلین برای مدت    ی برای نگهداری محلول پن    .دیدگرتقسیم  

. ه شد قرار داد  -C°20 های تقسیم شده    طولانی محلول 
 گرم  3/0 گرم یدورپتاسیم،    5/1محلول ید با اضافه کردن      

 100به  کریستال ید در بافر فسفات تهیه و حجم آن              
لیتر از    میلی 1/1زمایش  آبرای انجام   . ه شد متر رساند  یمیل

سیلین اضافه   لیتر محلول پنی    میلی 15/0 محلول ید را به    
نموده و روی یک لام تمیز، نمونه میکروبی در یک قطره           

پس از مخلوط شدن کامل     . شدسیلین حل    محلول ید، پنی  
روی لام اضافه   )  درصد 4/0(یک قطره نشاسته با غلظت      

نشان (کرده و تغییر رنگ محلول از ارغوانی به سفید              
 30 و   10،  5در فواصل زمانی    ) دهنده وجود بتالاکتاماز  

کنترل مثبت شامل سویه        . گردیددقیقه بررسی     
آنزیم   تولید کننده  ATCC 25922استافیلوکوک ارئوس   

 . بتالاکتاماز بود

 نتایج
در این بررسی با انجام آزمایش یدومتری جمعاً دو            

که یکی  .  دقیقه منفی بود   30 و   10،  5های   نمونه در زمان  
موارد ادراری و یک نمونه از کشت       ها مربوط به     از نمونه 

بررسی فاصلۀ زمانی تولید بتاکتاماز     . مدفوع جدا شده بود   
، نشان داده   1های ادراری و مدفوعی در جدول         در سویه 

 دقیقه اول،   5ها در    از نمونه % 50طورکلی در    به. شده است 
موارد واکنش  % 9/14پس از ده دقیقه و در         % 1/35در  

 . دید دقیقه مثبت گر30پس از 
 دقیقه اول   5های ادراری واکنش مثبت در        در سویه 

های مدفوعی واکنش مثبت     بیشتر بود در حالی که سویه      
 .  دقیقه بیشتر بود10پس از 

سیلین  حداقل غلظت مهارکنندگی از رشد برای آمپی        
بود   g/mlµ 512برای دو سویه بتالاکتاماز منفی، بالاتر از         
سیلین ـ   کسیو هر دو سویه نسبت به دیسک آمو            

قطر هالۀ عدم رشد در برابر      . کلاولانیک اسید مقاوم بودند   
متر بود که در جدول         میلی 10این دیسک معادل با       

لیتر حساس    میلی ≤18استاندارد قطر هاله عدم رشد          
 . گردد گزارش می

 
  دقیقه30 و 10، 5های   ادراری و مدفوعی اشریشیاکلی در زمان ایزوله های تولید بتالاکتاماز در :1جدول 

 )دقیقه(واکنش مثبت در فاصله زمانی 
 )درصد(تعداد 

 5 10 30 تعداد کل

زمان
 های  سویه

 مورد بررسی

 های جدا شده از کشت ادرار سویه 61) 5/56( 29) 9/26( 18) 6/16( 108) 100(
 دفوعمهای جدا شده از کشت  سویه 13) 5/32( 23) 5/57( 4) 10( 40) 100(
 جمع کل  74) 50( 52) 1/35( 22) 9/14( 148) 100(

 
 بحث

های ادراری   اشریشیاکلی یکی از عوامل عمده عفونت          
 های جدی در نوزادان، بیماران نوتروپنیک و         و عفونت 

ای بوده و اهمیت زیاد این باکتری        های زمینه  سایر بیماری 
های عفونی مختلف بر کسی پوشیده          در ایجاد بیماری   

ه سیلین ب  این باکتری در برابر آمپی    مقاومت زیاد   . نیست
های گرم منفی    ر درمان عفونت  دعنوان دارویی مناسب     

در تحقیق انجام شده در      . باشد ای حائز اهمیت می     مسأله
 درصد  8/76سیلین   کرمان میزان مقاومت نسبت به آمپی      

 )12. (گزارش شده است
های زیادی در مورد مقاومت نسبت به           اخیراً گزارش 

هار از  ـطۀ م ـام به واس   ـهای بتالاکت  کـتیوـبی یـآنت
 مربوط  TEMهای بتاکتاماز که به فامیل         کننده ممانعت

اولین مکانیسمی که در    ). 5(عمل آمده است    ه  شوند، ب  می
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 -های بتالاکتام     مورد مقاومت نسبت به مهار کننده         
 در ارتباط   ،ه است بتالاکتاماز در اشریشیاکلی شرح داده شد     

 و تغییر در     TEMحد بتالاکتاماز نوع     با تولید بیش از      
بیوتیک و    که جذب آنتی     استهای غشایی     پروتئین

 . )5،6( کنند یمهارکننده را محدود م
علت موتاسیون در   ه  کنندۀ بتاکتامازها ب   اثر غیرفعال     

 (Inhibitor Resistance TEM)نام  ه   که ب  TEMبتاکتامازهای  

IRT نسه و سایر    اند، افزایش یافته و در فرا        شده نامیده
 از موارد کلینیکی    IRTهای   کشورهای اروپایی میزان سویه   

 . گزارش شده است% 3
های انسانی   ها را علاوه بر نمونه     در اسپانیا این باکتری        

های مربوط به رودۀ خوک نیز جداسازی              از نمونه  
 در  IRTعلاوه بر اشریشیاکلی انواع        ). 13( اند نموده
ر ـه و سای  ـونیـومـ پن یلاـوس میرابیلیس، کلبیس  ـپروتئ

 ). 12(ای گزارش شده است  های روده باکتری
 سویه اشریشیاکلی   150 مورد از    2در بررسی حاضر           

اند که اندکی    تولید کننده آنزیم بتالاکتاماز نبوده    %) 3/1(
کمتر از میزان گزارش شده در کشورهای اروپایی است          

هر . علت روش بررسی در این مطالعه باشد      ه  تواند ب  که می 
های نسل دوم و سوم        دو سویه نسبت به سفالوسپورین      

شامل سفازولین، سفتریاکسون و سفرادین حساس گزارش       
 به مقاوم های اشریشیاکلی جداسازی و بودند شده
 به حساس ولی اسید کلاولانیک ـ سیلین یکسموآ

خوبی وجود   ه   ها، ب   سفالوسپورین سایر و سفالوتین
کند که با    سویه مشخص می   را در این دو      IRTهای   آنزیم

 و دیگر پژوهشگران در این زمینه همخوانی        Briansتحقیق  
  ).2،5،16(دارد 
هایی که با     با توجه به اهمیت یافتن چنین سویه               

های گروه بتالاکتام    بیوتیک مکانیسم جدید نسبت به آنتی    
های  اند، جا دارد تا این بررسی بر روی سویه           مقاوم شده 

ها انجام گیرد و      رد سایر باکتری  مو بیشتری و حتی در    
خصوصیت ژنتیکی نظیر وجود پلاسمید احتمالی در این          

ها مورد بررسی قرار گیرد تا شاید از طریق یافتن             سویه
مکانیسم ایجاد مقاومت، بتوان راهی برای مقابله با آن            

 . بدست آورد

 
Summary  
Identification of β-Lactamase-Negative-Ampicillin Resistance Strains of Escherichia coli in 150 
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1. Assistant Professor of Microbiology, 2. Associate Professor of Microbiology, Kerman University of Medical Sciences and Health 
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β-lactamases are enzymes which inactivate the β-lactam antibacterial agents and are one of the major 
causes of resistance against these drugs. Recently there are reports on the isolation of bacteria which does 
not produce β-lactamase, but are resistant to penicillins. In the present study, β-laclamase production was 
determined using iodometric method on 150 ampicillin resistance Escherichia coli isolates from urinary 
tract infections (UTI) and fecal samples. These strains were resistance to both ampicillin and the 
combination of amoxicillin-clavulanic acid. They were identified as non-β-lactamase producers by 
iodometric method. Minimum inhibitory concentration for ampicillin in these strains were >512 µg/ml. This 
is the first report on the identification of ampicillin resistance β-lactamase negative E. coli in Iran. 
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