
 

   

بررسی طیف اثر آنتی بیوتیکی و وجود آنزیم های بتالاکتاماز 
و متالو بتالاکتاماز در جدایه های باسیلوس سوبتیلیس از 
نمونه های شیر خام و پنیر درسطح شهرستان اردبیل

bb

چكيد ه 
             باسیلوس سوبتیلیس یک باکتری خاکزی، گرم مثبت و میله ای شکل می باشد که به صورت طبیعی مقادیر فراوانی از پروتئین های 
مختلف را با غلظت های بالا به درون محیط کشت ترشح می نماید. هدف از مطالعه حاضر بررسی فنوتیپی آنزیم های بتالاکتاماز و 
متالو بتالاکتاماز در جدایه های باسیلوس سوبتیلیس از نمونه های شیر و پنیر بود. در اين مطالعه تعداد 100 نمونه شیر خام و پنیر از 
بيوشيميايی  با روش های  باسیلوس سوبتیلیس  به  كلوني های مشكوك  داده شد.  اخذ و كشت  لبنی  فرآورده های  توزیع  و  تهیه  مراکز 
 Combination تعيين هويت شدند. برای سنجش حساسيت آنتی بيوتيكی از روش كربي بائر، آنزيم های بتالاكتاماز وسيع الطيف از روش
Disk و آنزيم های متالوبتالاکتاماز از روش E-test MBL استفاده شد. بالاترین میزان مقاومت در ایزوله هایی که قادر به تولید کردن 
آنزیم بتالاکتاماز بودند، مربوط به آنتی بیوتیک اریترومایسین )75 درصد( و کمترین میزان مقاومت مربوط به آنتی بیوتیک سفوتاکسیم 
)44/60 درصد( و سفیکسیم )46/20 درصد( است. همچنین میزان مقاومت در ایزوله هایی که قادر به تولیدکردن آنزیم متالوبتالاکتاماز 
بودند، بالا بود )100 درصد( به استثنای آنتی بیوتیک سفوتاکسیم )64/60 درصد( و سفیکسیم )67/40 درصد( که کمترین میزان مقاومت 
مشاهده شد. آلودگی مواد غذایی به سویه های مقاوم در برابر آنتی بیوتیک ها خطر انتقال مقاومت آنتی بیوتیکی را به فلور باکتریایی 

روده ی مصرف کنندگان افزایش می دهد و باید به عنوان یک عامل خطر بیشتر مورد توجه قرار گیرد.

کلمات کلیدی: بتالاكتاماز، متالوبتالاکتاماز، باسیلوس سوبتیلیس، شیر، پنیر 

• سیامک قضائی
دپارتمان میکروبیولوژی، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران
تاريخ دريافت: 20-08-1396       تاريخ پذيرش: 1396-12-19

Email: ciamakghazaei@yahoo.com

DOI: 10.22092/vj.2018.115854.1371شماره 120 پاییز 1397



شماره 120، نشريه د امپزشكی، پاییز 1397

29

 

•  Veterinary Researches & Biological Products No 120 pp: 28-35
Phenotypic detection of beta and metallo lactamases enzymes in Bacillus subtilis strains isolated from raw milk 
and cheese samples
By: Ghazaei, S., Department of Microbiology, University of  Mohaghegh Ardabili, Ardabil, Iran
Received:  2017-11-11        Accepted: 2018-03-10
Email: ciamakghazaei@yahoo.com
               
Bacillus subtilis, a soil bacteria, Gram-positive, rod-shaped, which naturally secretes large amounts of various proteins with 
high concentrations into the culture medium. The aim of present study was to evaluate the phenotype detection of beta-
lactamase and metalo-beta lactamase in Bacillus subtilis strains isolated from samples of milk and cheese.In this study, 100 
samples of raw milk and cheese from production and distribution centers received and were cultured. Suspected Bacillus 
subtilis colonies were identified by biochemical methods. To measure the susceptibility was used Kirby-Bauer method, for  
broad-spectrum beta-lactamase enzymes and metalo-betalactamase was used Combination Disk and E-test MBL method 
respectively.The highest amount of resistance in isolates producing beta-lactamase enzyme was related to the antibiotic 
erythromycin (75%) and the lowest resistance to the antibiotic cefotaxim (44/60%) and cefixime(46/20%). The amount of 
resistance in isolates producing MBL enzymes was high (100%) with the exception of antibiotics cefotaxim (64/60%) and 
cefixime (67.40%),the lowest level resistance was observed.The results of this study show  food contamination with strains 
resistant to the antibiotics  increases the risk of transferring antibiotic resistance to intestinal bacterial flora of consumers. 
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مقدمه
که  است  مثبتی  گرم  باکتری    (Bacillus subtillis) سوبتیلیس  باسیلوس 
بیشتر در خاک یافت می شودکه معمولا باعث بيماری در انسان نمي شود.
)1( در مقایسه با باکتری های گرم منفی شناخته شده مانند اشریشیا کلی، 
باکتری باسیلوس سوبتیلیس به عنوان یک ارگانیسم (GRAS) عموما ایمن 
شناخته شده )در نظر گرفته می شود. به همین دلیل امروزه این باکتری 
به عنوان یک میزبان خوب به برای تولید پروتئین های هترولوگ ترشحی 
مورد توجه بسیاری قرار گرفته است )2(. این باکتری با داشتن یک سیستم 
محیط  به  را  متنوعی  پروتئین های  است  قادر  کارآمد،  و  فعال  ترشحی 
پیرامونی خود ترشح نماید و از جمله باكتری هايی است كه برای بررسی 
رشد و تمايز سلولی بسيار مناسب مي باشد. استفاده از این ویژگی در تولید 
پروتئین های نوترکیب باعث تسهیل تولید این پروتئین ها می شود )3(. از 
دیگر مزایای این میکروارگانیسم که آن را به عنوان یک میزبان مناسب در 
تکثیر و بیان ژن های هترولوگ معرفی می کند توان رشد سریع، سهولت 
دستکاری ژنتیکی در ژنوم باکتری، غیر بیماری زا بودن، ژنوم مشخص و 

تعیین ترادف شده و ظرفیت بالا در ترشح پروتئین است )4(.
مقاوم  نیز  حساس  ارگانیسم های  نامناسب  تجربی  درمان های  پی  در 
کننده  غیر فعال  آنزیم های  تشکیل  القاء  بوسیله  امر  این  که  می شوند 
دیواره  کانال های  کدکننده،  ژن های  در  موتاسیون  یا  و  آنتی بیوتیک ها 
سلولی )پورین های غشای خارجی(، سیستم های تراوشی و یا  از طریق 
انتقال پلاسمیدی  صورت  می گیرد. مجموعه داروهای بتالاکتام در حال 
فراوان ترین و پرمصرف ترین داروهای تجویزی علیه عفونت های  حاضر 

باکتری های  مقاومت  بروز  به  منجر  آن ها  از  استفاده  هستند.  باکتریایی 
بتالاکتام در سراسر جهان می شود.  برابر آنتی بیوتیک های  گرم منفی در 
مکانیسم های مقاومت شامل ترشح آنزیم های بتالاكتامازها و مکانیسم های 
مقاومت غیر آنزیمی می باشند )5(. یکی از مشکل سازترین مکانیسم های 
مقاومت به آنتی بیوتیک ها در رابطه با بتالاكتامازها می باشد. باکتری های 
مولد بتالاکتاماز با ایجاد موتان های جدید رو به افزایش می باشند )تاکنون 
بیش از 400 نوع مختلف بتالاكتاماز در نمونه های بالینی تعریف شده اند( 

 .)7 ،6(
هیدرولیتیک  آنزیم های  خانواده  از  و  باکتریایی  آنزیم های  بتالاكتامازها 
پنی سیلین  یعنی  بتالاکتامی  آنتی بیوتیک های  هیدرولیز  با  که  می باشند 
هیدرولیز  و  کووالان  اتصال  برقراری  طریق  از  و  سفالوسپورین ها  و 
پیوند آمیدی در حلقه بتالاکتام باعث غیرفعال شدن آن ها می شوند، در 
فعالیت ضدباکتریایی  بدون  مشتقات  به  آن ها  تبدیل شدن  باعث  نتیجه 
جمله  از  آنتی بیوتیک ها  افزون  روز  و  گسترده  با مصرف   .)6( می شوند 
آمدند  وجود  به  بتالاكتامازها  از  دیگری  دسته ی  سفالوسپورین ها، 
داشتند  گسترده تری  فعالیت  اولیه  بتالاكتامازهای  با  مقایسه  در  که 
از  كرباپنم ها   .)7(  (Extended spectrum beta-lactamase) (ESBLs)
باكتری های  بر  مؤثر  وسيع الطيف،  بتالاكتامی  آنتي بيوتيك های  جمله 
گرم منفی و گرم مثبت به شمار مي روند .اين آنتي بيوتيك ها، نسبت به 

سفالوسپورينازها و پني سيلينازها مقاوم هستند. 
هستند.  پلاسمید  از  ناشی  آنزیم های  وسيع الطيف  بتالاكتامازهای 
کامل  از  ممانعت  و  جلوگیری  واسطه ی  به  بتالاکتامی  آنتی بیوتیک های 
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عمل  عرضی  پل های  تشکیل  روند  مهار  واسطه  به  پپتیدوگلیکان  شدن 
بیوسنتز دیواره سلولی و اعمال  این عمل باعث اختلال در  می کنند، که 
سلول و در نتیجه تغییر شکل و لیز شدن سلول می شود. شرط لازم برای 
موثر بودن یک مهارکننده بتالاکتاماز آن است که این ماده دارای حلقه 
بتالاکتامی باشد تا بتواند در اثر حمله آنزیمی بتالاکتامازها یک ترکیب 
حد واسط آسیل-آنزیم ایجاد کرده و با روندی آرام هیدرولیز گردد )9(.

طبق دسته بندی آمبلر (Ambler) بتالاکتامازها به 4 دسته A تا D تقسیم 
که  حالی  در  هستند،  بتالاكتامازها  سرین   D و   A ،C نوع  که  می شوند 
نوع B متالوبتالاکتامازها است )10( . متالوبتالاکتامازها در جایگاه فعال 
خود دارای روی (Zn) به عنوان كوفاكتور می باشند. چند روش مختلف 
برای تشخيص آزمايشگاهی سويه های مولد متا لوبتالاكتاماز گزارش شده 
است. از جمله اين روش ها، استفاده از بازدارنده ها است که در اين ميان، 
استفاده از EDTA كه ماده ای غير سمی بوده و به راحتی در دسترس است 
و ديسك های حاوی آن تا 16 هفته در دمای 20- درجه سانتي گراد قابل 
نگهداری هستند، نسبت به ساير بازدارنده ها مناسب تر است. استفاده از 
نوار E-test روش ديگر شناسايی باكتری های مولد MBL است كه هزينه 
زيادی دارد و نتايج حاصل از آن نيز از كرار پذيری كمتری برخوردار است 

.)11(
         متالوبتالاکتامازها توسط مهار کننده های بتالاكتاماز مانند سولباکتام، 
تازوباکتام و اسید کلاولانیک مهار نمی شوند. از آنجا كه بر طيف وسيعی 
وسيع الطيف  سفالوسپورين های  پني سيلين ها،  جمله  از  آنتی بيوتيك ها  از 
)مؤثرند، مشكل  آزترئونام  مانند  استثنای مونوباكتام ها  (به  و كرباپنم ها 
از  پنم و مروپنم  ایمی  مانند  کرباپنم ها  به شمار مي روند.  بالينی  عمده 
مهم ترین آنتی بیوتیک های ضد باکتریایی هستند که از آن ها برای درمان 
عفونت های ناشی از میکروارگانیسم ها استفاده می شود )10(. مقاومت 
نسبت به کرپانم ها که از مهم ترین آنتی بیوتیک ها می باشند روز به روز 
در حال افزایش است.. با توجه به اينكه آلودگی مواد غذایی به سویه های 
انتقال مقاومت آنتی بیوتیکی را به  مقاوم در برابر آنتی بیوتیک ها خطر 
فلور باکتریایی روده ی مصرف کنندگان افزایش می دهد و باید به عنوان 
یک عامل خطر بیشتر مورد توجه قرار گیرد، به ویژه اینکه  در چندین 
تولیدکننده  ارگانیسم های  با  عفونت  از  بسیاری  اپیدمی های  اخیر،  سال 
بتالاکتامازهای وسیع الطیف در مناطق مختلف دنیا گزارش شده است. به 
طور کلی شناسایی گونه های مولد بتالاکتامازهای وسیع الطیف می تواند 
اطلاعات مفیدی از الگوی مقاومت میکروارگانیزم های عامل عفونت های 
راهنمایی  مناسب  آنتی بیوتیک  انتخاب  در  را  ما  و  نموده  ارائه  مختلف 
باسیلوس  گونه  مقاومت  الگوی  تعيين  مطالعه  اين  از  هدف  لذا  نماید. 
سوبتیلیس مولد آنزيم های ESBL  و MBL  ايزوله شده از نمونه های شیر 
و پنیر نسبت به آنتی بیوتیک های مختلف با طيف گسترش يافته می باشد.

 مواد و روش ها

سویه های  باکتریایی 
در این پژوهش تعداد 100 نمونه شیر خام و پنیر گاوی )50 نمونه شیر و 
50 نمونه پنیر( از 50 مرکز تهیه و توزیع فرآورده های لبنی مناطق مختلف 
در شرایط   1395 سال  در  ماه  پنج  مدت  در  اردبیل  در سطح شهرستان 
حذف  و  اسپورها  حفظ  منظور  به  نمونه ها  ابتدا  در  شد.  تهیه  آسپتیک 

در  دقیقه   10 مدت  به  حرارتی  غنی سازی  روش  با  رویشی،  سلول های 
دمای 80 درجه سانتی گراد تیمار شدند. سپس با استفاده از روش سریال 
رقت، رقت های متوالی از نمونه ها در آب مقطر استریل تهیه و میزان 1 
میلی لیتر از هر یک از سوسپانسیون های حاصله در پلیت استریل ریخته 
از آن محیط کشت نوترینت آگار تهیه و تحت شرایط استریل  شد. پس 
به پتریدیش اضافه و به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد 
نگه داری شد. کلنی های سفید رنگ، مایل به کرم با قوام کره ای، سطحی 
محیط  در  منطقه ای   4 کشت  طی  و  انتخاب  حاشیه ای مضرس  و  خشن 
نوترینت آگار خالص سازی شدند. به منظور جدا سازی انحصاری باسیلوس 
سوبتیلیس، بررسی های میکروسکوپی )رنگ آمیزی گرم و مالاشیت گرین 
برای رنگ آمیزی اسپور( و کاتالاز صورت گرفت. جدایه های باسیلی شکل، 
برای  شدند.  انتخاب  افتراقی  آزمون های  برای  مثبت  کاتالاز  و  اسپوردار 
بیوشیمیایی  تست های  از  سوبتیلیس  باسیلوس  گونه  تفریقی  تشخیص 
شامل هیدرولیز لستین، آزمون کاتالاز، تست ایندول، متیل رد، استفاده از 
سیترات، حرکت، احیای نیترات و تخمیر قند های گلوکز، آرابینوز، مانیتول 
و زیلوز، اوره آز، VP، ONPG، اکسیداز و هیدرولیز کازئین استفاده شد. 
 skim 50 جهت بررسی فعالیت پروتئولیتیک باکتری ها، در محیط کشت
milk agar کشت داده و به مدت زمان 24 تا 48 ساعت در دمای 37 درجه 
سانتی گراد قرار گرفتند. وجود منطقه روشن در در اطراف کلنی در محیط 
کشت نشان دهنده پروتئولیز کننده بودن باکتری است. فعالیت لیپولیتیکی 
آگار  بوتیرین  تری  در محیط کشت  باکتری  انجام کشت  با  باکتری  بودن 
وجود  بررسی  و  روز   3 زمان  مدت  به  سانتی گراد  درجه   37 دمای  در 
هاله عدم رشد در اطراف کلنی مورد بررسی قرار گرفت. جهت تائیدیه 
تشخیصی باکتری از رنگ آمیزی گرم و مالاشیت گرین استفاده گردید و 
سپس با استفاده از تست های بیوشیمیایی اقدام به شناسایی جدایه های 

باکتری شد )14(.

تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی 
الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی ایزوله ها با استفاده از تست دیسک دیفیوژن 
انتشار دیسک در آگار( براساس  استاندارد  به روش کربی– بویر )روش 
و  تعیین   Clinical and Laboratory Standard Institue (CLSI) پروتکل 
با  و مقایسه  اندازه گیری قطر هاله عدم رشد  با  از 18ساعت  نتایج پس 
از  منظور  این  برای   .)16  ,15( شد  ثبت  و  خوانده  دسترس،  در  جداول 
دیسک های آنتی بیوتیکی کوتریموکسازول، کلوکساسیلین، اریترومایسین، 
استرپتومایسین،  کلرامفنیکل،  آگومنتین،  جنتامایسین،  سفوتاکسیم، 
تتراسایکلین، پیپراسیلین، سفیکسیم، پنی سیلین و وانکومایسین استفاده 
با  باكتریايی  كه سوسپانسيون  بود  بدين صورت خواهد  كار  مراحل  شد. 
كدورت معادل كدورت لوله 0/5 مک فارلند )8 10 × 1/5 باکتری( تهیه 
شد. سپس به وسیله سوآپ استریل در محیط کشت جامد مولر هینتون 
آگار تلقیح گردید. با استفاده از يك پنس استریل ديسك ها در سطح محيط 
كشت قرار داده شد. پليت در حرارت 35 درجه سانتي گراد به مدت 18 
الی 24 ساعت گرمخانه گذاری شد.  برای قرائت نتايج با استفاده از يك 
خط كش دقيق، قطر هاله عدم رشد باكتری در اطراف ديسك بر حسب 
ميلي متر اندازه گرفته شد و ميزان حساسيت باكتری نسبت به آنتي بیوتیک 

گزارش شد.

بررسی طیف اثر آنتی بیوتیکی و  ...



شماره 120، نشريه د امپزشكی، پاییز 1397

31

بررسی وجود آنزيم های بتالاكتاماز طيف گسترده 
فنوتيپی  با روش های  بتالاكتاماز طيف گسترده  آنزيم های  بررسی شيوع 
سینرژی   دیسک  دابل  روش  و   (Combination Disk) ترکیبی  دیسک 
(Double Disk Synergy) انجام شد. در اين مطالعه دیسک های ترکیبی 
اسيد  كلاولانيك  سیلین-  پنی   ،)30μg  :P( پنی سیلین  ديسك های  شامل 
 ،:30μg( )V اسيد  كلاولانيك  وانکومایسین-  وانکومایسین،   ،)10μg  :P(
از  :30μg( )Tخریداری شده  اسيد  - كلاولانيك  تتراسایکلین  تتراسایکلین، 
)کدورت  باکتریایی  سوسپانسیون  شد.  استفاده  انگلستان   Mast شرکت 
معادل لوله 0/5 مک فارلند (، با سوآپ استریل در محيط مولر هينتون آگار 
تلقيح و ديسك های پنی سیلین، پنی سیلین- كلاولانيك اسيد، وانکومایسین، 
كلاولانيك  تتراسایکلین-  و  تتراسایکلین  اسيد،  كلاولانيك  وانکومایسین- 
اسيد در محيط قرار داده شد. نتايج بعد از 18تا 24 ساعت گرمخانه گذاری 
در دمای 37 درجه قرائت شد، به اين ترتيب كه مواردی كه قطر هاله 
وانکومایسین-  اسيد،  كلاولانيك  پنی سیلین-  ديسك  اطراف  در  رشد  عدم 
ميلي متر  پنج  از  بيش  اسيد  كلاولانيك  تتراسایکلین-  يا  و  اسيد  كلاولانيك 
به   ، داشت  افزايش  تتراسایکلین   و  وانکومایسین  پنی سیلین،  به  نسبت 

عنوان جدایه تولید کننده ESBL در نظر گرفته شد.

بررسی وجود آنزيم های متالوبتالاکتامازها 
آنزيم های متالوبتالاکتاماز به روش فنوتيپی نوارهای دو سويه E.test )ايمی 
پنم و ايمی پنم EDTA +( که از شرکت بیومریوکس (Bio merieux) تهیه 
گردیده بود، تعيين شد. يك طرف نوار حاوی غلظت های مختلف ايمی پنم) 
دیگر غلظت های مختلف  و در طرف  بر میلی لیتر(  میکروگرم   0/125-8
+EDTA )2- 0/032 میکروگرم بر میلی لیتر ( وجود داشت. پس  ايمی پنم 
از تهيه سوسپانسيون باكتریايی با كدورت معادل لوله 0/5 مك فارلند و 
تلقيح در محيط مولر هينتون آگار، نوار E.test  روی محيط قرار داده شد. 
پليت ها به مدت 24 ساعت در دمای 35 درجه سانتي گراد گرمخانه گذاری 
هاله  تلاقی  نقطه  متالوبتالاکتامازها،  آنزيم  وجود  تعيين  جهت  شدند. 
تشكيل شده در دو سوی نوار )ايمی پنم و ايمی پنم )EDTA + به عنوان 
رقت مهاری (IC) در نظر گرفته شدند و با واحد ميكروگرم بر ميلي ليتر 
سازنده  كارخانه  دستورالعمل  طبق  سپس،  شد.  گزارش  كمی  به صورت 
چنانچه رقت مهاری ايمی پنم EDTA + نسبت به ايمی پنم بيش از سه 
رقت كاهش داشت و يا نسبت رقت مهاری ايمی پنم بزرگتر و يا مساوی 

8 بود، به عنوان سويه توليدكننده متالوبتالاکتامازها در نظر گرفته شد. 
برای تحلیل داده ها از آمار توصیفی )فراوانی، درصد( در سه تکرار مورد 

بررسی قرار گرفت. نمودارها با استفاده از نرم افزار اکسل رسم گردید.

نتایج 
 50( پنیر  و  ایزوله(   50( خام  شیر  شده  ایزوله ی جمع آوری   100 کل  از 
ایزوله(  از مراکز تهیه و توزیع فرآورده های لبنی و پس از شناسایی و تائید 
سوش های باکتری با استفاده از تست های بيوشيميايی از بین 50 نمونه شیر 
خام )غیر پاستوریزه( 42 ایزوله حاوی باکتری باسیلوس سوبتیلیس بود و از 
بین 50 نمونه پنیر، 37 ایزوله حاوی باسیلوس سوبتیلیس بودند. همچنین 
از  استفاده  با  بتالاکتاماز  آنزيم  آنتی بیوتیکی  مقاومت  الگوی  بررسی  با 
روش فنوتيپی دیسک ترکیبی (Combination Disk) و روش دابل دیسک 

ایزوله ی شیر خام  سینرژی (Double Disk Synergy)، 31 )62/5 درصد( 
ایزوله ی  درصد(   42/85(  25 و  بودند  بتالاکتاماز  آنزيم  تولید  به  قادر 
مقاومت  الگوی  بررسی  با  بودند.  بتالاکتاماز  آنزيم  تولید  به  قادر  پنیر 
نوارهای دو  فنوتيپی  به روش  متالوبتالاکتامازی  آنزيم های  آنتی بیوتیکی 
سويه E-test، نتایج نشان داد که 25 )75 درصد( ایزوله ی شیر خام قادر به 
تولید آنزيم متالوبتالاکتاماز بودند و 16 )71/42 درصد( ایزوله ی پنیر قادر 

به تولید آنزيم متالوبتالاکتاماز بودند )شکل 1(.         
نتایج این تحقیق نشان می دهد که بالاترین میزان مقاومت در ایزوله هایی 
که قادر به تولید کردن آنزیم بتالاکتاماز بودند، مربوط به آنتی بیوتیک 
اریترومایسین )75 درصد( و کمترین میزان مقاومت مربوط به آنتی بیوتیک 
سفوتاکسیم )44/60 درصد( و سفیکسیم )46/20 درصد( است )نمودار1، 

جدول 1(.
نتایج این بررسی نشان داد که میزان مقاومت در ایزوله هایی که قادر به 
تولید کردن آنزیم متالوبتالاکتاماز بودند، بالا بود )100 درصد(  به استثنای 
آنتی بیوتیک سفوتاکسیم )64/60 درصد( و سفیکسیم )67/40 درصد( که 

کمترین میزان مقاومت مشاهده شد )نمودار2، جدول 1(.

بحث
گزارشات متعددی از سرتاسر دنیا بروز عفونت های حاد و یا کلونیزاسیون 
 .)17( می کند  تایید  را   ESBL مولد  آسینتوباکترهای  وسیله  به  افراد 
می باشند.  حساس  آزترونام  به  نسبت  معمولا   ESBL مولد  ایزوله های 
آنتی بیوتیک های بتالاکتام از جمله سفالوسپورین ها، عوامل ضد میکروبی 

شکل 1- بررسی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی آنزيم های متالوبتالاکتامازهاز به روش فنوتيپی نوارهای 

E-test دو سويه
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جدول 1- حساسيت ايزوله های باسیلوس سوبتیلیس نسبت به آنتی بيوتيكهای مورد بررسی بروش ديسك ديفيوژن

 نمودار 1- حساسیت ایزوله های باسیلوس سوبتیلیس  ESBL مثبت نسبت به آنتی بیوتیک های مورد بررسی به روش دیسک دیفیوژن )درصد مقاومت آنتی بیوتیکی( 
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نمودار 2- حساسیت ایزوله های باسیلوس سوبتیلیس  MBL مثبت نسبت به آنتی بیوتیک ها ی مورد بررسی به روش دیسک دیفیوژن )درصد مقاومت آنتی بیوتیکی(

باکتریایی می باشند )18(.  برای عفونت های  رایج ترین درمان  هستند که 
ارگانیسم های  آمدند  پدید   ESBLs کد کننده  پلاسمید های  که  زمانی  از 
واجد آن ها تا حد زیادی در هیدرولیز و غیر فعال کردن آنتی بیوتیک های 
بتالاکتام نظیر پنی سیلین، سفالوسپورین ها و آزترئونام موفق بودند )19(. 
جداسازی ارگانیسم های مولد ESBLs می تواند دشوار باشد، زیرا حضور 
به بروز مقاومت فنوتیپی نمی شود.  باکتری ها همواره منجر  ESBLs در 
خصوصا اگر از روش های تعیین MIC یا دیسک دیفیوژن ساده برای تفسیر 
نتایج حساسیت به آنتی بیوتیک ها استفاده شود )20(. در نتیجه جدایه ای 
که از نظر ESBLs حساس گزارش شود باید به وسیله تست های فنوتیپی 
 ESBLs صحیح  فنوتیپی  تشخیص   .)21( باشد  شده  آزمایش  استاندارد 
جدایه هایی  و   ESBLs مولد  جدایه های  بین  افتراق  جهت  خوبی  روش 
است که از دیگر مکانیسم ها جهت مقاومت به آنتی بوتیک های بتالاکتام 
به  نسبت  ایران  در   ESBLs شیوع  آماری  نظر  از   .)5( می کنند  استفاده 
سایر کشورهای جهان و حتی آسیا چشمگیرتر می باشد. یکی از مهم ترین 
مخصوصا  بتالاکتام  داروهای  از  ناصحیح  استفاده ی  می تواند  آن  دلایل 
شده  انجام  مطالعه  یک  در   .)12( باشد  وسيع الطيف  سفالوسپورین های 
بررسی تولید آنزیم بتالاکتاماز در باکتری های جدا شده از شیر گوسفند 
از  از شیر گوسفند  بتالاکتام جدا شده  به  باکتری های مقاوم  از 37 مورد 
آنزیم  تولید  به  قادر  )72/97 درصد(  باسیلوس سرئوس، 27 مورد  جمله 
بتالاکتاماز بودند.)22( در تحقیق دیگر ناظر و همکاران نشان دادند که 
باسیلوس  شامل  بز  شیر  از  بتالاکتام  به  مقاوم  باکتری های  جدایه   33 از 
سرئوس، 29 جدایه )87/88 درصد( قادر به تولید آنزیم بتالاکتاماز بودند.

)23( نتایج این پژوهش ها نشان می دهد که میزان مقاومت آنتی بیوتیکی 
ملاحظه ای  قابل  بطرز  بتالاکتام  آنزیم های  تولید کننده  باکتری های  در 

آنتی بیوتیک های  از  استفاده  در  را  جدی  مخاطرات  که  یافته  افزایش 
به  مقاوم  اسپورهای  تولید  به  قادر  باسیلوس ها  می کند.  ایجاد  مختلف 
حرارت بوده و اغلب از طرق مختلف وارد شیر می شوند. از گونه های 
باسیلوس  سرئوس،  باسیلوس  شامل  می گیرند  قرار  گروه  دراین  که  مهم 
اسپور  بین،  این  در  می باشند.  استئاروترموفیلوس  باسیلوس  سوبتیلیس، 
باسیلوس سوبتیلیس و باسیلوس استئاروترموفیلوس مقاوم به حرارت بوده 
و می توانند در شیر پاستوریزه و استریلیزه باقی بمانند. اما اسپور باسیلوس 
سرئوس چندان مقاوم به حرارت نمی باشد. بنابراین وجود باسیلوس های 
تولید کننده آنزیم های بتالاکتاماز و انتقال این میکروارگانیسم ها از طریق 
اهمیت  از  آنتی بیوتیکی  ایجاد مقاومت  آن  فرآورده های  و  مصرف شیر 
خاصی برخوردار است. نتایج حاصل  از پژوهش های مختلف در خصوص 
انتشار  دهنده  نشان  بیمارستان ها  در  باسیلوس  گونه های  اپیدمیولوژی 
باسیلوس  و  سوبتیلیس  باسیلوس  جمله  از  باسیلوسی  گونه های  گسترده 
لبنی  فرآورده های  جمله  از  مختلف  منابع  از  گرفته  نشات  سرئوس 
از  بسیاری  اپیدمی های  دنیا  سراسر  در  اخیر،  سال  چندین  در  می باشد. 
عفونت با ارگانیسم های تولیدکننده بتالاکتامازهای وسیع الطیف گزارش 
ایجاد شده  با عفونت های  مقایسه  در  این عفونت ها  میزان  است.  شده 
توسط باکتری های حساس به دارو بالا بوده و از 42 تا 100 درصد متغیر 
بررسی  و  وسیع الطیف  بتالاکتامازهای  مولد  جدایه های  شناسایی  است. 
از  مفیدی  اپیدمیولوژیکی  اطلاعات  بتالاکتاماز می تواند  آنزیم های  تولید 
الگوی مقاومت میکروارگانیزم های عامل عفونت های بیمارستانی و سایر 
عفونت ها را دربحث درمان و پیشگیری در استفاده از آنتی بیوتیک های 
صحیح  انتخاب  شرایط  و  نموده  ارائه  دامپزشکی  و  پزشکی  در  مختلف 

آنتی یوتیک را فراهم می کند.
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افزایش مصرف داروهای بتالاكتام وسيع الطيف متعاقب شیوع عفونت های 
می شود.   ESBLs تولید کننده  باکتری های  انتشار  سبب  بیمارستانی 
به  مقاوم  کنترل عفونت های  زمینه  در  موثر  و  مفید  اقدام  یک  بنابراین 
نتایج  استناد  )به  آنتی بیوتیک ها  این  از  استفاده صحیح  می تواند  درمان 
آنتی بیوگرام( و همچنین جایگزینی آن ها با آنتی بیوتیک های دیگر باشد.         
     در مطالعات انجام گرفته میزان مقاومت به جنتامایسین 50 درصد و 
96/6 درصد بود)24(. می توان گفت که میزان مقاومت به آنتی بیوتیک ها 
در کشورهای توسعه یافته نسبت به کشورهای در حال توسعه و کشورهای 
جهان سوم پایین تر است. در همین رابطه می توان به اجتناب از تجویز 
بی مورد آنتی بیوتیک ها، تجویز کوتاه مدت آنتی بیوتیک های وریدی برای 
پیشگیری از عفونت در بیماران پرخطر و نیز استفاده محافظه کارانه از 
به  به نظر می رسد  بالا  آمار  این  اشاره کرد.  وسایل و تجهیزات پزشکی 
درمانی  الگوی  و   ESBLs مولد  و  غالب  مقاوم  باکتری های  ظهور  دلیل 
بیماری ها منجر  با  در مواجه  به سفالوسپورین های وسيع الطيف  وابسته 

به افزایش باکتری های مولد بتالاكتامازهای وسيع الطيف گردیده است. 
 Dias Neto و همکاران )11( در سال 2003 در مطالعه ای بر روی 188 
نمونه ادرار در برزیل، اشریشیا کلی را از 26 درصد موارد جدا و بیشترین 
در  دادند.  گزارش  درصد(   27( پنی سیلین  به  نسبت  را  مقاومت  میزان 
مطالعه Tankhiwale و همکاران )25( در سال 2004 بر روی اشریشیا کلی 
بیشترین مقاومت را نسبت به کوتریماکسازول )82 درصد( و آمپی سیلین 
)79/9 درصد( و و کمترین مقاومت نسبت به نیتروفورانتوئین )38 درصد( 

و سفتی زوکسیم )41/3 درصد( گزارش شد. 
الگوی  به  مربوط  کشورها  سایر  با  نتایج  این  در  شده  مشاهده  اختلاف 
در  مقاومت  الگوی  در  تفاوت  جغرافیایی،  منطقه  آنتی بیوتیک،  مصرف 
مناطق مختلف و مصرف ناصحیح آنتی بیوتیک در کشومان می باشد. این 
باکتری ها همانند سایر عفونت های بیمارستانی از طریق دست های آلوده 
پرسنل  بیمارستان و تجهیزات آلوده پزشکی از جمله کاتترهای ادراری، 
عروقی و شریانی نیز انتقال می یابند. نتایج تحقیق ما با سایر مطالعات 
نشان می دهد که میزان ESBL در جدایه های ایزوله شده از کشورهای 
دیگر  بیمارستان  با  بیمارستان  یک  از  در یک کشور  و همچنین  مختلف 
و  عفونت  کنترل  سیستم  به  بستگی  مساله  این  که  می باشد  متفاوت 
نحوه درمان بیماران آن بیمارستان دارد. تشخیص سریع و کنترل عفونت 
با این ارگانیسم هاست.  اولیه بهترین استراتژی ضد میکروبی برای مقابله 
از موثرترین  ایجاد مقاومت به کارپانم ها که  متالوبتالاکتامازها به علت 
آنتی بیوتیک های مورد استفاده علیه عفونت های باکتریایی هستند، بسیار 

مهم می باشند )26(. 
از  مهمی  کلاس  ارتاپنم  و  بیاپنم  مروپنم،  پنم،  ایمی  مانند:  کارپانم ها 
داروهای بتالاکتام هستند که در برابر بتالاكتامازها مقاوم هستند )27(. 
در یک بررسی که توسط Magalhaes و همکاران )28( در سال 2005 در 
برزیل انجام شد، 48 نمونه سودوموناس آئروزینوزا جمع آوری شد که 24 
نمونه مقاوم به ایمی پنم بودند. در این میان 15 نمونه تولید کننده آنزیم 
Yousefi و همکاران  متالوبتالاکتامازها  بودند. در مطالعه ای که توسط 
)29( در سال 2010 در شمال غربی کشور از 104 ایزوله، 39 ایزوله در 

آزمون فنوتیپی دارای آنزیم متالوبتالاکتاماز بودند. 
آلودگی مواد غذایی به باکتری های مقاوم در برابر آنتی بیوتیک ها خطر 

انتقال مقاومت آنتی بیوتیکی را به فلور باکتریایی روده ی مصرف کنندگان 
افزایش می دهد و باید به عنوان یک عامل خطر بیشتر مورد توجه قرار 
در  لازم  تدابیر  اتخاذ  و  آنتی بیوتیک ها  مصرف  صحیح  مدیریت  گیرد. 
رعایت استانداردهای مراقبت های بهداشتی می تواند باعث جلوگیری از 
بیمارستانی شود.  یا وسایل  و  بیماران بستری  دیگر  به  مقاومت  گسترش 
همچنین شناسایی سریع و رد یابی جدایه های مولد این آنزیم ها می تواند 
گامی مهم در درمان عفونت های ناشی از آن ها و جلوگیری از گسترش 
 ESBLs آن ها شود. با توجه به کم بودن تحقیقات در زمینه تعیین شیوع
از  این گروه  اهمیت  به گسترش روز افزون آن ها و  توجه  با  و  ایران  در 
آنزیم ها به خاطر اعطای سطح بالای مقاومت در برابر آنتی بیوتیک های 
بتالاکتام به خصوص سفالوسپورین های نسل سوم که داروهایی بسیار رایج 
جهت درمان عفونت های بیمارستانی می باشند و به منظور جلوگیری از 
شکست های درمانی و کنترل عفونت های بیمارستانی ناشی از باکتری های 
حامل ESBLs توصیه می شود تحقیقات بیشتر و جامع تری در این زمینه 
انجام شود. با توجه به نتایج به دست آمده یک سری سیاست های کلی 
جهت مقابله با گسترش و توسعه این آنزیم ها در پیش گرفته شود. بهتر 
است باکتری هایی که در برابر سفالوسپورین های نسل سوم و کارباپنم ها 
مقاوم بوده و همچنین این مقاومت به وسیله مهارکننده های آنزیم های 
بتالاكتاماز از جمله اسید کلاولانیک مهار نمی شوند، مورد بررسی مولکولی 

قرار گیرند و ژنوتیپ مقاومت آن ها مشخص گردد. 

تشکر و قدردانی 
دانشگاه  پژوهشی  معاونت  مالی  حمايت  با  تحقيقاتی  طرح  اين  انجام 
محقق اردبیلی انجام گرديده است. بدین نوسیله از زحمات اين معاونت 

تشكر و قدردانی به عمل می آید.
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