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 چکیده: 

ترین عوامل عفونت ادراری است. مطالعه حاضر با هدف بررسی  لب و از مهمیک میکروارگانیسم فرصت طپنومونیه   کلبسیلا مقدمه:

 در عفونت ادراری و تعیین الگوی مقاومت دارویی آن ها انجام گرفت. لاکتاماز وسیع الطیف بتا مولدکلبسیلا پنومونیه فراوانی 

ررسی شدند. الگوی مقاومت دارویی جدایه های این ب کلبسیلا پنومونیهنمونه عفونت ادراری از نظر حضور  043تعداد  مواد و روش ها:

در  SHVو  TEMبه روش های انتشار از دیسک و دیسک ترکیبی بررسی و فراوانی ژن های  لاکتاماز وسیع الطیف بتاباکتری و تولید 
 تعیین گردید. PCRسویه های مولد بتالاکتاماز به روش 

به عنوان عامل عفونت  کلبسیلا پنومونیه%(  28/21مورد ) 56د مطالعه، در  نمونه عفونت ادراری مور 043از  یافته های پژوهش:

نسبت به آنتی بیوتیک های پنی سیلین  بیشترین میزان مقاومت این جدایه ها همه جدایه ها مقاومت دارویی چندگانه داشتند.شناسایی شد. 
 تامایسین و آمیکاسین موثرترین آنتی بیوتیک ها بوده اند.( بوده است و جن5/24( و اریترومایسین )%5/28(، آموکسی سیلین )18%)%
 26و  TEM( واجد ژن 85جدایه )% 85لاکتاماز وسیع طیف بوده اند. از این تعداد  جدایه( از نظر فنوتیپی مولد بتا 04جدایه ها ) %0/68

 بوده اند. SHV( واجد ژن 44جدایه )%

در عفونت های ادراری  لاکتاماز وسیع الطیف بتامولد کلبسیلا پنومونیه وع بالای شی ی  دهنده نشان حاصل نتایج: بحث و نتیجه گیری

 مقاومت آنتی بیوتیکی چندگانه در این جدایه ها می باشد. بالای و میزان
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 مقدمه
 در ها عفونت ترین شایع از یکی دراریا دستگاه عفونت
که  باشد می بیمارستان در بستری و پائی  سر بیماران

 عوارض تواند مى آن موقع به درمان و تشخیص عدم

 فشارخون، ادراری، دستگاه اختلالات چون هم شدیدی

زایمان  حامله زنان در و اورمی کلیوی، اختلالات
در  .(2-0) شود موجب را جنین سقط حتی و زودرس

های  باسیل ، مختلف جوامع در گرفته انجام مطالعات
 های گونه ،پنومونیه کلبسیلا ،کلی اشریشیامنفی  گرم

 عوامل ترین مهم عنوان به باکتر انترو و  پروتئوس

  .(4, 6) ند ا شده ادراری گزارش دستگاه های عفونت
 مختلف موارد در را بسیاری های عفونت هاکلبسیلا

 به ها ارگانیسم از گروه این اهمیت و شده اند باعث

 شده بستری بیماران در جدی عفونت عامل عنوان

, 8) است شده پذیرفتهو بیماران سرپایی   بیمارستانی
  زای این باکتری در انسان مهم ترین گونه بیماری  .(5

های  جدایه بیشتر روزه،ام می باشد که کلبسیلا پنومونیه
و متاسفانه جدایه  (2, 1)مقاوم به چندین دارو هستند آن

پلاسمید های کد کننده  ،های با مقاومت چندگانه
فت نمودند که به سرعت در میان را دریا بتالاکتاماز

گسترش یافت و منجر به افزایش مرگ  انتروباکتریاسه
 های گزینه و  (1, 23)و میر ناشی از این باکتری گردید

 باکتری ناشی از این های عفونت درمان برای را درمانی

 گسترده از استفاده دنبال به ویژه به .ساخت محدود

 ، اخیر های سال الطیف در وسیع های سفالوسپورین
 های جدایهوسیله  به شده ایجاد های عفونت شیوع

 وسیع لاکتامازهای بتا کننده تولید پنومونیه کلبسیلا

 جهان سراسر از گیری چشم طور به (ESBLs) الطیف

و  TEM. بتالاکتاماز های  (22) است شده گزارش
SHV این آنزیم ها های شناخته شده  شایع ترین گروه

 های که شیوع تیپ (28)در نمونه های بالینی هستند 

 های بیمارستان حتی و مختلف مختلف آنها در مناطق

هدف  .باشد می تواند متفاوت می منطقه یک در موجود
تولید  کلبسیلا پنومونیهاز مطالعه حاضر بررسی فراوانی 

در عفونت های ادراری لاکتاماز وسیع الطیف  کننده بتا
های تشخیص طبی  بیماران مراجعه کننده به آزمایشگاه

در سویه  SHVو  TEM، فراوانی ژن های شهر رشت

 های مقاومت میزان تعیین و بتالاکتاماز های مولد 
 می باشد. ها آن در آنتی بیوتیکی چندگانه

 

 هاروش مواد و 

در یک : و جداسازی باکتریآوری نمونه  جمع

 نمونه  10سال  پاییز و زمستان در دوره شش ماهه
های  ادرار از بیماران مراجعه کننده به آزمایشگاه های

حداقل از سه روز قبل  که  شهر رشت تشخیص طبی
های میانی  قسمتاز  ،آنتی بیوتیک دریافت نکرده بودند

و در کمتر از  جمع آوری گردید استریل در شرایط ادرار
مک کانگی آگار  ،بلادآگارهای  روی محیطبر دقیقه 83
در ساعت  84ر کشت و پلیت ها به مدت آگا EMBو 

 نمونه قرار داده شدند.درجه سانتی گراد  08انکوباتور 

 10 از بیش آنها کلنی تعداد که هایی
5 

CFU/ml بود، 
 باکتری گونه  و  جنس  . سپسشد عفونت ادراری تلقی

نمونه  043تعداد  های استاندارد در  روش  اساس بر 
  .(20)گردید عفونت ادراری تعیین

 اسید :شناسایی مولکولی کلبسیلا پنومونیه

 ها با استفاده از کیت استخراج اسید جدایه نوکلئیک
 ایران( –اژن نوکلئیک از باکتری های گرم منفی )سین

جهت شناسایی مولکولی کلبسیلا استخراج گردید.
 16srRNA پرایمر اختصاصی  جفت پنومونیه از یک

 .(24)گردید  استفاده PCRدر واکنش  این باکتری
ئوتیدی پرایمر های مورد استفاده در جدول توالی نوکل

 میکرو 86در حجم  PCR واکنش آمده است. 2شماره 
، لیتر میکرو 6/3 میلی مولdNTPS (23 ) لیتر شامل

های پیشرو و   پرایمر، لیتر میکرو 6 (10Xبافر آنزیم )
 8) الگو DNA ،لیتر میکرو 0پیکومول(  23)پیرو 

 6/3  واحد( 6/8م )آنزی، لیتر میکرو 8میکروگرم(  
برنامه  انجام گرفت. لیتر میکرو 24آب مقطر ، میکرولیتر

به ترتیب شامل مراحل واسرشته حرارتی ترموسایکلر 
سیکل  03دقیقه،  4درجه به مدت  14شدن اولیه در 

 88ثانیه و  46درجه  61، ثانیه  46درجه  14حرارتی 
 بسطسپس یک مرحله ده دقیقه ای بود.  ثانیه 46درجه 

بر روی ژل آگارز  PCRنهایی اضافه گردید و محصول 
 .درصد الکترو فورز و نتایج ثبت گردید 2
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  لاکتاماز وسیع الطیف شناسایی مولکولی کلبسیلا پنومونیه مولد بتاپرایمرهای مورد استفاده جهت  توالی نوکلئوتیدی -1جدول 
 ژن هدف توالی پرایمر   اندازه محصول

203 bp   F: 5′  ATT TGA AGA GGT TGC AA  CGA T 3′ 16srRNA 

   R:5′ TTC ACT CTG AAG TTT TCT TGT GTTC 3′  

252bp   F:5 -GAGTATCAACATTTCCGTGTC-3    TEM 

   R:5 -TAATCAGTGAGGCACCTATCTC-3   

482bp   F:5 -TCAGCGAAAAACACCTTG -3  SHV 

   R:5 - CCCGCAGATAAATCACCA-3   

 

به : جدایه ها یبیوتیک آنتیتعیین حساسیت 

تست  ،منظور تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه ها
آنتی بیوگرام به روش انتشار از دیسک انجام 

 بیوتـیک مورد استفاده  های آنتی  دیـسک.(26)گرفت
 کلیندامایسینشامل  (، انگلستانMast)شرکت 

(2mcg)جنتامایسین ، (10mcg)آمیکاسین ، 
(30mcg)کوتریموکسازول ، (23.75mcg)تتراسیکلین ، 
(30mcg)نیتروفورانتائین ، (30mcg)  ، نالیدیکسیک

، (5mcg) انروفلوکساسین ،(30mcg) اسید
، (30mcg) سفتریاکسون ،(5mcg) سیپروفلوکساسین

ایمیپنم  ،(30mcg) ، سفپیم(30mcg) سفالکسین
10mcg))، پنی سیلین (10mcg ،)آموکسی سیلین 

(25mcg(واریترومایسین )15mcg) تست  ه است.دبو
 عدم هاله قطر گیری اندازه با ها دو بار تکرار شدند و

ها نسبت به  باکتری حساسیت یا مقاوت میزان رشد
 Clinical andبر اساس جدول  آنتی بیوتیک ها

Laboratories Standard Institute (CLSI) تعیین 
مولد بتالاکتاماز وسیع الطیف  سویه هایبررسی  شد. 

 .انجام شد نیز با استفاده از آزمایش مجاورت دو دیسک
( در 30mcgبدین ترتیب که ازآنتی بیوتیک سفتازیدیم )

( و 30/10mcg) لانیک اسیدومقابل سفتازیدیم/ کلاو
لانیک و( در مقابل سفوتاکسیم/ کلاو30سفوتاکسیم )

که اختلاف در صورتی. ( استفاده شد30/10mcgاسید )
قطر هاله اطراف دیسک ترکیبی )حاوی کلاولانیک 
اسید( نسبت به دیسک تنها )فاقد کلاولانیک اسید( 

بعنوان  آن جدایهمیلی متر بود  6مساوی  یا بیشتر
سویه  مثبت در نظر گرفته شد. ESBLSفنوتیپ  

به عنوان  ATCC 10031 کلبسیلا پنومونیه استاندارد
 استفاده گردید. کنترل

فراوانی :  SHVو  TEMژن های  رسی فراوانیبر

کلبسیلا  در جدایه های SHVو  TEMژن های 
 از یک مولد بتالاکتاماز وسیع الطیف با استفاده پنومونیه

طبق  ،(2این ژن ها )جدول  پرایمر اختصاصی  جفت
در واکنش و همکاران،  Izadiروش گزارش شده توسط 

PCR (25)گردید  بررسی. 
 

 ی پژوهشیافته ها

نمونه ادرار  043بررسی از  این در: جداسازی باکتری

میله  های باکتری %( 28/21مورد ) 56مورد مطالعه در 
 با کلونی های موکوئیدی و منفی،غیر متحرک، گرم ای

منفی،  MR لاکتوز در محیط مک کانکی، کننده تخمیر
VP  ،مثبت، اندول منفیSH2 تولید قابلیت با منفی 
کلبسیلا عنوان  به سیتراتاز ، اوره آز کاتالاز، های مآنزی

 تعیین هویت شد. پنومونیه

 های هجدای تمامیتشخیص : شناسایی ملکولی

این  16s rRNAتکثیر منطقه  با کلبسیلا پنومونیه
 از پس .گرفت قرار تایید مورد PCRباکتری در واکنش 

  مولکولی وزن با باندهایی آگارز ژلبر روی  الکتروفورز
 .( 2شکل شد) مشاهده باز جفت 203
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کلبسیلا کنترل مثبت :1. ستون کلبسیلا پنومونیه جدایه هایبرای تأیید  16srRNAژن PCRالکتروفورز محصول .1 شکل

 .جفت بازی 111 مارکر : Mستون ،کلبسیلا پنومونیهمونه های مثبت : ن2-11ستون های  ،پنومونیه

 

درصد  گانه داشته اند. مورد مطالعه مقاومت دارویی چند کلبسیلا پنومونیهای تمامی جدایه ه: تست آنتی بیوگرام

، 8/1، آمیکاسین %2/5، جنتامایسین %8/03کلیندامایسین %  مورد مطالعهنسبت به آنتی بیوتیک های جدایه ها مقاومت 
، 8/81انروفلوکساسین % ،0/06،  نالیدیکسیک اسید %40، نیتروفورانتائین %0/28، تتراسیکلین %2/00کوتریموکسازول %

، 18پنی سیلین % ،0/26نم %ایمیپ ،5/44، سفپیم %53، سفالکسین %2/60، سفتریاکسون %8/81سیپروفلوکساسین %
از نظر فنوتیپی مولد  جدایه( 04) جدایه ها 0/68همچنین %بوده است. 5/24% و اریترومایسین 5/28آموکسی سیلین %

آمده  8عداد باکتری های مقاوم به هر آنتی بیوتیک و درصد مقاومت در جدول شماره ت بتالاکتاماز وسیع طیف بوده اند.
 است.

 های مقاوم نسبت به آنتی بیوتیک های مورد مطالعه تعداد و درصد باکتری-2جدول 
 درصد مقاومت های مقاوم  تعداد باکتری نام آنتی بیوتیک 

 8/03% 83 کلیندامایسین

 2/5% 4 جنتامایسین

 8/1% 5 نآمیکاسی

 2/00% 88 تریموکسازول-کو

 0/28% 2 تتراسیکلین

 40% 82 نیتروفورانتائین

 نالیدیکسیک اسید
 انروفلوکساسین

 سیپروفلوکساسین
 سفتریاکسون
 سفالکسین

 سفپیم
 ایمیپنم

 پنی سیلین
 آموکسی سیلین
 اریترومایسین

80 

21 
21 

06 

01 
81 

23 
53 
68 

66 

%0/06 
%8/81 
%8/81 
%2/60 

%53 
%5/44 
%0/26 

%18 
%5/28 
%5/24 
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جدایـه   04از :  SHVو  TEMهـای   حضور ژن بررسی
 85در , کلبسیلا پنومونیـه لاکتاماز وسیع الطیف  مولد بتا
 قطعــه ای بــه طــول PCRدر واکــنش  ،(85)% جدایــه
شـناخته   TEMجفت باز تولید و واجد ژن  252 تقریبی

 ( با تولید قطعه ای بـه 44جدایه )% 26 در نیهمچن .شد
مثبـت   SHVژن  حضـور  ،جفت بـاز  482 تقریبی طول

زمـان واجـد ژن    هم (06)% جدایه 28 شناسایی گردید.
جدایه واجد  2چنین  . همبوده اند SHVو   TEMهای 

 از نظر حضور ژن های مـورد مطالعـه    ESBLفنوتیپ 

TEM  وSHV  الکتروفـورز   نتـایج  .منفی شناخته شـدند
 8 لشـک در  SHVو   TEMهـای   ژن PCRمحصول 

 آمده است.
 

 
 از طریق)نمونه مثبت تایید شده  TEMژن :کنترل مثبت  1 .ستون  SHVو   TEMژن های  PCR.الکتروفورز محصول 2 شکل

 از طریق)نمونه مثبت تایید شده   SHVژن  : کنترل مثبت3ستون  ،  TEMژن  واجدنمونه  :2 نو،ستتعیین توالی نوکلئوتیدی(

 جفت بازی. 111مارکر  : Mستون ، SHV اجد ژنو: نمونه 4ستون  ، تعیین توالی نوکلئوتیدی(

 

 و نتیجه گیریبحث 
طیف گسترده ای از  ادراری توسط  دستگاه عفونت

اغلب بسته به  می گردد کهایجاد  ها میکروارگانیسم
نوع منطقه جغرافیایی و سن بیمار نوع عامل متغیر 

 روانتسایر اعضای دنبال آن ه و ب اشرشیا کلیاست. 
 انترو  ،پروتئوس ،کلبسیلا پنومونیه شامل باکتریاسه

ترین عوامل عفونت  عنوان مهمه ب باکتر سیترو و باکتر
به دلیل گسترش  .(6) دستگاه ادراری گزارش شده اند

مقاومت های آنتی بیوتیکی و ظهور سویه های مولد 
 انترور اعضای لاکتاماز وسیع الطیف بویژه د بتا

 گردیدهدرمان این عفونت ها با مشکل مواجه  باکتریاسه
 .(28) است

نمونه عفونت ادراری مورد  043در پژوهش حاضر از 
با  کلبسیلا پنومونیه%(  28/21مورد ) 56مطالعه در  

 مولکولیاستفاده از روش های متداول باکتریولوژیک و 

. بیشترین ن عامل عفونت ادراری شناسایی شدبه عنوا
میزان مقاومت این جدایه ها نسبت به آنتی بیوتیک 

( و 5/28(، آموکسی سیلین )%18های پنی سیلین )%
( بوده است و جنتامایسین و 5/24اریترومایسین )%

 همچنین آمیکاسین موثرترین آنتی بیوتیک ها بوده اند.
مولد بتالاکتاماز  از نظر فنوتیپی (0/68%) جدایه 04

در بررسی  (85)% جدایه 85ه ک وسیع الطیف بوده اند
و فراوانی ژن  ژنوتیپی واجد ژن های مورد مطالعه بودند

درصد  44و 85در آنها به ترتیب  SHVو  TEMهای 
این نتایج بیانگر حضور سایر ژن های موثر  .بوده است

د لاکتاماز وسیع الطیف در سویه های مور در تولید بتا
بیانگر سایر محققین نیز مطالعات  .مطالعه می باشد

در عفونت های ادراری و  کلبسیلا پنومونیه اهمیت
اگرچه  .گسترش مقاومت های دارویی آن می باشد

الگوی این مقاومت ها در مناطق مختلف کشور متفاوت 
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و  Ramezanzadehدر مطالعه  می باشد.
نت ادراری نمونه عفو 222از  سنندج( در 8323)همکاران

عنوان عامل ه %( کلبسیلا پنومونیه ب 0/6مورد ) 23در 
و در مطالعه دیگری در  (22)عفونت گزارش گردید

دومین عامل شایع  درصد 8/5با فراوانی  کلبسیلا تهران،
 مقادیرکه این  (21)در عفونت های ادراری بوده است 

ر است. از کمتر از نتایج بدست آمده در مطالعه حاض
کلبسیلا و همکاران فراوانی  مولازاده سوی دیگر

درصد  2/80را  در فسا در عفونت های ادراری پنومونیه
گزارش نمودند که این مقدار به نتایج حاصل از مطالعه 

چنین نتایج مطالعه این  تر است. هم حاضر نزدیک
بالای سویه های مورد  حساسیتمحققین از جهت 

خوانی  کاسین با مطالعه ما همآمیبه نسبت مطالعه 
 .(83)دارد
فراوانی بالای سویه مولد چنین در مطالعات مختلف  هم
و فراوانی ژن  کلبسیلا پنومونیهلاکتاماز وسیع الطیف  بتا

 ها گزارش شده است. در آن SHVو  TEMهای 
 63و همکاران در تهران از  Shahcheraghiدر مطالعه 

 که ا ز نظر فنوتیپی مولد بتا کلبسیلا پنومونیهجدایه 
درصد در بررسی  08طیف بوده اند لاکتاماز وسیع ال

بوده اند. این  SHVو   TEMژنوتیپی واجد ژن های 
را در سویه  SHVو   TEMمحققین فراوانی ژن های 

درصد  8/02و  5/51مثبت به ترتیب  ESBLهای 
 توسط گرفته صورت مطالعه در .(82)گزارش نمودند

Mirsalehian  261از  ( در تهران،8332همکاران ) و 
شناخته  ESBLدرصد مولد  63باکتریاسه  جدایه انترو

شدند که فراوانی آن در کلیسیلا پنومونیه بیشتر از سایر 
در  دیگریدر مطالعه  .(88)باکتری های این خانواده بود

مورد   پنومونیهکلبسیلا 838در تهران از  8331سال 
درصد جدایه ها مولد بتالاکتاماز وسیع  8/88بررسی 

و همکاران در سال  Feizabadi .(80) بودند الطیف
را   SHVو    TEM لاکتاماز بتا های راوانی ژنف 8323

جدا شده در بیمارستان لبافی نژاد  کلبسیلا پنومونیهدر 

گزارش  درصد 6/45و  درصد 4/58تهران را 
بیانگر روند رو به  این مطالعات نتایجمقایسه  .(84)کردند

لاکتاماز وسیع الطیف در جدایه های  افزایش تولید بتا
در مطالعه  ی باشد.در طول زمان م کلبسیلا پنومونیه

Izadi  کلبسیلا درصد جدایه های  40و همکاران  نیز
در بررسی  جدا شده در در شمال شرق ایران پنومونیه

 28لاکتاماز وسیع الطیف بوده اند و در  فنوتیپی مولد بتا
 SHVدرصد ژن  01و در  TEMها ژن  درصد آن

و همکاران  Khosraviدر مطالعه  .(25)شناسایی گردید
کلبسیلا درصد جدایه های  88/48 جنوب ایراندر 

ژن لاکتاماز وسیع اطیف بوده اند و  مولد بتا پنومونیه
درصد  2/45و  5/04به ترتیب در  SHVو  TEMهای 

 تحقیق این نتایج. (86)این سویه های وجود داشته اند
دهنده شیوع بالای  نشان در تایید نتایج سایر محققیق

در لاکتاماز وسیع الطیف  مولد بتا کلبسیلا پنومونیه
مقاومت بالای این باکتری ها به  وبالینی  های نمونه

  گسترش مقاومت متداول می باشد. آنتی بیوتیک های
های اخیر لزوم استفاده   های آنتی بیوتیکی در دهه

بویژه سفالوسپورین  محتاطانه از عوامل ضد میکروبی
کند و بایستی  را ایجاب می های وسیع الطیف

راهکارهایی جهت متوقف کردن روند افزایشی مقاومت 
، ارائه قبل از آنکه از کنترل خارج گردد  آنتی بیوتیکی،

نمود. با توجه به تغییر میزان و نوع الگوی مقاومت در 
، مشخص نمودن نوع و در مناطق مختلف طول زمان

و  در جدایه های بالینی هر منطقهحساسیت دارویی 
کنترل استفاده از داروهای ضد باکتریایی در درمان 
موثر بیماری های عفونی و جلوگیری از گسترش بیشتر 

 باشد. می کمک کنندهمت چند گانه های با مقاو سویه
 

    سپاسگزاری

ــ ــاوری دین وســیله  از ب حــوزه محتــرم تحقیقــات و فن
جهت تامین هزینـه  به دانشگاه آزاد اسلامی واحد رشت 

  قدردانی می شود.این پژوهش تشکر و 
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Abstract 

 
Introduction: Klebsiella pnemoniae is an 

opportunistic microorganism which is one 

of the most important causes of urinary 

infections. The present study aimed to 

investigate the frequency of extended 

spectrum beta lactamase producing and 

multi drug resistant K. pnemoniae in 

urinary tract infections.  

 
Materials & methods: A total of 340 urine 

samples were analyzed for the presence of 

K. pnemoniae. Drug resistance pattern of 

the K. pnemoniae isolates and production of 

extended spectrum beta lactamase (ESBL) 

were determined by agar disc diffusion and 

combined disc methods. Frequency of TEM 

and SHV genes in ESBL positive strains 

was determined by PCR.  

 

Findings: Out of 340 urine samples, in 65 

(19.12%) samples K. pnemoniae were 

isolated as the causative agent of urinary 

tract infections. All of the isolates showed 

multi drug resistance and the most 

resistance was against penicillin (92%), 

amoxicillin (87.6%), and erythromycin 

(84.6%). Gentamycin and kanamycin 

showed the most antibacterial effects. Also, 

32 (52.3%) of tested bacteria were 

recognized as extended spectrum beta 

lactamase producer isolates. Out of them 26 

(76%) isolates were identified positive for 

the presence of TEM gene and 15 (44%) 

isolates were SHV positive.  

 

 Discussion & conclusions: The results 

showed a high prevalence of K. pnemoniae 

in urinary tract infections and high amounts 

of drug resistance in the isolates. 

  

Keywords: Drug resistance, Klebsiella 

pnemoniae, SHV, TEM, Urinay infection 
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