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لوسیباسهاي سویهدر SHVblaو TEMbla،CTXblaي بتالاکتاماز هاتشخیص مولکولی ژن
زمایشگاهی: یک مطالعه آي شیر خام و پنیرهاجدا شده از نمونهسیلیسوبت

2پورآیدین عزیز،1مک قضائیسیا

12/4/97پذیرش مقاله:2/4/97دریافت اصلاحیه از نویسنده:25/11/96ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:30/6/96دریافت مقاله:

چکیده
براي سیستم ESBLs)lactamase;-β(Extended spectrumالطیفوسیعمولد بتالاکتامازيهاسویهزمینه و هدف:

نیز شده هابیوتیکآنتیافزایش مقاومت به سایر باعثهااین سویهعلاوه بر این،. جاد کرده استایبهداشتی مشکلات زیادي 
باسیلوسيهاسویهدرSHVblaوTEMbla،CTXblaبتالاکتامازيهاژنمولکولیاین مطالعه با هدف تعیین تشخیصلذا.است

انجام شد.پنیر وخامشیريهانمونهازشدهجداسوبتیلیس
بهمشکوكيهاداده شد. کلونیکشتتهیه ونمونه شیر خام و پنیر100تعدادمطالعه آزمایشگاهی،ایندر:هاواد و روشم

دیسک روشازبیوتیکیآنتیسنجش حساسیتشدند. برايهویتتعیینبیوشیمیاییيهاروشباسیلوس سوبتیلیس با
با ESBLsي هادر سویهSHVblaوTEMbla،CTXblaالطیفوسیعمازي بتالاکتاهاحضور ژنچنینهمشد. استفادهدیفیوژن

آنالیزبا استفاده از آزمون مجذور کاي هادادهمورد ارزیابی قرار گرفت. PCR(Polymerase chain reaction)استفاده از روش 
.شدگزارش آمار توصیفی (تعداد و درصد) صورتبهو 

بیوتیک اریترومایسـین  آنتیبتالاکتاماز بودند، مربوط به تولید آنزیمیی که قادر به هار ایزولهبالاترین میزان مقاومت د:هایافته
نمونه شیر 50از بود. ) درصد20/46(سفیکسیمو) درصد60/44سفوتاکسیم (بیوتیک آنتی) و کمترین مربوط به درصد75(

SHVژن ، نمونـه 3چنـین در  و هم)Cephotaximase(CTXژن ،نمونه16در،)TEM)Temoneiraژننمونه،21درخام، 

(Sulfhydryl-variable) حـاوي ژن  درصـد 94/45نمونـه ( 17نمونـه پنیـر،   50شناسایی شد. از (TEM ،13 ) 13/35نمونـه
شناسایی شد.SHV) ژندرصد40/5نمونه (2چنین در و همCTX) ژن درصد

ي بتالاکتاماز، به کارگیري هاتشخیص آنزیمجهتي فنوتیپیهااستفاده از روشدر کنار،نتایجبا توجه به گیري:نتیجه
رسد.مینظر امري ضروري بههاي مولکولی جهت تشخیص کامل این نوع مقاومتهاروش
BelaCTX، هابیوتیکآنتی، بتالاکتامازباسیلوس سوبتیلیس، شیر، ي کلیدي:هاواژه

رتمان میکروبیولوژي، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران استادیار دانشگاه محقق اردبیلی، دپا-1
ciamakghazaei@yahoo.com، پست الکترونیکی: 045- 33510811، دورنگار: 045- 33512081لفن: ت

، دپارتمان علوم دامی،دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایراناستادیار دانشگاه محقق اردبیلی-2
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مقدمه
Extended spectrum)ف الطیبتالاکتامازهاي وسیع

)ESBLslactamase;-β 1938اولین بار در سال

شناسایی و تعریف شدند و به طور کلی عبارتند از 

بتالاکتامازهایی که قادر به هیدرولیز و غیر فعال کردن 

سیلین، پنیي بتالاکتام رایج از قبیل هابیوتیکآنتی

ل نسيهانیسفالوسپورو هااکسی آمینو سفالوسپورین

م،یسفوتاکسدو، سه، آزترئونام، منوباکتام، ک،ی

باشد. اما میهاکارباپنمیحتومیدیسفتازاکسون،یسفتر

هاتوانند هیدرولیز کنند و اثر آنمیرا نهاسفامایسین

ي بتالاکتاماز از جمله کلاولانیک هاتوسط مهار کننده

يها]. ژن1شوند [میاسید، سولباکتام و تازوباکتام مهار 

TEMblaوCTXblaي هارمز کننده این دسته از آنزیم

TEMbla-و TEMbla ،2-TEMbla-1وسیع الطیف هستند. البته 

(Narrow spectrum)به طور استثناء طیف محدود 13

باشند میي مسئول بتالاکتامازها متنوع ها]. ژن2دارند [

توانند به صورت اولیه بر روي کروموزوم قرار داشته میو 

اشند و یا در سطح پلاسمید قرار گیرند. ب

بتالاکتامازها انواع مختلفی دارند که از آن جمله 

SHVنوع ي هاتوان به آنزیممی (Sulfhydryl-variable) ،

)(Pseudomonas extended resistantPER ،

Cefotaximase)(CTX ،)Temoneira(TEMوAmpC

lactamase)-β(Ampc] 3اشاره نمود.[

CTX-M(Cefotaximaseي هادر میان آنزیم

hydrolysing capabilities) در مقایسه با بقیه اعضاء بر

باشد. اولین میمؤثرهاتري از بتالاکتاموسیعطیف 

در آمریکاي لاتین و اروپاي شرقی CTX-Mي هااندمی

گزارش فراوانی از 2000گزارش شد، اما پس از سال 

چون یونان، ورهاي اروپاي غربی همگسترش این ژن به کش

فرانسه، انگلستان و اسپانیا و حتی از مغولستان گزارش شد 

را که مقاوم به سفوتاکسیم بوده و E.coliاي از ]. سویه4[

CTX-M-1مشاهده نشد را SHVو یا TEMخصوصیات 

گذاري کرده که فعالیت هیدرولیتیک بر علیه نام

].5سفوتاکسیم دارد [

SHVوTEMي هاالطیف تیپمازهاي وسیعبتالاکتا

باشند. در حال حاضر میي دخیل در بروز مقاومت هاآنزیم

ساب تیپ از 119و TEMساب تیپ متفاوت از 174

SHVگزارش شده است. آنزیمTEM اولینESBL

باشد که به طور وسیعی در خانواده میشناسایی شده 

ترین ایجانتروباکتریاسه گسترش یافته و به عنوان ر

شود که حتی به هموفیلیس میبتالاکتاماز شناخته 

آ انتقال یافته است. اکثر یسریا گنورهاآنفلولانزا و ن

) به واسطه جا SHVوTEMالطیف (بتالاکتامازهاي وسیع

به SVH-1و TEM-1,2به جایی در توالی آمینواسیدي 

در بسیاري از این SHVآیند. بتالاکتامازهاي میوجود 

ژن کد کننده این آنزیم بر روي کروموزوم قرار هاهسوی

دارد، اما با گذشت زمان این ژن وارد پلاسمید شده و از 

ي باکتریایی منتشر هااین طریق به راحتی در میان سویه

].6شده است [

ي هاارگانیسمنامناسب،تجربیيهادرمانپیدر

القاءبه وسیلهامراینکهشوندمیمقاومنیزحساس

یا وهابیوتیکآنتیکنندهفعالغیريهاآنزیمتشکیل

ي دیواره سلولی هاکانالکننده،کديهاژندرموتاسیون
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ازیا ي تراوشی وهاغشاء خارجی)، سیستميها(پورین

]. یکی از 7[گیردمیصورتپلاسمیديانتقالطریق

هابیوتیکآنتیي مقاومت به هامشکل سازترین مکانیسم

مولديهاباشد. باکتريمیطه با بتالاکتامازها در راب

باشند میافزایش بهروجدیديهاموتانایجادبابتالاکتاماز

ي هانوع مختلف بتالاکتاماز در نمونه400(تاکنون بیش از 

يهاجایی که ارگانیسماز آن].8- 9اند) [بالینی تعریف شده

درمانیلحاظازالطیفوسیعبتالاکتامازهايکنندهتولید

اخیر يهاسالهستند و به ویژه دربا اهمیتبسیار

جهانسراسردرهااین آنزیمکنندهتولیديهاباکتري

.]2[اند یافتهفراوانیشیوع

آلودگیبشريجوامعدرمهممشکلاتازیکیاز طرفی 

اینکهاستي مختلفهاغذایی به انواع باکتريمواد

شدهترگستردهبسیارجهانیتجمعافزایشبامشکلات

ي لبنی (پاستوریزه و هاو در این بین آلودگی فرآوردهاست

یا غیر پاستوریزه) به ویژه شیر و پنیر که از یک شرایط 

محیطی کاملاً مساعد براي رشد و تکثیر عوامل باکتریایی 

برخوردار هستند و از طرفی بخش عمده مصارف غذایی را 

ي مقاوم در برابر هاگیرند، به سویهمینیز در جامعه در بر 

بیوتیکی را به آنتی، خطر انتقال مقاومت هابیوتیکآنتی

دهد و میفلور باکتریایی روده مصرف کنندگان افزایش 

باید به عنوان یک عامل خطر بیشتر مورد توجه قرار گیرد. 

میکروبی،مقاومتمی دهندنشانمطالعاتکهگونههمان

موردبیماريمواردازشدهجدايهاريباکترويبراغلب

رويبرکمترموردایندروگرفته استقرارارزیابی

است شدهبررسیغذاییموادازشدهجدايهاباکتري

احتمالوموضوعاهمیتدلیلبهتحقیق مذکورلذا. ]10[

غذایی مواددرموجوديهاسویهطریقازمقاومتانتقال

بررسیباتاشد، طراحیهاسویهسایربه(فرآورده لبنی)

باسیلوس سوبتیلیسسویهبیوتیکیآنتیمقاومتپروفایل

مقاومتاینانتقالاحتمالي لبنی،هافرآوردهازشدهجدا

به تحقـیقاین گیرد.قراربررسیموردیزنهاسویهسایربه

در هابیوتیکآنتیموضوع مهم بهداشتی مقاومت نسبت به 

تحقیقو محتوايپردازدمیسوبتیلیس باکتري باسیلوس

ین لذا ا. پردازدمیي مرتبط با موضوع هابه اهمیت و نگرانی

يهاژنمولکولیمطالعه با هدف تعیین تشخیص

يهاسویهدرSHVblaوTEMbla،CTXblaبتالاکتاماز

وخامشیريهانمونهازشدهجداسوبتیلیسباسیلوس

پنیر صورت گرفت.

هاروشمواد و 
نمونه شیر 100در این پژوهش آزمایشگاهی، تعداد 

نمونه پنیر) از مراکز تهیه 50نمونه شیر + 50خام و پنیر (

ي لبنی در سطح شهرستان اردبیل در هاو توزیع فرآورده

هادر ابتدا نمونهدر شرایط آسپتیک تهیه شد.1395سال 

با ،ي رویشیهااسپورها و حذف سلولفظبه منظور ح

80دماي دقیقه در10ت نی سازي حرارتی به مدغروش 

سپس با استفاده از روش شدند.تیمارگرادسانتیدرجه

در آب مقطر هاي متوالی از نمونههاترق،تسریال رق

لیتر از هر یک از میلی1تهیه و میزان لاستری

].9شد [ریخته لاستریتحاصله در پلیيهاسوسپانسیون

ت نوترینت آگار تهیه و تحت محیط کشپس از آن

ساعت در 24شرایط استریل به پتریدیش اضافه و به مدت 

ي سفید هاکلنینگه داري شد. گرادسانتیدرجه 37دماي 
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- و حاشیهنسطحی خش،ايکرهبه کرم با قوام لمای،گرن

محیط منطقه اي در4ت رس انتخاب و طی کشضاي م

ازي شدند. به منظور جدا سازي نوترینت آگار خالص س

ي هاي باسیلوس سوبتیلیس، بررسیهاانحصاري سویه

) با استفاده شرکت زایس آلمانKF2مدل میکروسکوپی (

ي هاآمیزي گرم و مالاشیت گرین و تسترنگاز 

بیوشیمیایی شامل هیدرولیز لستین آزمون کاتالاز، تست 

نیترات ء، احیاایندول، متیل رد، استفاده ازسیترات، حرکت

ي گلوکز، آرابینوز، مانیتول و زیلوز انجام هاو تخمیر قند

].9، 11گرفت [

، در محیط هاجهت بررسی فعالیت پروتئولیتیک باکتري

(مرك آلمان) کشت Skim milk agarدرصد50کشت 

درجه 37ساعت در دماي 48تا 24داده و به مدت زمان 

طقه روشن در اطراف قرار گرفتند. وجود منگرادسانتی

کلنی در محیط کشت نشان دهنده پروتئولیز کننده بودن 

باکتري است. فعالیت لیپولیتیکی بودن باکتري با انجام 

بوتیرین آگار در دماي تريکشت باکتري در محیط کشت 

روز و بررسی وجود3به مدت زمان گرادسانتیدرجه 37

سی قرار گرفت ررله عدم رشد در اطراف کلنی مورد بها

رنگ با استفاده از ،باکتري]. جهت تأیید تشخیص11[

ي بیوشیمیایی هاتستوآمیزي گرم و مالاشیت گرین 

].12ي باکتري شد [هااقدام به شناسایی سویه

تست استفاده از باهابیوتیکی ایزولهآنتیالگوي مقاومت 

روش استاندارد بویر (–دیسک دیفیوژن به روش کربی

Clinical and)راساس پروتکلیسک در آگار) بانتشار د

laboratory tandard institue) CLSIنتایج پس تعیین و

(از خط له عدم رشدهاگیري قطراندازهساعت با18از 

مقایسه واستفاده شد) درصد100کش میلیمتري با دقت 

براي .]13- 14[شد ثبت خوانده ودسترس،جداول دربا

بیوتیکی کوتریموکسازول،آنتیي هاسکاین منظور از دی

سفوتاکسیم، جنتامایسین، اریترومایسین،کلوکساسیلین،

، تتراسایکلیناسترپتومایسین، آگومنتین، کلرامفنیکل،

سیلین و وانکومایسین (شرکت پنیسفیکسیم، پیپراسیلین،

Mast] 13- 14انگلستان) استفاده شد.[

باکتریاییونسوسپانسیصورت بود کهبدینکارمراحل

) 5/1× 810مک فارلند (5/0کدورت لوله معادلکدورتبا

باکتري تهیه شد، سپس به وسیله سوآپ استریل در 

محیط کشت جامد مولر هینتون آگار تلقیح گردید. با

محیط سطحدرهادیسکاستریلپنسیکازاستفاده

سانتی گراددرجه35حرارتدرپلیتداده شد.قرارکشت

برايگذاري شد.خانهگرمساعت24الی18به مدت 

عدملههاقطردقیق،کشخطیکازبا استفادهنتایجقرائت

اندازهمیلی مترحسببردیسکدر اطرافباکتريرشد

آنتی بهنسبتباکتريحساسیتمیزانوشدگرفته

].13-14بیوتیک گزارش شد [

باگستردهطیفبتالاکتامازيهاآنزیمشیوعبررسی

(Combination disk)دیسک ترکیبی ي فنوتیپیهاروش

(Double disk synergy)و روش دابل دیسک سینرژي

شامل ي ترکیبیهادیسکمطالعهایندر]. 2[شدانجام

- سیلینپنی)، P:30(میکروگرم سیلینپنیيهادیسک

،)، وانکومایسینP:10(میکروگرم اسیدکلاولانیک

)، V:30(میکروگرم اسیدکلاولانیک-وانکومایسین

(میکروگرم اسیدکلاولانیک-تتراسایکلین ،تتراسایکلین
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T:30 (ریداري شده از شرکتخMastانگلستان استفاده

].13-15[شد

مک 5/0سوسپانسیون باکتریایی (کدورت معادل لوله 

آگارهینتونرمولمحیطدراستریلفارلند)، با سوآپ 

- سیلینپنیسیلین،پنیيهادیسکوشدتلقیح

کلاولانیک-وانکومایسین،، وانکومایسیناسیدکلاولانیک

دراسیدکلاولانیک-، تتراسایکلین و تتراسایکلیناسید

گرمساعت24تا 18ازبعدنتایج. شددادهقرارمحیط

به.شدقرائتگرادسانتیدرجه37دمايدرگذاريخانه

اطرافدررشدعدملههاقطرکهموارديکهترتیباین

- ، وانکومایسیناسیدکلاولانیک- سیلینپنیدیسک

بیشاسیدکلاولانیک- تتراسایکلینیاواسیدکلاولانیک

سیلین، وانکومایسین و پنیبهنسبتمترمیلیپنجاز

لید عنوان سویه توبه،ه باشدداشتافزایشتتراسایکلین 

].13، 15[شدگرفتهنظردرESBLکننده 

ابتدا SHVblaوTEMbla،CTXblaي هاجهت جداسازي ژن

ي تولید کننده با استفاده از هاسویهمیتماDNAاستخراج 

که دو صورت بدین) انجام شد. Boilingروش جوشاندن (

یا سه کلنی از کشت بیست و چهار ساعته باکتري را در 

لیتر آب مقطر استریل حل کرده و سپس یلیم5/0

FG-WB22سوسپانسیون در بن ماري جوش (مدل 

دقیقه 10ساخت شرکت فن آزما گستر ایران) به مدت 

HS 18500قرار گرفت. در ادامه پس از سانتریفیوژ (مدل 

R ، به 13000ساخت شرکت فرزانه آرمان ایران) در دور

DNAوان دقیقه، از محلول رویی به عن10مدت 

(Deoxyribonucleic acid)] سپس 16الگو استفاده شد .[

به ترتیب از نظر حضور ESBLsي تولید کننده هاایزوله

PCRي با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی به روش هاژن

(Polymerase reaction chain) 1بررسی شدند (جدول.(

blaSHVوblaTEM،blaCTXياهژنPCRدر پرایمرهاي مورد استفاده - 1جدول

نام ژن شناسایی شدهتوالی توکلئوتیدينام پرایمرbpطول محصول

850TEMbla5'-GAGTATTCAACATTTCCGTGTC-3'TEM-A

TEMbla5'-TAATCAGTGAGGCACCTATCTC-3'TEM-B

220CTXbla5'-CGCTTTGCGATGTGCAG-3'CTX-A

CTXbla5'-ACCGCGATATCGTTGGT-3'CTX-B

230SHVbla5'-AAGATCCACTATCGCCAGCAG-3'SHV-A

SHVbla5'-ATTCAGTTCCGTTTCCCAGCGG-3'SHV-B

ــنش  ــم PCRواک ــد.   25در حج ــام ش ــر انج میکرولیت

ــنش   ــر واک ــامل PCRه ــول 200ش dNTP ،10میکروم

ــر،  ــر پرایمـ ــول از هـ ــی5/1پیکومـ ــر میلـ ــول در لیتـ مـ

2MgCL ،5/0  ــزیم ــد آنـ ــا50و Taqواحـ DNAنوگرم نـ

TEMbla،CTXblaي هــاباشــد. شــرایط تکثیــر ژنمــیالگــو 

بــا اســتفاده از دســتگاه ترمــال ســیکلر (ســاخت SHVblaو

ــا   ــور آمریکـ ــدول Applied biosystemsکشـ 2) در جـ

از نظـر حضـور   PCR). محصـولات  2آمده اسـت (جـدول   

ــاژن Rad-Bioي مــورد نظــر بــا انجــام الکتروفــورز (    ه

ــور  ــاخت کش ــاس ــ)آمریک ــار ب ــد1ر روي ژل آگ و درص
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bp100(Ladder Fermentase)حضــــور مــــارکر 

ــا       ــزي ب ــگ آمی ــس از رن ــوانی و پ ــور لیت ــول کش محص

].   17[مشاهده شدندUVاتیدیوم برماید نتایج با 

جهــت بررســی کنتــرل کیفــی آزمایشــات از ســویه      

بـــه عنـــوان  ATCC35218اســـتاندارد اشریشـــیاکلی  

ــت و  ــرل مثبـ ــرل کنتـ ــیاز کنتـ klebsiella(منفـ

pneumoniae ATCC 700603(   ــایج ــد. نت ــتفاده ش اس

کــاي بــه مجــذورآزمــونازاســتفادهبــه دســت آمــده بــا

ــزار   ــرم افـ ــک نـ ــخه SPSSکمـ ــاي 17نسـ و از آمارهـ

جـداول توزیـع فراوانـی، درصـد فراوانـی،      توصیفی شـامل  

ــی  ــی تجمع ــت و  درصــد فراوان ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس م

ودارها ارائه شدند.در جداول و نمهانتایج و داده
blaSHVوblaTEM،blaCTXي هاژنPCRشرایط انجام - 2جدول

زمان سانتی گراد)(درجه حرارت  مراحل ردیف
SHVbla CTXbla TEMbla SHVbla CTXbla TEMbla

دقیقه5 دقیقه3 دقیقه3 94 94 94 Initial
Denaturation

1
ثانیه45 ثانیه30 ثانیه30 94 94 94 Denaturation 2
دقیقه1 دقیقه1 دقیقه1 61 63 45 Annealing 3
دقیقه1 دقیقه1 دقیقه1 72 72 72 Extension 4
دقیقه10 دقیقه10 دقیقه10 72 72 72 Final extension 5

35 Cycle unmber 6

نتایج
ایزوله)50آوري شده شیر خام (یزوله جمعا100از کل 

ي لبنی هااز مراکز تهیه و توزیع فرآوردهه)ایزول50و پنیر (

ي باکتري با استفاده از هاو پس از شناسایی و تأیید سوش

نمونه شیر خام (غیر 50بیوشیمیایی، از بین يهاتست

باسیلوس) حاوي باکتريدرصد84ایزوله (42پاستوریزه) 

74ایزوله (37نمونه پنیر، 50سوبتیلیس بود و از بین 

چنین با سوبتیلیس بودند. همباسیلوس) حاويدرصد

بابتالاکتامازآنزیمبیوتیکیآنتیالگوي مقاومت بررسی 

به روش (ترکیبی)تست دیسک دیفیوژناستفاده از 

روش استاندارد انتشار دیسک در آگار) بویر (–کربی

) شیر درصد80/73ایزوله (CLSI،31راساس پروتکلب

ایزوله 25بودند و کتامازآنزیم بتالاخام قادر به تولید 

بودند.آنزیم بتالاکتاماز) پنیر قادر به تولید درصد56/67(

100نمونه بتالاکتاماز مثبت (56نتایج این تحقیق در 

دهد که بالاترین میزان مقاومت در مینمونه کل) نشان 

یی که قادر به تولید کردن آنزیم بتالاکتاماز بودند، هاایزوله

) و درصد75یوتیک اریترومایسین (بآنتیمربوط به 

سفوتاکسیم بیوتیک آنتیکمترین میزان مقاومت مربوط به 

است ) درصد20/46(سفیکسیمو) درصد60/44(

).3جدول(
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ایزوله هاي باسیلوس سوبتیلیس جدا شده از شیر خام و پنیرمثبت در ESBLدرصد مقاومت آنتی بیوتیکی - 3جدول 

یم
کس

یفی
س

ین
سیل

پرا
پی

ین
یس

وما
رپت

ست
ا

ین
یکل

راس
تت کلر

کل
فنی

ام

ین
منت

آگو

ین
یس

اما
جنت

یم
کس

وتا 
سف

ین
یس

وما
یتر

ار

ین
سیل

سا
لوک

ک

ازو
کس

مو
تری

کو
ل

20/46 56 20/54 70 20/54 56 20/46 60/44 75 66 50/62 باسیلوس 
سوبتیلیس

spectrum β lactamase)–ExtendedESBL (

12/50نمونه (21نمونه شیر خام مورد آزمایش، 50از

09/38نمونه (16بوده و در TEM) واجد ژن درصد

) درصد14/7نمونه (3و هم چنین در CTX) ژن درصد

نمونه پنیر مورد 50شناسایی شد. هم چنین از SHVژن 

) واجد درصد94/45نمونه (17آزمایش در این مطالعه، 

و CTX) ژن درصد13/35نمونه (13بوده و در TEMژن 

شناسایی SHV) ژن درصد40/5نمونه (2ن در چنیهم

) و 1ي شناسایی شده (شکل هاشد. نتایج ژن

داراي ارتباط TEMنشان داد که ژن هابیوتیکآنتی

). با >05/0Pبیوتیک اریترومایسین دارد (آنتیي با دارمعنی

بیوتیک آنتیوجود این ژن، مقاومت باکتري در برابر 

. باشدمیاریترومایسین بیشتر 

ي با دارمعنیارتباط CTXنتایج نشان داد که ژن 

). به عبارت دیگر وجود این <05/0Pندارد (هابیوتیکآنتی

ي مورد آزمایش باعث افزایش مقاومت هاژن در نمونه

ي دارمعنیبیوتیک نشده است. ارتباط آنتیباکتري در برابر 

مشاهده نشد هابیوتیکآنتیبا SHVنیز بین ژن 

)05/0P>(.

، به ترتیب از چپ به راست: Multiplex PCRنتایج -1شکل 
30و 29، 28، 27هاي شماره ، کنترل مثبت، نمونهbp100مارکر 

واجد 30و 28، 27، 26هاي شماره ، نمونهbp850:TEMواجد ژن 
واجد ژن 33و 31هاي شماره و نمونهbp220:CTX-Mژن 

bp230:SHV

بحث
مولاً نسبت به آزترئونام معESBLي مولد هاایزوله

ي بتالاکتام از جمله هابیوتیکآنتیباشند.میحساس 

ترین رایج، عوامل ضد میکروبی هستندکه هاسفالوسپورین

از زمانی ].18باشند [میي باکتریایی هادرمان براي عفونت

پدید آمدند، ESBLsي کد کننده هاکه پلاسمید

ا حد زیادي در هیدرولیز و غیر تهاي واجد آنهاارگانیسم

سیلین، پنیي بتالاکتام نظیر هابیوتیکآنتیفعال کردن 

]. تشخیص 19و آزترئونام موفق بودند [هاسفالوسپورین

روش خوبی جهت افتراق بین ESBLsفنوتیپی صحیح 

یی است که از دیگر هاو سویهESBLsي مولد هاسویه
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ي بتالاکتام هاکبیوتیآنتیجهت مقاومت به هامکانیسم

].20کنند [میاستفاده 

در ایران نسبت به سایر ESBLsاز نظر آماري شیوع 

باشد. یکی از میگیرتر کشورهاي جهان و حتی آسیا چشم

تواند استفاده بیش از حد و میمهم ترین دلایل آن 

ي هاناصحیح از داروهاي بتالاکتام مخصوصاً سفالوسپورین

توسط ر مطالعات انجام گرفته ]. د21الطیف باشد [وسیع

Imani Fooladi و همکاران میزان مقاومت به جنتامایسین

توان گفت که میزان مقاومت به میبود. درصد5/25

در کشورهاي توسعه یافته نسبت به هابیوتیکآنتی

تر ن سوم پایینکشورهاي در حال توسعه و کشورهاي جها

رسد به دلیل ظهور مینظر است. این آمار بالا به

و الگوي درمانی ESBLsي مقاوم غالب و مولد هاباکتري

الطیف در مواجهه با ي وسیعهاوابسته به سفالوسپورین

ي مولد بتالاکتامازهاي هامنجر به افزایش باکتريهابیماري

و Miraalamiدر مطالعه ].22الطیف گردیده است [وسیع

ي اشریشیاکلی از گروه هااز سویهدرصد89همکاران، 

شناسایی شدند. بر اساس ESBLي تولید کننده هاباکتري

ي هابیوتیکآنتیترین میزان مقاومت به این مطالعه بیش

5/94و درصد96سیلین و اریترومایسین به ترتیب با پنی

ي هابیوتیکآنتیترین میزان حساسیت به و بیشدرصد

فراوانی در درصد2/67پنم با میسیپروفلوکساسین و ای

]. 23ي اشریشیا کلی گزارش شد [هابین سویه

Tamberkarترین میزان مقاومت را نسبت و همکاران بیش

) درصد91) و کوتریماکسازول (درصد87به آمپی سیلین (

29و کمترین مقاومت را نسبت به نیتروفورانتوئین (

ي اشریشیا کلی گزارش کردند هاسویه)  در بین درصد

]23.[

و همکاران بر روي اشریشیا Tankhiwaleدر مطالعه 

82ترین مقاومت نسبت به کوتریماکسازول (کلی بیش

) و کمترین مقاومت درصد9/79) و آمپی سیلین (درصد

زوکسیم ) و سفتیدرصد38نسبت به نیتروفورانتوئین (

]. اختلاف مشاهده شده در 24) گزارش شد [درصد3/41(

این نتایج (نتایج مطالعات ذکر شده قبلی در ایران) با سایر 

بیوتیک، منطقه آنتیکشورها مربوط به الگوي مصرف 

جغرافیایی، تفاوت در الگوي مقاومت در مناطق مختلف و 

].17باشد [میبیوتیک در کشورمان آنتیمصرف بی رویه 

12/50نمونه (21خام مورد آزمایش، نمونه شیر 50از 

) ژن درصد09/38نمونه (TEM ،16) واجد ژن درصد

CTX ژن درصد14/7نمونه (3و در (SHV .شناسایی شد

) درصد94/45نمونه (17نمونه پنیر، 50چنین از هم

و در CTX) ژن درصد13/35نمونه (TEM ،13واجد ژن 

د. نقش ژن شناسایی شSHV) ژن درصد40/5نمونه (2

CTX-Mالطیف در وسیعدر مقاومت به بتالاکتامازهاي

. ]5[سالیان اخیر به طور روزافزونی در حال افزایش است 

اگرچه فراوانی آن در نقاط مختلف متفاوت است، ولی به 

ي هارسد که توزیع کلی آن به نسبت سایر ژنمینظر 

]. آنزیم بتالاکتاماز 25مسئول در حال افزایش باشد [

SHVچنین در عمدتاً در کلبسیلاهاي مقاوم و هم

آئروژینوزا و آسینتوباکتر دیده شده است سودوموناس

و همکاران در اتریش بر روي Eisner]. در مطالعه 26[

تولید کننده هااز اشریشیاکلیدرصدCTX-M ،58شیوع 

CTX-M] 27بودند .[Monstein و همکاران در تحقیقات
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را SHVو TEM ،CTX-Mي هاژنخود میزان جداسازي 

نمونه گزارش کردند، هم1نمونه و 2نمونه، 3به ترتیب 

و TEMچنین فراوانی هر سه ژن در یک نمونه و دو ژن 

CTX-M در مطالعه 28نمونه شناسایی گردید [13در .[

ي روده اي به هاي باکتريهااي که در ترکیه بر روي نمونه

، TEMشد، شیوع ژن دست آمده از بیمارستان انجام

که با نتایج مطالعه حاضر ]29[برآورد گردید درصد7/52

در مورد میزان حضور این ژن در شیر خام مطابقت دارد.

و همکاران جهت شناسایی ژن Shahcheraghiدر مطالعه 

SHVآئروژینوزا،ي اشریشیاکلی و سودوموناسهادر ایزوله

گزارش شد صددر28و درصد6شیوع این ژن به ترتیب 

]. در مطالعه 13خوانی دارد [که با نتیجه تحقیق حاضر هم

Hujerیی که از بیمارستانی در هاو همکاران بر روي نمونه

آمریکا بر روي سربازان عراقی و افغانستانی انجام شده بود، 

بودند و میزان TEMblaحاوي هادرصد از نمونه40

8/12ایین تر (مثبت در این مطالعه پTEMي هاایزوله

].30درصد) بود [

و همکاران در چین Jinکه توسط يگریددر مطالعه 

ي هامثبت در بین ایزولهTEMي هاانجام شد، میزان نمونه

درصد گزارش شد که در مقایسه با مطالعه  ما 5/81مقاوم 

و همکاران در Celenza]. بررسی 31بسیار بالاتر است [

CTXمثبت و TEMمیزان آمریکاي جنوبی نشان داد که 

]. در 32درصد بوده است [4/30و 1/26مثبت به ترتیب 

درصد 3/20در هند، Monalو Jainاي توسط مطالعه

TEMدرصد داراي ژن 4/48و SHVحاوي ژن هانمونه

که دلیل دهدمینشاننتایجاینمقایسه]. 33بودند [

تفاوت میزان شیوعبه جهتهااختلاف در آن

جداي باکتریاییهاسویهدرالطیفوسیعکتامازهايبتالا

ازکشوریکدرچنینو هممختلفکشورهايازشده

مسئلهاینکهباشدمیمتفاوتدیگرناحیه اي با ناحیه

عفونت، استفاده از کنترلسیستمبهبستگی

].34دارد [درمانیرژیموي مختلفهابیوتیکآنتی

ي مقاوم در برابر اهآلودگی مواد غذایی به سویه

بیوتیکی را به فلور آنتیخطر انتقال مقاومت هابیوتیکآنتی

دهد و باید به میباکتریایی روده  مصرف کنندگان افزایش 

عنوان یک عامل خطر بیشتر مورد توجه قرار گیرد. 

و اتخاذ تدابیر لازم هابیوتیکآنتیمدیریت صحیح مصرف 

تواند میي بهداشتی هادر رعایت استانداردهاي مراقبت

باعث جلوگیري از گسترش مقاومت به دیگر بیماران 

ترین ]. از مهم10بستري و یا وسایل بیمارستانی شود [

ي تحقیق، مشکلات مربوط به هاو چالشهامحدودیت

ي تولید کننده بتالاکتامازهاي وسیع هاتشخیص ایزوله

ي مختلف فنوتیپی، هاالطیف و استفاده از روش

هایایی و مولکولی است که هر کدام از این روشبیوشیم

]. از طرفی 35مزایا، مشکلات و معایب خاص خود را دارد [

هاي جدید فنوتیپی و مولکولی براي تشخیص اگرچه روش

نیاز به همیشهبتالاکتامازها مورد استفاده است، اما 

. هم چنین شناسایی تر استهاي مطمئن و سادهتست

و نیز بررسی هاي مولد این آنزیمهاهسریع و ردیابی سوی

مهم در درمان میتواند گامیي بتالاکتاماز هاسایر تیپ

تلقی شده و باعث جلوگیري از هاي ناشی از آنهاعفونت

ي هاشود انجام بررسیمیشود. لذا پیشنهاد هاگسترش آن

ي فنوتیپی در تشخیص این هامولکولی در کنار آزمون

باشد و تأثیر مهم در درمان و پیش میمؤثرهامقاومت
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ي هابیوتیکآنتیو استفاده از هاگیري از این گونه عفونت

يهاسویهپیدایشمختلف و مناسب را دارد. متأسفانه

بالاينسبتاًپایداريبامقاومتیباکتریایی چند

الطیف وسیعبتالاکتامازهايکنندهکدپلاسمیدهاي

ESBLدرمشابهیتحقیقات]. بنابراین36است [همراه

شناساییبهتاگیردانجامبایدکشوراینمختلفمناطق

ناحیهیکدرالطیفوسیعبتالاکتامازهاييهاژنوتیپ

یافت.دستخاصجغرافیایی

گیرينتیجه
نتایج به دست آمده از این تحقیق نشان داد که شیوع 

چنین ي مولد بتالاکتاماز وسیع الطیف و همهاباکتري

باشد و میزان میبالا CTXو TEMي هافراوانی ژنمیزان

یی که عامل بروز هاو به ویژه ژنESBLsي مولد هاسویه

شود، میهاي مختلف در آنهابیوتیکآنتیمقاومت به 

شود. میعنوان یک خطر بالقوه محسوب متفاوت بوده و به

لذا با توجه به گسترش روز افزون و اهمیت این گروه از 

به خاطر اعطاي سطح بالاي مقاومت در برابر هاآنزیم

يهاژنازنوعاینشناساییي بتالاکتام، هابیوتیکآنتی

با وبودهبرخوردارخاصیاهمیتازبیوتیکیآنتیمقاومت

تمهیدات بهداشتی توانمی،هاژناینشیوعتعیین نوع و

ي درمانی، کنترلهابرنامهمختلفی را به منظور اجراي

.مقاوم اتخاذ نموديهاسویهانتشارازو جلوگیريعفونت

ي فنوتیپی و انجام هابراي این منظور استفاده از آزمون

هابه دلیل حضور این ژنPCRي مولکولی از قبیل هاروش

رسد.میي بتالاکتامازي ضروري به نظر هاو سایر ژن

تشکر و قدردانی
اردبیلی به محقق دانشگاهپژوهشیمعاونتازبدین وسیله

کارشناس چنین ازخاطر تأمین منابع مالی مورد نیاز و هم
آزمایشگاه تحقیقاتی میکروبیولوژي مولکولی دانشکده پزشکی 

درمساعدتوهمکاريبه خاطردانشگاه علوم پزشکی اردبیل
تشکرکمالـ پژوهشی،میعلپروژهاینانجام آزمایشات مولکولی

.آیدمیعملبهقدردانیو

.
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Molecular Detection of blaTEM, blaCTX and blaSHV beta-lactamase Genes

in Bacillus Subtilis Strains Isolated from Samples of Raw Milk and Cheese:

A Laboratory Study

C. Ghazaei1, A. Azizpour2
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Background and Objectives: The presence of ESBLs (Extended spectrum β-lactamase) for the health system

has many problems. Moreover, these strains have increased resistance to other antibiotics.The aim of this study

was to determine the molecular detection of blaTEM, blaCTX and blaSHV beta-lactamase genes in Bacillus

subtilis strains isolated from raw milk and cheese samples.

Materials and Methods: In this laboratory study, 100 samples of raw milk and cheese were prepared and

cultured. The suspicious colonies of Bacillus subtilis were identified by biochemical methods. Disc diffusion

method was used to measure antibiotic susceptibility. Also, the presence of blaTEM, blaCTX and blaSHV beta-

lactamase genes in ESBLs strains was evaluated by PCR (Polymerase reaction chain) method. Data were

analyzed using chi-square test and reported in the form of descriptive statistics (number and percentage).

Results: The highest resistance in isolates that were able to produce the β-lactamase enzyme was related to

erythromycin antibiotics (75%) and the least was related to cefotaxime (44.60%) and cefixime (46.20%)

antibiotics. Of the 50 raw milk samples,  TEM (Temoneira) gene was identified in 21samples, CTX

(Cefotaximase) gene in 16 and SHV (Sulfhydryl-variable) gene in 3 samples. Of the 50 cheese samples, 17

(45.94%) samples contained TEM gene, 13 (35.13%) CTX gene and 2 (5.40%) SHV gene.

Conclusion: According to the results, the use of molecular methods along with phenotypic methods seems

necessary to fully recognize these types of resistance.
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