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هاي گرم منفي مقاوم به كارباپنم و تعيين الگوي  هاي كارباپنماز در باكتري بررسي فنوتيپي و ژنوتيپي ژن

  ها بيوتيكي آن مقاومت آنتي

  
  3يفرشته شاهچراغ ،2حمزه غفارزاده ،1حميد سلگي

  
  

  چكيده

ترين  گيرند. مهم هاي گرم منفي مورد استفاده قرار مي هاي ايجاد شده توسط باكتري هاي كارباپنم اغلب به عنوان آخرين خط درماني براي عفونت بيوتيك آنتي مقدمه:

هاي گرم منفي  بيوتيكي و شناسايي باكتري گوي مقاومت آنتيباشد. هدف از انجام اين مطالعه، تعيين ال هاي كارباپنماز مي ها توليد آنزيم مكانيسم مقاومت به كارباپنم

  .هاي باليني بود مولد كارباپنماز در ايزوله

حساسيت هاي  آزمايش جداسازي گرديد.در دو بيمارستان شهر تهران  1391-92هاي  در سالباكتري گرم منفي  ي باليني ايزوله 134 ،در اين مطالعه ها: روش

   و) Modified Hodge test )MHT فنوتيپي آزمايشاز دو  ،بيوتيك تعيين گرديد. سپس آنتي 11 از روش ديسك ديفيوژن براي بيوتيكي با استفاده آنتي

Double-disk synergy test )DDST ( كارباپنمازهاهاي  ژنجهت بررسي توليد )blaVIMI,II، blaSPM ،blaGES، blaNDM، blaKPC، blaOXA-48  وblaIMP-1( 

 .) مورد شناسايي قرار گرفتندPolymerase chain reaction )PCRهاي مقاومت با استفاده از روش  . در نهايت، ژناستفاده گرديد

، Acinetobacter baumannii ي يزولها Klebsiella pneumoniae ،18 ي يزولها Escherichia coli، 35 ي يزولها 52جدا شده شامل  هاي يزولها ها: يافته

 Enterobacter cloacae ي ايزوله 2و  Proteus mirabilis ي ايزوله Citrobacter freundii ،2 ي ايزوله Pseudomonas aeruginosa ،6 ي ايزوله 19

مشاهده گرديد. درصد)  100( نآميكاسي و ، آزترئونام، كانامايسينسفتازيديم ،هاي ارتاپنم، سفوتاكسيم بيوتيك بيشترين ميزان مقاومت به آنتيها،  در اين باكتري .بودند

، Klebsiella pneumoniaeسويه ( 4تنها  نشان داد كه PCRنتايج  مثبت بودند. MHT، ايزوله 17 مثبت و DDST،  ايزوله 44فنوتيپي نشان داد كه  هاي آزمايش

Escherichia coli ،Citrobacter freundii  وAcinetobacter baumannii( داراي ژن  ،هاي مورد بررسي ايزولهاز درصد  9/2 معادلblaIMP-1 بودند. 

 Acinetobacter baumanniiو  Klebsiella pneumoniae ،Escherichia coli ،Citrobacter freundiiدر  blaIMP-1با توجه به وجود ژن  گيري: نتيجه

تواند نقش مهمي در  ها مي ها، شناسايي سريع اين ژن ها در بيمارستان با توجه به اهميت اين سويه ،هاي ديگر و همچنين ها به باكتري امكان انتقال افقي اين ژن و

  .باشد داشته ها كنترل و درمان اين باكتري

  Polymerase chain reactionهاي گرم منفي،  بيوتيكي، باكتري كارباپنماز، مقاومت آنتي واژگان كليدي:

  

هاي گرم منفي مقاوم به كارباپنم و  هاي كارباپنماز در باكتري بررسي فنوتيپي و ژنوتيپي ژن .فرشته يشاهچراغ حمزه،غفارزاده  سلگي حميد، ارجاع:

  1290-1296): 405( 34؛ 1395مجله دانشكده پزشكي اصفهان . ها بيوتيكي آن تعيين الگوي مقاومت آنتي

  

  مقدمه

باشند كه بـه   ها مي شامل گروه بزرگي از باكتري ،هاي گرم منفي باكتري

هـاي   باعـث ايجـاد عفونـت    طور وسيع در طبيعت پراكنـده هسـتند و  

سـمي و   خطرناكي مانند سيستيت، پيلونفريت، پنوموني، مننژيت، سپتي

هـا بـه    ربـاپنم امعرفي ك. شوند هاي مرتبط با وسايل پزشكي مي عفونت

هاي زيادي را در درمـان   پيشرفت ،عنوان نسل جديد داروهاي بتالاكتام

كه به ديگر داروهاي بتالاكتام  هاي گرم منفي هاي شديد باكتري عفونت

بتالاكتامازهـاي جديـد كـه    . )1-3( مقاوم بودند، به ارمغان آورده است

به باشند كه  كارباپنمازها مي شامل ،ها هستند بيانگر مقاومت به كارباپنم

از  كارباپنمـاز، هـاي   آنزيم. باشد ش ميها در حال افزاي شيوع آن تازگي،

هـاي بتالاكتـام در    بيوتيك ترين عوامل ايجاد مقاومت نسبت به آنتي مهم

  .)4-5( آيند به حساب مي هاي گرم منفي باكتري

 پژوهشي مقاله
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اند كـه بـه    هاي اخير شناسايي شده تعداد زيادي از كارباپنمازها در سال

و  KPC يــا A )Klebsiella pneumoniae carbapenemase گــروه 3

Guiana extended-spectrum β-lactamase   يـاGES ،(  گـروهB 

 ،VIM يـا  Verona integron-encoded β-lactamaseمتالوبتالاكتامازها (

Imipenemase  ــا ــا )IMP ،Sao Paulo metallo-β-lactamasesي  ي

SPM، New Delhi Metallo-beta-lactamase يــــا NDM  و

German imipenemase ــا ــروه ) و GIM يـ ــا  Dگـ بتالاكتامازهـ

)OXA48 (شوند  بندي مي دسته)3.(   

تخميـري ماننـد    هـاي غيـر   به طور عمده در بـاكتري  ،ها اين آنزيم

Acinetobacter baumannii  وPseudomonas aeruginosa 

ــين  ــد و همچن ــود دارن ــدا   Enterobacteriaceaeاز  ،وج ــز ج ــا ني ه

بـر   اثـر  دليـل  به، متالوبتالاكتامازها ي هاي توليد كننده شوند. باكتري مي

 هـاي  سفالوسـپورين  هـا،  سيلين پنينظير  ها بيوتيك آنتي از وسيعي طيف

 از، ونـام) ئمانند آزتر ها مونوباكتام استثناي ها (به و كارباپنم الطيف وسيع

روند. مطالعه  مي شمار به عفوني هاي يماريب درمان در عمده مشكلات

هـاي   هـا در بـين ايزولـه    تشخيص زودهنگام آنو  ها بر روي اين آنزيم

هـا از اهميـت بـالايي     آنبراي كنترل و جلـوگيري از گسـترش    باليني،

  برخوردار است.

ــه ــن مطالعــ ــت   ،ايــ ــزان مقاومــ ــين ميــ ــدف تعيــ ــا هــ بــ

Enterobacteriaceaeهاي گرم منفي غير تخميـري جـدا    و باكتري ها

كاربـاپنم و سـاير    هـاي  بيوتيـك  نسبت به آنتي بالينيهاي  شده از نمونه

ــي ــين بيوتيــك آنت ــان كارباپنمــا هــاي بررســي ژن ،هــا و همچن ز در مي

هاي امـام حسـين    هاي گرم منفي مقاوم به كارباپنم از بيمارستان باكتري

  .و لقمان حكيم انجام گرفت(ع) 

  

  ها روش

مقـاوم بـه    ي ايزولـه  134تعـداد   ،در ايـن مطالعـه  : نمونـه  يآور جمع

از بيمـاران بسـتري    1392تا مهر  1391 هاي خرداد در طي ماه كارباپنم

و لقمـان  (ع) هـاي امـام حسـين     شده و يا مراجعه كننده به بيمارسـتان 

هـاي بيوشـيميايي تشـخيص     با استفاده از آزمايشآوري و  حكيم جمع

  داده شدند.

هـاي جـدا    براي بررسي مقاومـت سـويه  : يكيوتيب يآنت تيحساس نييتع

 Kirby-Bauerها، از روش ديسـك ديفيـوژن    بيوتيك شده نسبت به آنتي

هاي جدا شـده نسـبت    بيوتيكي سويه استفاده گرديد. الگوي مقاومت آنتي

سفوتاكسـيم، سـفتازيديم، آزترونـام، ارتـاپنم،      هاي سفپيم، بيوتيك به آنتي

 - كانامايسين، سيپروفلوكساسـين، تريمتـوپريم   ايميپنم، مروپنم، آميكاسين،

، MASTكسـازول) (تهيـه شـده از شـركت     (كوتريمو سولفامتوكسازول

بـاليني  و  اسـتاندارد آزمايشـگاهي   ي انگليس) بر اساس راهنماي مؤسسه

)Clinical & Laboratory Standards Institute   يـاCLSI(   مـورد

ــت   ــرار گرف ــي ق ــه 5( بررس ــن مطالع ــويه ،). در اي ــتاندارد  ي از س اس

Escherichia coli 25922 ATCC ــه ــويه بـ ــوان سـ ــاهد ي عنـ    شـ

  استفاده گرديد.

ــا ــوت ييشناس ــا يپيفن  Double-disk synergy test: كارباپنمازه

)DDST(با روش  ،هاي مقاوم به كارباپنم : سويهDDST  با اسـتفاده از 

Ethylenediaminetetraacetic acid )EDTA(    ــار ــوان مه ــه عن ب

بـه منظـور    )Metallo-beta-lactamase )MBL هـاي  آنـزيم  ي كننده

ها مورد مطالعه قرار گرفتند. به اين صورت كـه   بررسي توليد اين آنزيم

 EDTA 5/0 ميكروليتـر  5 ي عـلاوه ه ب ايميپنمو  ايميپنمهاي  از ديسك

 Mueller-Hinton agarهـا در محـيط    مولار استفاده گرديد. ديسـك 

قـرار داده   McFarland 5/0كشت داده شده بـا بـاكتري بـا كـدورت     

گـراد، قطـر    سـانتي  ي درجـه  37در دماي  ،پس از انكوباسيون شدند و

 ي افـزايش هالـه   گيري شـد.  عدم رشد اطراف دو ديسك اندازه ي هاله

همـراه   ايميپنممتر در حضور ديسك  ميلي 7عدم رشد بيشتر يا مساوي 

مثبـت  آزمـايش  تنها، به عنـوان   ايميپنمدر مقايسه با ديسك  EDTAبا 

   ي . از ســـويه)6-7شـــد ( ا تلقـــي مـــيبـــراي وجـــود بتالاكتامازهـــ

Klebsiella pneumoniae AO-8053   ــوان ــه عن ــاهدب ــت  ش   مثب

  استفاده گرديد.

Modified Hodge test )MHT(اســتاندارد  ي : ابتــدا از ســويه

Escherichia coli 25922 ATCC  ــت   در  McFarland 5/0رقــ

 1:10بـه ميـزان    ،ليتر سالين تهيه گرديد. سوسپانسيون مورد نظر ميلي 3

ــپس  ــد و س ــق گردي ــيط    ،رقي ــر روي مح ــت ب ــورت يكنواخ ــه ص   ب

Mueller-Hinton  در مركـز پليـت    نيـز يك ديسك ارتـاپنم   وكشت

هـاي مـورد نظـر بـه صـورت يـك خـط         باكتري ،قرار داده شد. سپس

 ،ديسك كشت داده شـد و در نهايـت    ي پليت تا لبه ي مستقيم از كناره

گراد انكوبـه   سانتي ي درجه 37دماي  ساعت در 18-24پليت به مدت 

ساعت بـه صـورت يـك     18-24مثبت بعد از  MHT ي ايزوله گرديد.

ــه ــويه    ي هالـ ــبدري از سـ ــرگ شـ ــد بـ ــدم رشـ ــتاندارد  ي عـ   اسـ

Escherichia coli 25922 ATCC ي گردد. رشد سـويه  مشخص مي 

به سمت ديسك ارتاپنم به دليل مهار اثر  Escherichia coliاستاندارد 

  باشد. هاي مولد كارباپنماز مي توسط باكتري ،بيوتيك ارتاپنم آنتي

بـاكتري از   DNAجهـت اسـتخراج   : كارباپنمازهـا  يپيژنوت ييشناسا

كلنـي بـاكتري    3-4) استفاده گرديد. ابتدا Boilling( روش جوشاندن

آب ديـونيزه  ميكروليتـر   200و در شـد  از محيط كشت تـازه برداشـته   

و پـس از ورتكـس كـردن، سوسپانسـيون      گرديدداخل اپندورف حل 

 ،در نهايتشد. دقيقه در بندماري جوش قرار داده  10حاصل به مدت 

و از  شـد سـانتريفيوژ   g 10000دقيقه در دور  10ها به مدت  رفواپند

) Polymerase chain reaction )PCRم محلول رويي آنها براي انجا

  استفاده گرديد.به صورت تك 
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  هاكارباپنمازبراي شناسايي  )Polymerase chain reaction )PCRپرايمرهاي مورد استفاده در واكنش  .1 جدول

 رفرنس )bpاندازه ( (to3′′5)توالي نوكلئوتيدي پرايمر ژن
blaKPC KPC-F CTTGCTGCCGCTGTGCTG 489  17  

KPC-R GCAGGTTCCGGTTTTGTCTC 
blaGES GES-F ATGCGCTTCATTCACGCAC 640  18  

GES-R CTATTTGTCCGTGCTCAGG 
blaNDM NDM-F ACCGCCTGGACCGATGACCA 263  19 

NDM-R GCCAAAGTTGGGCGCGGTTG 
blaVIM1 VIM-F AGTGGTGAGTATCCGACA 261 20 

VIM-R ATGAAAGTGCGTGGAGAC 
blaIMP IMP-F ACCGCAGCAGAGTCTTTGCC 585 20 

IMP-R ACAACCAGTTTTGCCTTACC 
blaSPM SPM-F GCGTTTTGTTTGTTGCTC  786 20 

SPM-R TTGGGGATGTGAGACTAC 
blaoxa48 OXA-F TTGGTGGCATCGATTATCGG 743  20  

OXA-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 
  

مقاوم  هاي هاي بتالاكتاماز در نمونه براي شناسايي ژن PCRروش 

 DDSTيـا   MHTبه كارباپنم كه حـداقل يكـي از دو روش فنـوتيپي    

با اسـتفاده از پرايمرهـاي اختصاصـي و شـرايط      مثبت گزارش گرديد،

هـاي   چرخه). پس از اتمام 2 و 1هاي  موجود صورت پذيرفت (جدول

درصد آگارز بـرده شـد و    5/1روليتر از آن بر روي ژل يكم 3 ،دستگاه

  مــورد ارزيــابي  Gel documentation دســتگاه نتــايج آن بــه كمــك

  .قرار گرفت

  

  ها افتهي

 هـاي مختلـف در   هاي جدا شـده از نمونـه   درصد فراواني نسبي سويه

يشترين موارد جدا شده از تراشه و كمترين موارد ب .است آمده 1 شكل

  نخاعي مشاهده گرديد. -جدا شده از مايع مغزي

از بيمارستان لقمان حكـيم   جدا شده ي ايزوله 102 ،در اين مطالعه

ــامل  ــه 41شـــ ــه Escherichia coli ،29 ي ايزولـــ    ي ايزولـــ

Klebsiella pneumoniae ،15  ي ايزولـه Acinetobacter baumannii، 

ــه 11 ــه Pseudomonas aeruginosa ،2 ي ايزولــــ    ي ايزولــــ

Citrobacter freundii ،2 ي ايزوله Proteus mirabilis ،2  ي ايزولـه 

Enterobacter cloacae  ي جدا شده از بيمارسـتان امـام    ايزوله 32و

ــامل   ــين (ع) ش ــه 11حس ــه Escherichia coli ،6 ي ايزول  ي ايزول

Klebsiella pneumoniae ،3 ي ايزوله Acinetobacter baumannii ،

ــه 8 ــه 4 و Pseudomonas aeruginosa ي ايزولــــ    ي ايزولــــ

Citrobacter freundii  قرار گرفتند.مورد بررسي  

  

 هاكارباپنمازهاي  شرايط مورد استفاده براي شناسايي ژن .2 دولج

 ژن
تعداد 

  چرخه

 دناتوراسيون ي مرحله

  اوليه

 ي مرحله

  دناتوراسيون

ي  مرحله

  اتصال

ي  مرحله

  گسترش

ي  مرحله

  نهايي گسترش

blaKPC 30 94 درجه  

 دقيقه 5

  درجه 94

 دقيقه 1

  درجه 60

 ثانيه 40

  درجه 72

 ثانيه 45

  درجه 72

 دقيقه 3

blaGES 30 95 درجه  

 دقيقه 2

  درجه 95

 دقيقه 2

  درجه 60

 ثانيه 30

  درجه 72

 دقيقه 1

  درجه 72

 دقيقه 5

blaNDM 35 95 درجه  

 دقيقه 2

  درجه95

 ثانيه 30

  درجه 59

 ثانيه 30

  درجه 72

 دقيقه 1

  درجه 72

 دقيقه 10

blaVIM1 30 95 درجه  

 دقيقه 2

  درجه95

 دقيقه1

  درجه 58

 ثانيه 45

  درجه 72

 دقيقه 1

  درجه 72

 دقيقه 10

blaIMP 30 95 درجه  

 دقيقه 2

  درجه 95

 دقيقه 1

  درجه 58

 ثانيه 35

  درجه 72

 دقيقه 1

  درجه 72

 دقيقه 10

blaSPM 40 94 درجه  

 دقيقه 2

  درجه 94

 دقيقه 1

  درجه 55

 ثانيه 45

  درجه 72

 دقيقه 1

  درجه 72

 دقيقه 7

blaoxa48 35 95 درجه  

 دقيقه 2

  درجه 95

 دقيقه 1

  درجه 56

 ثانيه 45

  درجه 72

 دقيقه 1

  درجه 72

 دقيقه 7
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ايزوله شده بر حسب  بالينيهاي  درصد توزيع فراواني نسبي نمونه .1شكل 

  گيري محل نمونه

  

 ،بيشترين ميزان مقاومـت بيوگرام نشان داد كه  نتايج حاصل از آنتي

هاي ارتاپنم، سفوتاكسيم، سفتازيديم، آزترئونـام،   بيوتيك مربوط به آنتي

) و كمترين ميزان مقاومت مربوط درصد 100آميكاسين و كانامايسين (

  ).3 جدولد (وب درصد 88به ايميپنم 

  

  هاي مورد بررسي  بيوتيكي در سويه مقاومت آنتي درصد .3جدول 

  در اين مطالعه

  بيوتيك آنتي
  مقاوم هاي ايزوله

  تعداد (درصد)

  134) 100(  سفتازيديم

  133) 2/99(  سفپيم

  134) 100(  سفوتاكسيم

  118) 0/88(  ايميپنم

  125) 2/93(  مروپنم

  134) 100(  ارتاپنم

  125) 2/93(  سولفامتوكسازول/تريمتوپريم

  131) 7/97(  سيپروفلوكساسين

  134) 100(  آزترئونام

  134) 100(  آميكاسين

  134) 100(  كانامايسين

  

هاي مقـاوم بـه    بر روي تمام سويه MHTو  DDST هاي آزمايش

سويه جـواب مثبـت    17و  44به ترتيب تنها در  وارتاپنم انجام گرفت 

  ). 3و  2هاي  شكلمشاهده گرديد (

  PCR روش جينتا

، Klebsiella pneumoniaeي  سـويه  4تنها نشان داد كه  PCRنتايج 

Escherichia coli ،Citrobacter freundii و   

Acinetobacter baumannii هاي مـورد بررسـي داراي ژن   از ايزوله 

blaIMP-1 بودند.   

  

  
  )Double-disk synergy test )DDST آزمايشمثبت  ي نتيجه .2 شكل

  

از  Escherichia coliو  Klebsiella pneumoniaهـاي   ايزولـه 

ادرار جـدا   تراشـه و  ي نمونـه بيمارستان لقمان حكيم و بـه ترتيـب از   

  و  Acinetobacter baumanniiهــــاي  ايزولــــه گرديدنــــد و

Citrobacter freundii بيمارستان امـام حسـين (ع) بـه ترتيـب از     از 

شـدند؛ در   ادرار بيماران بسـتري شـده جداسـازي    تراشه و هاي نمونه

 ،blaVIMI,II، blaSPM ،blaGESهـاي   ژنفاقـد   ،ها تمامي سويهحالي كه 

blaNDM، blaKPC  وblaOXA-48 ــد ــل از   .بودن ــايج حاص ــين، نت همچن

  .را تأييد كرد سويه 4ر اين د blaIMP-1 ژنيابي نيز صحت وجود  توالي

  

 
 مثبت شاهدو هاي مجهول  به همراه نمونه MHT روش .3شكل 

:a م، ديسك ارتاپنb :استاندارد ي سويه Escherichia coli 25922 ATCC  حساس

  مثبت  : شاهدd، مجهول ي : نمونهcز، به كارباپنما

)Klebsiella pneumoniae AO-8053(  

  

  بحث

 بيمــارستان امـام   مربوط به ي جدا شده ي سويـه 32از  ،در اين مطالعه
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 مربـوط بـه   ي جدا شده ي سويه 102و از  درصد 8/96 (ع) حســــين

هـاي مـورد    بيوتيك آنتي ي به همه درصد 2/86 ،بيمارستان لقمان حكيم

دست آمده در ايـن مطالعـه بـا    ه نتايج ب ي مقايسه استفاده مقاوم بودند.

ها نسبت بـه   نشان از افزايش ميزان مقاومت اين باكتري ،مطالعات قبلي

هاي جـدا شـده از بيمـاران مراجعـه      هاي مختلف از سوش بيوتيك آنتي

  ).8-13باشد ( به بيمارستان مي كننده

هاي متالوبتالاكتامازها شيوع بيشتري در  در بين كارباپنمازها، آنزيم

). بنـابراين، شناسـايي آزمايشـگاهي ايـن     4-15سراسر جهـان دارنـد (  

تواند نقـش بسـيار مهمـي در درمـان بيمـاران عفـوني بـا         ها، مي آنزيم

، DDSTو  MHTش هـا داشـته باشـد. رو    هاي مولد اين آنزيم باكتري

باشـند كـه هـر دو     دو روش فنوتيپي براي شناسـايي كارباپنمازهـا مـي   

هـاي   باشـند. از مزيـت   روش، به آساني در آزمايشگاه قابل استفاده مـي 

و  Aهـاي گـروه    توان به شناسـايي آنـزيم   ، ميMHTمهم ديگر روش 

متالوبتالاكتامازها و همچنين امكان آزمايش چندين سـويه بـر    Bگروه 

  يك پليت اشاره نمود. روي

سـويه بـه    17سـويه و   44 ،هـا  هاي مقاوم به كارباپنم از بين سويه

 نـد مثبت بود MHTو  EDTA ي كننده نسبت به مهار DDSTترتيب 

 كارباپنمـاز از نظـر فنـوتيپي داراي آنـزيم     ،ها داد اين سويه كه نشان مي

منفـي بـود كـه     DDSTو  MHTنتـايج   ،هـا  سويه ي باشند. در بقيه مي

هـا در ايـن    آن است كـه مقاومـت نسـبت بـه كاربـاپنم      ي نشان دهنده

و تغييـر   Efflux pomp نظيـر  يهاي ديگـر  مكانيسمبه علت  ،ها سويه

  باشد. پذيري غشا مي در نفوذ

ــايج  ي در مطالعـــه ــر، نتـ ــان داد كـــه PCRحاضـ ــا نشـ    4 تنهـ

ــويه   ، Klebsiella pneumoniae ،Escherichia coli ي ســـ

Citrobacter freundii  وAcinetobacter baumannii ،  ــداقل ــه ح ك

هـاي   از لحاظ وجود ژن DDSTو  MHTتوسط يكي از دو روش فنوتيپي 

در  ؛بودنـد  blaIMP-1مـورد تأييـد قـرار گرفتـه بودنـد، داراي ژن       كارباپنماز

  ها يافت نگرديد. هاي كارباپنماز در هيچ كدام از ايزوله حالي كه ساير ژن

بـر   هـاي تهـران   و همكاران در بيمارستان يشاهچراغ ي مطالعهدر 

) مقاوم به درصد 3/6نمونه ( 23، تعداد هاEnterobacteriaceaeروي 

 1/1نمونـه (  4) مقـاوم بـه ارتـاپنم و    درصـد  0/3( نمونـه  11مروپنم، 

 درصـد  88 ،حاضر ي در مطالعه). 16( پنم بودند ) مقاوم به ايميدرصد

و  Enterobacteriaceae ،Pseudomonas aeruginosaي هـا  سـويه 

Acinetobacter baumannii      امـر،  به ايميپنم مقـاوم بودنـد كـه ايـن

هـاي اخيـر نسـبت بـه      افزايش مقاومت دارويي در سال ي نشان دهنده

  .  باشد ها مي كارباپنم

ــه ــيعز ي در مطالعـ ــر روي  يمـ ــاران بـ ــه 28 و همكـ    ي ايزولـ

Klebsiella pneumonia ،هـاي   روشبـا اسـتفاده از    مقاوم به ايميپنم

MHT  وCarbaNP test  هـا، از لحـاظ    ايزولـه  كه تمـام مشخص شد

ــوتيپي مثبــت مــي ــن مطالعــه فن ــه 1 ،باشــند. در اي   و  VIM-4ي  ايزول

بـا اسـتفاده از روش مولكـولي گـزارش     مثبت  OXA-48ي  ايزوله 27

  ).17هده شد (مشا blaIMP-1ژن ي حاضر فقط  ، اما در مطالعهگرديد

 ـا يينهـا  يريگ جهينت آسـان   هـايي  روش DDSTو  MHTكـه   ني

هـــــاي مولـــــد كارباپنمـــــاز در  بـــــراي شناســـــايي بـــــاكتري

Enterobacteriaceae هــاي غيــر تخميــري ماننــد     هــا و بــاكتري

Pseudomonas  وAcinetobacter بنابراين، بـا توجـه بـه     د.نباش مي

هاي ايزولـه   شود كه براي تمامي سويه نتايج به دست آمده، پيشنهاد مي

هـاي كاربـاپنم    بيوتيـك  شده كه با روش ديسك ديفيوژن نسبت به آنتي

هـاي كارباپنمـاز    حساس هستند، بايد از نظر توليـد آنـزيم   مقاوم يا نيمه

بـا توجـه    ،همچنـين  زمان از چندين آزمايش فنوتيپي استفاده گردد. هم

ها، شناسـايي سـريع    در بيمارستان ي مولد كارباپنمازها به اهميت سويه

 داشـته  ها تواند نقش مهمي در كنترل و درمان اين باكتري ها مي اين ژن

هـاي   شود كه براي شناسـايي و تأييـد ژن   پيشنهاد ميدر نهايت،  .باشد

  .هاي مولكولي استفاده گردد آزمايشاز  ،كارباپنماز

  

  تشكر و قدرداني

ــروب     ــگاه ميك ــان آزمايش ــامي كاركن ــيله، از تم ــدين وس ــي  ب شناس

آوري  هاي لقمان حكيم و امام حسين (ع) تهران جهت جمع بيمارستان

شناسـي انسـتيتو پاسـتور ايـران      ها و همچنـين، بخـش ميكـروب    نمونه

 .گردد سپاسگزاري مي
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Abstract 
Background: Carbapenem antibiotics are often used as the last line of treatment for infections caused by 
resistant Gram-negative bacteria (GNB). The most important mechanism of resistance to carbapenems is 
production of carbapenemase. The prevalence of carbapenem-resistant Gram-negative bacteria is on the rise 
worldwide, posing a major public health threat. The aim of this study was to determine the antibiotic resistance 
patterns and to detect carbapenemase producing Gram-negative bacteria in clinical isolates.  

Methods: In this study, a total of 134 clinical isolates of Gram-negative bacteria were collected in Tehran city, 
Iran, during 2012-2013. Antimicrobial susceptibility testing was performed and resistance genes were 
characterized using polymerase chain reaction (PCR) amplification and sequencing. The modified Hodge test 
(MHT) and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) double-disk diffusion test (DDST) were performed for the 
screening carbapenemases. 

Findings: The number and frequency of isolated bacteria were as Escherichia coli 57 (42.5%), Klebsiella 
pneumonia 26 (19.4%), Acinetobacter spp 21 (15.6%), Pseudomonas aeruginosa 17 (12.6%), Citrobacter spp 8 
(5.9%), Proteus spp 3 (2.2%), and Enterobacter spp 2 (1.4%). These organisms showed the highest resistance to 
ertapenem, cefotaxime, aztreonam, ceftazidime, amikacin and kanamaycin (100%). Confirmatory tests showed 
that 44 isolates (32.8%) were DDST positive and 17 isolates (12.6%) were MHT positive. Most of MHT-
positive (41.17%) and DDST-positive (39.13%) isolates were Acinetobacter spp. The PCR based screening 
revealed the presence of the blaIMP-1 gene in 4 isolates. 

Conclusion: Owing to the presentation of blaIMP-1 gene in Klebsiella, Citrobacter, Acinetobacter and Escherichia 
coli and feasibility of horizontal gene transfer among bacteria, changing in antibiotic prescription policies is 
required. Due to the importance of Metallo beta lactamase producting strains in hospital, early identification 
could play an effective role in prevention and treatment of these isolates. 

Keywords: Carbapenemas, Antibiotic resistance, Gram negative bacteria, Polymerase chain reaction (PCR) 
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