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افزايش فعاليت  ي هاي باليني سالمونلا در نتيجه فنوتيپ ازدياد مقاومت در ايزوله

  لاكتاماز-بتا هاي آنزيم
  

  ،3بويه مسعود آلدكتر ، 2علي خواجه  جهاندكتر ، 1آوينيمحمد يعقوبي  ،1مرسده تاجبخش
  4محمدرضا زاليدكتر ، 1الحسيني مجرد احسان ناظم 

  
  

  چكيده
بررسي  ،هدف از مطالعه. ها است بتالاكتام توليد آنزيم بتالاكتاماز در باكتري گروههاي  بيوتيك هاي مقاومت به آنتي مكانيسم ترين يكي از مهم :مقدمه

هاي سالمونلاي مولد بتالاكتاماز طيف گسترده  هاي مقاومتي مختلف سويه هاي بتالاكتاماز در بروز فنوتيپ نقش احتمالي ميزان تنوع فعاليت آنزيم
)Extended-spectrum beta-lactamases يا ESBLs (بود. 

گري به روش ديسك ديفيوژن با روش ديسك مركب و  سالمونلاي باليني پس از غربال ي جدايه 174در  ESBLsفنوتيپ مقاومتي  وجود :ها روش
MIC )Minimal inhibitory concentrations( بررسي گرديد .PCR )Polymerase chain reaction (ي هاي كد كننده سايي ژنجهت شنا 

blaTEM، blaCTX، blaSHV  درDNA ها به روش  پروتئين تام باكتري ميزان فعاليت آنزيمي. هاي مزبور به كار رفت و پلاسميد جدايه كروموزومي
 .بيوتيكي مرتبط تعيين گرديد بيولوژيك، يدومتري و اسپكتروفتومتري در حضور سوبستراي آنتي

. ها بود هاي بالاي سفالوسپورين هاي مقاوم در غلظت يد تنوع ايزولهؤم MICبررسي سطوح . بودند ESBLsها مولد  ايزوله از كل درصد 4 :ها يافته
نتايج بررسي . شدند ها بر روي پلاسميد كد مي اين آنزيم. منفي بودند blaSHVمثبت و  blaCTX و blaTEMهاي  ها از نظر وجود ژن اين ايزوله ي كليه

 .ها داشتند هاي با مقدار پروتئين تام يكسان، فعاليت هيدروليتيكي متفاوتي بر روي سفالوسپورين ها نشان داد كه سويه در بين اين ايزوله فعاليت آنزيمي

ن تواند با ميزان بيا مي ESBLهاي مولد  ها توسط سويه با توجه به نتايج حاصل، تفاوت در ميزان مقاومت و هيدروليز سفالوسپورين :گيري نتيجه
ها، دخيل بودن ساير  بتالاكتاماز، حضور و بيان بيش از يك ژن در اين ايزوله هاي آنزيمي تنوع احتمالي زير خانواده. ها در ارتباط باشد پروتئين آن

  .ها باشند توانند از عوامل مؤثر در بروز تنوع در ميزان مقاومت اين باكتري هاي مقاومتي مي مكانيسم
  دارويي مقاومتالاكتاماز، سالمونلا، فعاليت بت :واژگان كليدي

  
  مقدمه

زا در انسان و  ترين عوامل بيماري سالمونلا يكي از مهم
از طريـق آب و غـذاي    اغلـب انسـان  . حيوانات اسـت 

 2500از بين بيش از  .شود مبتلا مي اين باكتريآلوده به 
 هـا  سالمونلا، تعداد محـدودي از آن  مختلف يپاسروت

در انسـان  ) غيـر تيفـي  (حـاد   يتانترمنجر بـه گاسـترو  

بيوتيــك در درمــان   مصــرف آنتــي ). 1(شــود  مــي
كـه  را چ ـ ؛شـود  يت غير تيفي توصـيه نمـي  انترگاسترو
 اغلب به صورت خـود محـدود شـونده مهـار    بيماري 

هـاي شـديد از قبيـل مننژيـت،      ، اما در عفونتشود مي
بـا  افـراد  آرتريت در بالغين، افراد مسـن و   و باكتريمي

). 2(شده مصـرف آن ضـروري اسـت    ايمني سركوب 
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سيلين، كلرامفنيكل و سولفامتوكسـازول داروهـاي    آمپي
شـدند، امـا بـا     درماني منتخب در گذشته محسوب مي

هاي داراي مقاومـت چندگانـه در    توجه به ظهور سويه
ــون ــا، فلوروكينول ــا و سفالوســپورين سراســر دني ــا  ه ه

   .اند ها گرديده جايگزين آن
 ـ هاي نسل سفالوسپورين ثير بهينـه و  أسوم به دليل ت

 ها به خصوص در كودكـان  ها به آن كم باكتري مقاومت
بـراي   ، اغلـب ها به دليل محدوديت مصرف كينولون و

). 3-4(شـوند   هـاي شـديد تجـويز مـي     درمان عفونت
هاي اخيـر منجـر    اين داروها در سال ي رويه مصرف بي
 يـف الط هاي وسـيع  هاي مقاوم به بتالاكتام هبه بروز سوي

)Extended-spectrum beta-lactamases يا ESBLs (
وباكترياسـه در سراسـر   انتر ي در خـانواده  خصوصبه 

  ). 5-8(دنيا شده است 
هاي  سفالوسپرين ي ها داراي توانايي تجزيه اين آنزيم

الطيف نسل سوم ماننـد سـفتازيديم، سفوتاكسـيم،     وسيع
ند، اما هست) آزترونام(سفترياكسون و داروهاي منوباكتام 

ــر روي سفامايســين ــا  ب ــفوتتان(ه و ) سفوكســيتين و س
باشند و فعاليـت   ثير ميأت بي) ايميپنم و مروپنم(ها  كرباپنم

ها توسط كلاولانيـك اسـيد، سـولباكتام و تازوباكتـام      آن
 ). 9(گردد  مهار مي

ها از طريق  در باكتري بتالاكتاممكانيسم مقاومت به 
ــيون در ــاد موتاس  Penicillin binding proteins ايج

)PBP(ژني هاي ه، تغيير در نفوذپذيري غشا، بيان دست 

Efflux pump پذيرد و توليد بتالاكتاماز صورت مي.  
 هاي گـرم مثبـت و   در باكتري ها موقعيت بتالاكتاماز

هاي گرم مثبت اين  در باكتري. گرم منفي متفاوت است
و در شـوند   مـي ترشـح   به خارج از غشا اغلبها  آنزيم

 پلاسـمي  هاي گرم منفي اغلب در فضـاي پـري   اكتريب
 ).10(يابند  تجمع مي

معيارهـــاي متفـــاوتي بـــراي بررســـي عملكـــرد  
از . شــود هــا مطــرح مــي بتالاكتامازهــا و تشــخيص آن

تـوان بـه ثابـت ايزوالكتريـك آنـزيم       ها مي آن ي جمله
)Isoelectric point يا PI(،   سرعت هيـدروليز)Vmax( ،

تـوان   ن، تركيبـات اسـيد آمينـه و   وزن مولكولي پروتئي
). 10(اشـاره نمـود   ) Km( اتصال پروتئين به سوبسـترا 

هاي بـاليني بـر اسـاس     در نمونهها  شناسايي بتالاكتاماز
در  ميزان توليد آنزيم و تنوع فعاليت آنزيمـي  طيف اثر،
ــاكتري ــا   ب ــان ي ــادي در درم ــل، اهميــت زي هــاي حام

 هـاي  گـزارش . جامعه داردها در  جلوگيري از شيوع آن
ــام    ــه بتالاكت ــالمونلا ب ــت س ــددي از مقاوم ــاي  متع ه

طيـف  . الطيف در سراسر دنيا به ثبت رسيده است وسيع
 ،TEM، SHVهـاي   ها شامل آنزيم بتالاكتاماز وسيعي از

PER، OXA و CTX هاي مختلـف سـالمونلا    در گونه
  ).11-14(شناسايي گرديده است 

از  ييهـا  هـاي اخيـر گـزارش    در ايران نيز در سـال 
ها ديده شـده اسـت    مقاومت سالمونلا به سفالوسپورين

رويـه و تجـويز    توان به مصـرف بـي   كه علت آن را مي
نادرست دارو توسط افراد و متخصصـين، بـه ويـژه در    

تـرين   مهـم  ).15-16(مواد غذايي حيوانات نسـبت داد  
هاي بارز  مكانيسم مقاومت عليه اين داروها، انتقال ژن

باشـد كـه    ز طريق پلاسميدهايي مـي مقاومت ا ي كننده
و فعاليـت   رنـد هاي انتريك حضور دا در باكتري اغلب

). 17(كننـد   هاي متعدد بيان مـي  خود را از طريق آنزيم
هـا   شناسايي سوبستراي مناسب دارويي براي اين آنزيم

ها، شكست درمـان   هاي مقاوم و شيوع آن  هاز بروز سوي
  .نمايد ري ميهاي كلان درماني جلوگي و صرف هزينه

مطالعات مختلفي در ايران بـر روي شـيوع ژنوميـك    
هـاي مختلـف    بتالاكتامـاز در گونـه   هاي آنزيمي خانواده
هاي گرم منفي صورت گرفتـه اسـت، امـا تنـوع      باكتري
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فعاليـت  (ها بر اساس سوبستراهاي دارويي  عملكردي آن
چندان مـورد توجـه قـرار داده نشـده اسـت      ) بيولوژيك

هـاي   بررسي سويه ،حاضر ي از مطالعههدف ). 18- 19(
 ي هاي مرتبط با خـانواده  فنوتيپ سالمونلا از نظر حضور

   MICبيـوگرام و   با استفاده از روش آنتي ESBL آنزيمي
)Minimal inhibitory concentrations( ، بررسي تنوع

هاي مربـوط   اين فنوتيپ و بيان ژن ي هاي كد كننده ژن
  . دبو ESBLsهاي مولد  در نمونه

ها  ي آنيها، توانا همچنين بررسي ميزان بيان اين ژن
سوبستراهاي مختلـف دارويـي و ارزيـابي     ي در تجزيه

از آزمـون   به دسـت آمـده  فعاليت در مقايسه با مقادير 
از موارد ديگـر مـورد    در مورد هر ايزوله، MICتعيين 

  .بودتوجه در اين مطالعه 
  
  ها روش

ــدادت ــه 174 ع ــالمونلا ا ي ايزول ــه  س ــتلا ب ــراد مب ز اف
 1386تيـر  (نيم  طي دو سال و يت در تهرانانترگاسترو

هـا بـر    نمونـه  ي كليـه . آوري گرديد جمع )1388آذر تا 
و شـدند  هاي اختصاصي و انتخابي كشـت   روي محيط

 گـراد  ي سـانتي  درجـه  37پس از انكوبه شدن در دماي 
  . ساعت مورد بررسي قرار گرفتند 24به مدت 
هـاي اسـتاندارد    توسـط تسـت  هـاي مشـكوك    كلني

هاي تأييد شده به  بيوشيميايي سنجش و در نهايت ايزوله
هاي سرولوژي با استفاده  عنوان سالمونلا، با كمك روش

 )H )MAST Merseyside, UK و O يهـا  سـرم  از آنتي
 تشخيص فنوتيپيك و تعيينبراي  .شدنديپ بندي اسروت
 آزمــون تعيــين حساســيت ،ESBLsهــاي مــرتبط بــا  ژن

ــتاندارد     ــتفاده از روش اس ــا اس ــي ب ــا CLSIميكروب  ي
)Clinical and laboratory standards institute(  انجام

مركـب   هـاي  هاي مقاوم با ديسـك  سويه). 20(پذيرفت 

كلاولانيك  ±كلاولانيك اسيد، سفوتاكسيم  ±سفتازيديم 
ــيم   ــيد و سفپودوكســ ــيد  ±اســ ــك اســ    كلاولانيــ

)Merseyside, UK MAST ( ــر ــور از نظ  ESBLحض
  .شناسايي قرار گرفتندمورد 

بـا اسـتفاده از    MICآزمون  ،ها جهت تأييد اين سويه
ــودر ــفتازيديم،    پــــ ــفالوتين، ســــ ــاي ســــ   هــــ

   سفوتاكســــيم،كلاولانيــــك اســــيد،  ± ســــفتازيديم
ــيم ــيد   ± سفوتاكس ــك اس ــفتري وكلاولاني ــون س    اكس

)Glaxo-SmithKline, Greenford, UK ( در
و بـالاتر   CLSIه شـده توسـط   هاي استاندارد ارائ غلظت

هـا   بـراي سفالوسـپورين  ليتر  ميكروگرم در ميلي 1024تا 
  . شدبدون تركيب با كلاولانيك اسيد انجام 
بـاكتري   DNA هـا،  به منظور بررسي ژني اين آنزيم

ــتخراج   ــاندن اسـ ــه روش جوشـ ــد بـ  PCRو گرديـ
)Polymerase chain reaction (  ــد ــه ژن ك ــراي س ب

جهـت   ).21(انجام شد  SHVو  TEM، CTX ي كننده
روي پلاسـميد از كيـت    هـا بـر   ايـن ژن  وجودارزيابي 

)Gene Jet plasmid miniprep ,Fermentase ( جهـت 
اســتفاده گرديــد و پــس از تعيــين  پلاســميد اســتخراج

 براي سـه ژن ذكـر   PCRالگوي پلاسميدي هر ايزوله، 
  . دشهاي پلاسميدي انجام  شده روي نمونه

مخلــوط آنزيمــي، بخــش ســازي  ه منظــور جــدابــ
ها با روش شـوك   در اين باكتريي پلاسم پروتئين پري

  هــا ابتــدا در محــيط بــاكتري. اســمزي اســتخراج شــد
LB broth  ي  درجـه  37سـاعت در دمـاي    18به مدت

. كشـت داده شـدند   Shakerبا در انكوباتور گراد  سانتي
از ليتـر   ميلي 4هاي حاصل در  سلول ،پس از سانتريفيوژ

  Tris-HCl،درصـد  30سوكروز  شاملكروز محلول سو
مـولار   ميلـي  5 و 8 برابر pH و مولار ميلي 20 با غلظت
EDTA  و بعد از انكوبه شدن روي  ندشدسوسپانسيون
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رسـوب  . گـذاري شـدند   وژ رسـوب ييخ توسط سانتريف
) مــولار ميلــي MgCl2 )5/0 ازليتــر  ميلــي 4بــاكتري در 

 )Roche, Germany(پروتئــاز  ي حــاوي مهــار كننــده
  و به دنبـال انكوباسـيون مجـدد بـه مـدت      شد مخلوط 

هـا بـه    وژ، مايع رويـي آن يدقيقه روي يخ و سانتريف 30
پلاسميك جهت بررسي فعاليت  عنوان پروتئين تام پري

ــد   ــتفاده گردي ــازي اس ــت   ).22(بتالاكتام ــزان غلظ مي
هاي استخراج شده با روش استاندارد برادفورد  پروتئين

  ).23(گيري شد  اندازهنومتر نا 595طول موج  در
هـاي   گيري فعاليت بيولوژيـك مخلـوط   براي اندازه

در . تحت مطالعه از پروتئين تـام اسـتفاده شـد    آنزيمي
اين روش برروي محيط مولر هينتون آگار چهـار عـدد   

غلظـت   ها ايجاد گرديـد و  بيوتيك چاهك به تعداد آنتي
5/0 McFarland  ي از سـويه E.coli 25922   در سـطح
ــادير مشــخص از   .ليــت كشــت داده شــد پ ســپس مق

سيلين، سفوتا كسيم، سـفتازيديم و   هاي پني بيوتيك آنتي
از ميكروگـرم   5بـا   )در ليتـر گرم  ميلي 500(سفالوتين 

   آنزيم مخلـوط شـد و حجـم نهـايي بـا بـافر فسـفات       
و شـد  رسـانده  روليتر كمي 50 به )pH=  7مول با  1/0(

هـا   ي از چاهـك يك .درون چاهك مربوط تلقيح گرديد
تحت تلقيح بـا پـروتئين اسـتخراج     شاهدنيز به عنوان 

ها در  سپس پليت .دگرديتلقيح  E.coli HB101شده از 
سـاعت   18-24به مـدت  گراد  ي سانتي درجه 37 دماي

  ). 24( شدانكوبه 
هـاي   مخلـوط  به منظـور بررسـي فعاليـت آنزيمـي    

پروتئيني تحـت مطالعـه عليـه سوبسـتراهاي مختلـف      
 پلاسمي از پروتئين تام پريميكروگرم  5، مقدار دارويي

 ،)pH=  7مـول بـا    1/0(بـافر فسـفات    ليتر ميلي 5/0با 
از  ليتـر  ميلـي  5/0نشاسـته و   -مخلوط يدليتر  ميلي 5/0

و تغييرات جذب شد بيوتيك مورد مطالعه مخلوط  آنتي

در فاصــله زمــاني نــانومتر  620نــوري در طــول مــوج 
جذب . ماي اتاق قرائت گرديددقيقه در د 5متوالي طي 

بـود و واحـد آنـزيم بـر      2/1مخلوط در حدود  ي اوليه
سوبستراي تجزيه شده بر دقيقـه بـر    ميكرومولاساس 
ــر ميلـــي ــول  ليتـ ــا فرمـ   از حجـــم كـــل واكـــنش بـ

0.3 × )OD/min/1.2 ( محاسبه گرديد)25.(  
  فعاليت بتالاكتامازي از اسپكتروفتومتري تعيين براي 

ايـن روش فعاليـت بتالاكتامـازي بـر     در . استفاده شـد 
سيلين، سفوتا كسيم، سـفتازيديم و   پني  هاي بيوتيك آنتي

سفالوتين بر اساس تعيين ميزان تغييرات جذب نـوري  
به ازاي هر دقيقـه جـذب نـوري بـه ترتيـب در طـول       

در  ODΔ(نـانومتر   260و  264 ،262 ،240 يهـا  مـوج 
  ســمي پلا پــروتئين تــام پــري. گيــري شــد انــدازه) دقيقــه

بيوتيك در غلظت  از هر آنتيليتر  ميلي 1 با) ميكروگرم 5(
  بـا  بـافر فسـفات   مـول  1/0 در(تهيه شد ميكرومول  125

7  =pH (دقيقه در  5تغييرات جذب نوري آن در مدت  و
  .قرائت گرديدگراد  ي سانتي درجه 25 دماي

  
  ها افتهي

ايزولـه فنوتيـپ    7 تحـت بررسـي،   ي ايزوله 174از بين 
 سفوتاكسـيم، (هاي نسل سـوم   به سفالوسپورين مقاومت

را از خود نشان دادند كه بـا  ) سفتازيديم و سفترياكسون
هـا تأييـد    هـاي تكميلـي فعاليـت بتالاكتامـازي آن     تست

هــا در   هايــن ايزولــ MICنتــايج ســروتايپينگ و . گرديــد
هـا   بررسـي ژنـوتيپي نمونـه   . آورده شده است 1جدول 

 blaTEMو  blaCTXها حامل ژن  نمونه ي نشان داد كه كليه
  .اي يافت نشد در هيچ نمونه blaSHVو ژن  ندبود

 ـ نشـان داد كـه    هـا  هبررسي الگوي پلاسميدي ايزول
 55 و بالاتر از كيلو 7/3هايي با وزن مولكولي  پلاسميد

 همچنـين . بـود هـا موجـود    سـويه  ي در همـه  لو بازكي
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  هاي مولد بتالاكتاماز سويه) MIC )Minimal inhibitory concentrationsنتايج سروتايپينگ و . 1جدول 

  يپاسروت  سويه
MIC  

 )ليتر ميلي در ميكروگرم(
CRO  CP CTX/CLV CTX CAZ/CLV CAZ 

60  S. infantis  1024 512 1 1024  2  128  
6  S. havana  1024 1024 1 1024  2  128  

61  S. typhimurium  5125 128 1 512  2  128  
202  S. enteritidis  1024 1024 1 1024  2  128  

70-A S. infantis  1024 1024 1 1024  2  128  
41  S. bredeny  256 128 2 256  2  128  
42  S. infantis  1024 1024 2 1024  2  128  

CAZ; Ceftazidime                           CAZ-CLV: Ceftazidime-Clavulanic acid 
CTX; Cefotaxime                            CTX-CLV: Cefotaxime-Clavulanic acid 
CP: Cephalothin. CRP:Ceftriaxone 

 
هـاي پلاسـميدي اسـتخراج     روي نمونـه  PCR ي نتيجه

كـه   بـود بـود و بيـانگر آن    DNA شده نيز مشابه نتايج
هـا   اين نمونه در) blaCTXو  blaTEM( هاي بتالاكتاماز ژن

  .بر روي پلاسميد كد شده است
در  Bradfordهـا بـر اسـاس آزمـون      مقدار پروتئين

 42و  70A- ،60 ،61 ،4-202 ،41 ي شـماره ي  ها ويهس
 400و  250، 350، 375، 250، 350معـادل  به ترتيـب  

  .به دست آمد ليتر گرم در ميلي ميلي
هاي تحت مطالعـه در بررسـي فعاليـت     نمونه ي كليه

سـيلين، سـفالوتين و    پنـي  ي بيولوژيك، توانـايي تجزيـه  
ر بـه تجزيـه   امـا قـاد   ،سفوتاكسيم را از خود نشان دادند

عـدم رشـد در بيشـتر     ي هالـه   قطـر . سفتازيديم نبودنـد 
 .بود متر ميلي 30- 32 ها مشابه يكديگر و در حدود نمونه

ــويه  ــين س ــد  در ب ــاي مول ــويه ،ESBL ه ــاي  س   ه
 60 ي به ترتيب بيشترين فعاليت و سـويه  41و  61 ،42

 ي كمترين فعاليت را در تست اسپكتروفتومتري تجزيـه 
با توجـه بـه ايـن    . از خود نشان دادندها  سفالوسپورين
ها بهتر از  بيوتيك سفالوتين توسط اين آنزيم نتايج، آنتي

كـه هـيچ فعـاليتي     در حالي ،سفوتاكسيم تجزيه گرديد
 ي اين يافته تأييد كننـده . روي سفتازيديم مشاهده نشد

 .از آزمون فعاليت بيولوژيك اسـت دست آمده ه بنتايج 
بـه ترتيـب بـا     41و  61، 42 ي ها در اين بررسي سويه

بيشـترين  در دقيقـه   81/6و  97/13، 4/14فعاليتي برابر 
كمتـرين  در دقيقه  98/0 با فعاليتي معادل 60 ي و سويه

سـفالوتين بـه خـود اختصـاص      ي مقدار را در تجزيـه 
هـاي مـذكور بـه     سفوتاكسيم نيـز توسـط سـويه    .دادند

 و 23/3، 77/4 ترتيب قيد شده در بالا با فعـاليتي معـادل  
ــه  61/2 ــد در دقيق ــدروليز ش ــت در  . هي ــرين فعالي كمت

سـيلين   پني. بوددر دقيقه  86/0 با مقدار برابر 60 ي سويه
و  42 ي توسط سويه) در دقيقه 26/8( با بيشترين فعاليت
 202- 4 ي بـا ســويه  )در دقيقــه 97/0( كمتـرين فعاليـت  

سـيلين   بيوتيك پني سرعت تجزيه در آنتي. هيدروليز شد
ايـن در  . هـا بـود   تب بيشتر از ساير آنتـي بيوتيـك  به مرا
بيوتيك سفتازيديم توسط هيچ يـك از   كه آنتي بود حالي
  .ها هيدروليز نگرديد هسوي

هاي يـدومتري   مشابه روش اسپكتروفتومتري، تست
ــان دا    ــود نش ــوجهي را از خ ــل ت ــايج قاب ــز نت ــني   د دن

رنــگ شــدن  در ايــن روش ســرعت بــي). 2جــدول (
ــد ــا  نشاســته  -مخلــوط ي در واحــد زمــان متناســب ب
بين  در طول موج جذبي و استبيوتيك  هيدروليز آنتي
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غير هيدروليزي متفـاوت  هاي هيدروليز شده و  بتالاكتام
  .)25(است 
  

 )U(هاي مولد بتالاكتامـاز   سويه فعاليت آنزيمي ميزان .2جدول 
  نانومتر 620روش يدومتري و تغييرات جذب نوري در طول موج  اب

سفتازيديمسفوتاكسيمسفالوتين Gسيلين  پني نمونه
70-A 059/0 040/0 031/0 005/0 

6 062/0 048/0 040/0 009/0 

60 056/0 020/0 020/0 010/0 

4-202 058/0 033/0 030/0 008/0 

61 058/0 055/0 050/0 008/0 

41 056/0 050/0 046/0 013/0 

42 058/0 054/0 062/0 016/0 

  
 61، 42هـاي   بر اساس اين روش سفالوتين توسط سويه

كمترين ميزان فعاليت در  .به سرعت تجزيه گرديد 41 و
 ايج حاصـل از نت ـ. مشاهده شـد  202- 4 و 60هاي   هسوي

بـه   ؛هيدروليز سفوتاكسيم نيز مشابه تجزيه سفالوتين بود
فعاليـت  بيشترين ميزان  41و  61، 42 ي كه سويه طوري

 6، 202- 4، 60 هـاي  كمترين فعاليت به سويه .را داشتند
  .تعلق داشت A- 70و 

هاي موجود   هي توسط سوييسفتازيديم به مقدار جز
  و  42هـاي   به سـويه  فعاليت بيشترين ميزان. تجزيه شد

هـا بـه ترتيـب فعاليـت       هسـاير سـوي  . تعلق داشـت  41
ــدبود 202-4و  A ،6 ،60 ،61-70 آنزيمــي ــن در . ن اي

فعاليـت بـالاتري را در بـين     61 ي كه سـويه بود  حالي
 ها داشت ساير سفالوسپورين ي ها در تجزيه  هساير نمون

  .)2جدول ( 
را در طي دو سيلين  پني ،هاي مولد بتالاكتاماز ايزوله

 در فاز اوليه به سرعت شيب نمـودار  .فاز تجزيه كردند
در واحد زمان كاهش يافت و سپس بـه حالـت خطـي    

 ي متوسط اين مقدار براي كليـه  ).1 نمودار(شد تبديل 
 U هـا در حـدود   ها نزديك به هـم و ميـانگين آن   نمونه
  .بود 058/0

  
  بحث

يكـي از   هاي مولد اسهال حاد، سالمونلا در بين باكتري
بـر اسـاس   . شـود  محسوب مي ترين عوامل پاتوژن مهم

ها، انتخاب داروي مناسـب   پيشنهاد مركز كنترل بيماري
هـاي   جهت درمان سـالمونلوز بايـد بـر اسـاس تسـت     

گيـر   چه اين روش وقت اگر. حساسيت ميكروبي باشد
بيوتيـك مناسـب بـراي     اما شناسايي دقيـق آنتـي   ،است

رويي و هم از نظر باليني، از ساختار دا بيمار هم از نظر
  ميكروبي و متعاقـب   ي هاي مقاوم در جامعه بروز سويه

  

 
  هاي مولد بتالاكتاماز روش يدومتري توسط سويه در )مولار ميلي 125( سيلين پني ي تجزيه .1 نمودار
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درماني در جامعـه   هاي مير و هزينه آن افزايش مرگ و
ــي  ــل مـ ــه عمـ ــوگيري بـ ــاي  ).26(آورد  جلـ داروهـ

سفالوسپوريني از جمله داروهايي هستند كه در تجويز 
امـروزه بــروز  . و مصـرف آن بايـد دقــت نظـر داشــت   

ها در سراسر جهان  بيوتيك به اين گروه از آنتي مقاومت
 ي هاي كد كننـده  جا كه ژن مشاهده شده است و از آن

وباكترياسـه بـر   انتر ي هـا در خـانواده   ماين نوع از آنـزي 
رو قابليـت انتقـال در    از ايـن  ،روي پلاسميد قرار دارند

  ).27(هاي مختلف را دارا هستند  بين جنس
سـالمونلاي تحـت مطالعـه،     ي ايزولـه  174در بين 

ييدي بـه عنـوان   أهاي ت با تست) درصد 4(هفت سويه 
در . هاي مولـد بتالاكتامـاز تشـخيص داده شـدند     ايزوله
 123و  287هاي منطقه نظير عربسـتان و كويـت    كشور

نمونه سالمونلا مورد بررسي قرار گرفت كه به ترتيـب  
هـاي نسـل سـوم     بـه سفالوسـپورين   درصد 4/3و  2/4

برابري مقاومـت بـه    5اين مقدار، افزايش . مقاوم بودند
بـه تحقيـق مشـابه در سـال      نسبتها را  ينسفالوسپور

 ي نتيجـه  ي اين نتايج تأييد كننـده ). 12( دادنشان 1998
تحقيق اخير در ايران و افزايش مقاومت سفالوسپوريني 

 1386در سالمونلا نسبت به مطالعات گذشته در سـال  
  ).28(باشد  مي

هــاي  نتــايج حاصــل از تشــخيص مولكــولي ژن   
رنجبـر و   ي ها بـا نتـايج مطالعـه    بتالاكتاماز در اين نمونه

 هـا ژن  سويه ي كه در كليه به طوري ؛همكاران مشابه بود
blaCTX  وblaTEM تنــوع الگــوي ). 16( ندشناســايي شــد

هاي   هزير گون ي هاي مختلف و مقايسه پلاسميدي ايزوله
هاي مقاومتي  تحت مطالعه ارتباطي را با توجه به فنوتيپ

  . دادندنشان ن هاي آنزيمي يا فعاليت
از نتايج قابل تأمل در ايـن بررسـي ارتبـاط مقـادير     

بـه   ؛پروتئين استخراج شده با ميزان فعاليت آنزيم است

 هـايي بـا مقـادير بـالاي پـروتئين      كه در نمونـه  طوري
در مقايسـه بـا    )-70Aو  6 ي هاي شـماره  مشابه سويه(

فعاليت بتالاكتامـازي   ،61و  42، 41 ي شماره هاي سويه
هاي يدومتري و اسپكتروفتومتري ديده  تستاندكي در 

هـاي   تواند به علت حضور كمتر آنزيم دليل آن مي. شد
ها و حضور بيش از حد سـاير   بتالاكتاماز، بيان اندك آن

هــا يــا رخــداد  هــاي ترشــحي در ايــن نمونــه پــروتئين
هـا   ايـن سـويه   موتاسيون ژني مؤثر در فعاليت آنزيمـي 

  .تئوم باشدبدون توجه به مقدار توليدي پرو
هـا در روش يـدومتري مشـابه     نمونـه  بررسي آنزيمي

 ي كه كليه به طوري ،)25( بود Nordstrom و Sykesنتايج 
ند سيلين را به سرعت در فاز اوليه تجزيه كرد ها پني نمونه

سرعت  ،آمد و در فاز دوم كه نمودار به صورت خطي در
هـا   ساير سفالوسـپورين  .ثابت باقي ماند به تقريبتجزيه 

هـا رونـد    و جـذب نـوري مخلـوط    ندكندتر تجزيه شـد 
  ).1 نمودار(كاهشي تدريجي را نشان دادند 

ــايج  ــير نت ــده تفس ــه دســت آم ــام  ب ــروتئين ت از پ
هـاي مـورد بررسـي در ايـن مطالعـه در مـورد        باكتري

ها، تنـوع طيـف اثـر سوبسـتراهاي ايـن       سفالوسپورين
  .ها نشان داد ها را در بين آن آنزيم

ــيع بتالاكتام ــاي وس ــه  ازه ــايي تجزي ــف توان  ي الطي
هــا را  بتالاكتــام در سفالوســپورين ي هــاي حلقــه پيونــد
در مورد ايـن داروهـا،    كاهش سرعت هيدروليز. دارند

حاضـر در   ي از مطالعـه دست آمـده  ه ببر اساس نتايج 
كه مربوط به سـاختار   سيلين، در صورتي مقايسه با پني

 ـ تواند مربوط به خود آنزيم نباشد، مي وجـود آمـدن   ه ب
هـا   سفالوسـپورين  ي حاصل از تجزيه تركيبات ناپايدار

ــه طــوري ؛باشــد ــي  ب ــه ســرعت ب رنــگ شــدن در  ك
ــپورين ــريع  سفالوسـ ــيار سـ ــاده بسـ ــر از  هـــاي سـ تـ

نتـايج حاصـل از ايـن    . بود تر هاي پيچيده سفالوسپوري
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گـري   روش مؤيد مزيت روش يدومتري جهت غربـال 
ــت ــرا  ؛اس ــادي  چ ــه مق ــبت ب ــريع و نس ــه س ــم ك ر ك

تـوان در   و از آن مي استبتالاكتامازهاي فعال حساس 
  ). 25(كشت ميكروبي نيز استفاده كرد 

فعاليت  نتايج اين مطالعه در مورد بررسي بيولوژيك
هاي  و همكاران بر روي نمونه Pirizآنزيم، مشابه نتايج 

ايـن روش بـراي بررسـي انـواع     ). 29(باكتروئيدز بود 
ــازي   ــت بتالاكتام ــاز مقاوم ــم از متالوبتالاكتام ــا،  اع ه

  .ها قابل انجام استESBLها و  كرباپنماز
بررســي  شــيب نمــودار معــرف فعاليــت آنــزيم در

تفاوت در ايـن مقـادير   . ها است اسپكتروفتومتري سويه
مختلـف آنـزيم    هـاي  نـوع تواند به دليل تفـاوت در   مي

هـا، شناسـايي دقيـق     باشد كه لزوم بررسي بيشتر سويه
هـاي موجـود را ايجـاب     تعيين توالي آنـزيم ها و  آنزيم
ي ي ـهـا فعاليـت جز   نمونـه  ي جا كه كليه از آن. كند مي

تـوان بـه بيـان بيشـتر ژن      روي سفتازيديم داشتند، مـي 
blaCTX چرا كـه فعاليـت    ؛ها توجه داشت در اين سويه

). 30(آن روي سفوتاكسيم بيشتر از سـفتازيديم اسـت   
 و Hallبـا نتـايج   نتايج حاصل از بررسي تحقيق اخيـر  

و نيــز ) 31(هــاي ســودوموناس  ســويه رويهمكــاران 
Citri يكـي از   .)32(داشت اندكي مغايرت  و همكاران

توان تفاوت در باكتري مورد مطالعـه و   دلايل آن را مي
هـا   بـاكتري  هاي رايج مقاومت در اين دسته از مكانيسم

هاي پـوريني و وجـود    و يا پمپ Efflux-pumpشامل 
بررسـي الگـوي   . مكانيسم مقاومتي بيان كـرد  توأم چند

هـاي   بتالاكتامـاز ي بيان و تعيـين ميـزان فعاليـت آنزيم ـ   
هاي باليني در مقايسه با الگوهاي ژنـي مقاومـت    ايزوله

تواند به عنـوان راهكـاري جهـت هدفمنـد      دارويي مي
هـا بـه    سازي تجويزهاي دارويي و مصـارف بـاليني آن  

ــويه  ــروز س ــوگيري از ب ــور جل ــا منظ ــد در ه ي توانمن
سطوح بالاي داروهاي مـؤثر، در نظـر گرفتـه     ي تجزيه
هـا در سـطح    هر چه بيشتر ايـن آنـزيم   ي مطالعه. شود

هـايي همچـون    مـورد بـاكتري   عملكردي بـه ويـژه در  
  .نمايد سالمونلا ضروري مي

 
  و قدرداني تشكر

نويسندگان اين مقاله مراتب سپاس و قـدرداني خـود را   
كز تحقيقات گوارش و كبد كـه در  همكاران مر ي از كليه

انجام ايـن مطالعـه نهايـت همكـاري را داشـتند، اعـلام       
 و مـالي  منـابع  ي كليـه  كـه  اسـت  ذكر به لازم. دارند مي

 كبـد  و گوارش تحقيقات مركز توسط طرح اين اعتباري
  .است گرديده تأمين بهشتي شهيد پزشكي علوم دانشگاه
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Abstract 

Background: Beta lactamase enzymes are the most important agents involved in promoting 
antimicrobial resistance patterns in bacteria. The aim of the present study was to investigate probable 
roles of enzyme activity divergence in production of different phenotypic resistance patterns among 
extended-spectrum beta lactamase (ESBL) producing Salmonella clinical isolates.  

Methods: Detection of ESBLs-related phenotypes was performed by initial screening and specific 
tests among 174 Salmonella isolates through disk diffusion, and combined disk and minimal inhibitory 
concentrations (MIC) methods. Polymerase chain reaction (PCR) was used to identify blaTEM, blaCTX, 
and blaSHV on both chromosomal and plasmid DNA extracts. The enzymatic activity of each isolate 
was determined by iodometric, biological, and spectrophotometric assays on crude protein extracts in 
the presence of a specific substrate. 

Findings: The frequency of ESBL producing isolates was 4%. MIC values for isolates showed 
differences at higher cephalosporin concentrations. All isolates were negative for blaSHV, but were 
carriers of blaTEM and blaCTX genes on their plasmids. The enzyme activities on cephalosporins were 
diverse at constant concentration of protein extracts.  
Conclusion: Diverse expression levels of ESBLs among beta-lactamase producing isolates could 
explain their different hydrolytic activities. Probable diversity among beta- lactamase subfamily 
members, existence and expression of more than one gene, and involvement of other resistant 
mechanisms can explain resistant phenotype variations in these bacteria. 

Keywords: Beta-lactamase activity, Salmonella, Antimicrobial resistance 
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