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Background and Aims: Klebsiella pneumoniae is one of the most common causes of 

nosocomial infections. The aim of this study was to determine the frequency of the blaTEM and 

blaSHV genes in K. pneumoniae strains isolated from blood samples of neonates admitted to some 

health centers in Rasht. 

Materials and Methods: In this study, 163 isolates from blood samples were taken during 

6 months from July to December 2015. Antibiotic susceptibility was conducted by disc diffusion 

method and screening test using combination disc method. Also, the presence of blaTEM and 

blaSHV genes were studied using PCR method. 

Results and Conclusions: Among the total of 163 cultured blood samples, 16 were 

positive. Only 3 strains were diagnosed as K. pneumonia (18.75%). Two out of 3 positive 

samples (67%) were identified as the ESBLproducers in the primary screening test. The isolated 

K. pneumonia had the highest resistance to penicillin and amoxicillin (100%) and the lowest 

resistance to imipenem and ceftazidime (33%). The results of PCR on 3 samples showed that all 

the 3 isolates (100%) contained SHV gene, 1 strain (33.3%) had TEM gene and 1 case (33.3%) 

had both TEM and SHV genes simultaneously. In conclusion the horizontal gene transfer among 

bacteria in hospitals and clinical centers and the patterns of antibiotic useage should receive 

more attention. 
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در  SHVو  TEMالطیف های بتالاکتاماز وسیعبیوتیکی و فراوانی ژنبررسی مقاومت آنتی

های خون نوزادان بستری در برخی جداشده از نمونه پنومونیه کلبسیلاهای سویه

 های شهر رشتبیمارستان
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هدف از این مطالعه تعیین  .باشدمی انیبیمارست هاییکی از عوامل شایع عفونت پنومونیه کلبسیلا زمینه و اهداف:

های خون نوزادان بستری در جداشده از نمونه پنومونیه کلبسیلاهای در سویه SHVblaو  TEMbla هایژنمیزان فراوانی 

 بعضی مراکز درمانی رشت بود.

 آمد. حساسیت به دست 3149 دیتا  مردادماهه از  6 یه زمانباز در جدایه 361 مطالعه، این درمواد و روش کار: 

 هایژن وجود چنینهمبررسی شد .  ترکیبی دیسک روش به غربالگری و تست انتشار دیسک روش به بیوتیکیآنتی

TEMbla و SHVbla از استفاده با PCR قرار گرفت موردبررسی. 

سویه  1کشت مثبت بود. تنها  نمونه36شده، نمونه خون کشت داده 361 از مجموع: گیرینتیجه و هایافته

  نمونه 2نمونه مثبت،  1تشخیص داده شدند. در آزمون غربالگری اولیه از کلبسیلا پنومونیه  عنوانبهدرصد(  57/31)

مقاومت را نسبت به   نبیشتریپنومونیه  کلبسیلاجدایه های  .تعیین شد الطیفوسیع بتالاکتاماز تولیدکننده (درصد 65)

درصد( داشتند. نتایج  11پنم و سفتازیدیم )درصد( و کمترین مقاومت را نسبت به  ایمی 311سیلین )سیلین و آموکسیپنی

PCR  درصد( حاوی ژن  311مورد ) 1نمونه نشان داد که  1بر رویSHV ،3 ( حاوی ژن  1/11مورد )درصدTEM  3و 

در  هاباکتریانتقال افقی ژن به دیگر  درمجموعرا دارا بودند.  TEMو  SHV درصد( نیز هر دو ژن 1/11مورد )

 ها، باید موردتوجه بیشتری قرار گیرد.بیوتیکالگوی مصرف آنتی و مراکز درمانی و هابیمارستان

 TEM ،SHV ،PCR ،(ESBL) ، بتالاکتاماز طیف گستردهپنومونیه کلبسیلا :کلیدی کلمات
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مهمقد

 خانواده به متعلق منفی گرم هاییلباس ،کلبسیلاها

 با سایر نزدیکی نسبتاً ژنتیکی رابطه دارای هستند، انتروباکتریاسه

 یرسینیاو  شیگلا ،سالمونلا ،اشریشیا نظیر این خانواده یهاجنس

سمی، یسپت شامل هاعفونت از وسیعی طیف عامل (.5باشند )یم

در  چرکی یهاآبسه و مننژیت راری،اد مجاری عفونت پنومونی،

 (. پنومونی1هستند ) کبدی یهاآبسه خصوصبه مختلف یهااندام

 دهد،یمتشکیل  را پنومونی موارد از کوچکی بخش کلبسیلایی

(. 0درصد است ) 09حدود  و بالا آن از ناشی یروممرگ میزان ولی

 یهپنومون کلبسیلا، کلبسیلازا در جنس یماریبین گونه ترمهم

ی مهم در هاپاتوژناز  کلبسیلاهای اخیر هاسالباشد. در یم

 بالای (. مقاومت3شوند )یمی بیمارستانی محسوب هاعفونت

 در هاآنگسترش سریع  و مختلف هایبیوتیکیآنت به هاآن

 و سمییسپت سبب نوزادان بخش در خصوصبه مختلف یهابخش

 (.1گردند )یم بالایی ومیرمرگ

هایی هستند که سبب تخریب یمآنزازها بتالاکتام

 799شوند. در حال حاضر بیش از یمهای بتالاکتام بیوتیکیآنت

ین مورد اول شده است.نوع مختلف از بتالاکتامازها گزارش

های گرم منفی یباکتربتالاکتامازهای کد شده توسط پلاسمید در 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 5030مهر و آبان  –3شماره  – 55سال 
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دکننده های تولییباکتردر کشور یونان گزارش شد و به دنبال آن 

ی شدید هاعفونتبتالاکتاماز افزایش پیداکرده و عامل ایجادکننده 

 ناشی هاییمآنز از گروهی طیف گسترده شدند. بتالاکتامازهای با

طیف  با هایینسفالوسپور تخریب به قادر که پلاسمید هستند از

هستند  و سفتازیدیم سفتریاکسون سفوتاکسیم، مانند وسیع اثر

 کلاولانیک ازجمله بتالاکتاماز یهامهارکننده توسط عمدتاً ( و0)

 از ها ESBL شوند.یم مهار و تازوباکتام سولباکتام اسید،

 هایمآنز بیشتر این هستند. 2beگروه  Aبتالاکتامازهای کلاس 

 در با یک یا چند تغییر SHV و TEMبتالاکتامازهای  مشتقات

بتالاکتامازها (. دو گروه اصلی 7باشند )یم هاآن آمینه اسیدهای

TEM  وSHV .هستند 

و  SHVی هاژنهای حاوی یهپنومون کلبسیلا هاییزولها

TEM هایبیوتیکیآنتبه  بیوتیکییآنت بالای مقاومت علت به 

 دیگر یهاجنس و هاگونه به هاژن این پلاسمیدی انتقال و روتین

 بیمارستانی عفونت مسئول بروز اخیر یهاسال در انتروباکتریاسه،

دارای  هاییهسو شناسایی و جداسازی امروزه کهطوریبه ،اندبوده

SHV  وTEM هستند  تشخیصی آزمایشگاهای برای واقعی چالشی

(. مطالعه حاضر باهدف تعیین الگوی مقاومت دارویی و بررسی 0)

 کلبسیلاهای یهسودر  SHVblaو  TEMblaی هاژنمیزان فراوانی 
ی کلینیکی شهر هانمونهجداشده از عفونت خون از  یهپنومون

توجه به اینکه تاکنون در سطح استان  با رشت صورت گرفت.

نشده است این ی خون انجامهانمونهتحقیق مشابهی بر روی 

 گردد.یممطالعه در نوع خود نخستین مطالعه محسوب 

 هاروشمواد و 

 هاتهیه نمونه

جداشده در بازه  زولهای 119 مجموع، در مطالعه حاضر از

از نمونه خون نوزادان بستری  1904ماهه از مرداد تا دی  1زمانی 

شد. در این بررسی،  یآورجمع شهر رشت هاییمارستانب در

ی استاندارد هاروشجداشده با  پنومونیه کلبسیلاهای یهسو

های بیوشیمیایی مورد شناسایی قرار یشآزماشناسی و یکروبم

)زیست کاوش، ایران(  TSBی خون در محیط اهنمونهگرفتند. 

حاوی ماده ضد انعقاد سیترات کشت و به مدت یک هفته در 

 درجه سلسیوس نگهداری شدند. 95درجه حرارت 

 هایباکترجهت جداسازی و شناسایی  هانمونهکشت 

 EMBهای کشت یطمححاوی خون به  محیط کشتمایع 

شده جارستان( منتقل)میکرومدیا، م Blood agar)مرک، آلمان( و 

ساعت کشت  45تا  44درجه سلسیوس به مدت  95و در دمای 

های جامد قادر به رشد یطمحبر روی  که هایییکلنداده شد. 

ی تشخیصی هاتستشدند.  گرفته نظر باکتری در عنوانبه بودند،

ی هاتستیزی گرم، تست اکسیداز، تست کاتالاز و آمرنگشامل 

، TSI agar ،SIMهای یطمحدر بیوشیمیایی شامل کشت 

Simmons citrate agar ،MR-VP broth  وUrea Agar  ،مرک(

استفاده گردید.  پنومونیه کلبسیلاآلمان( جهت تشخیص و تأیید 

ی هاشیآزمای جداشده تا زمان انجام هایباکترپس از شناسایی، 

درصد گلیسرول و در  17حاوی  TSB محیط کشتبعدی در 

 (.3لسیوس نگهداری شدند )درجه س -59دمای 

 شده یجداسازی هاسکیدتعیین حساسیت دارویی 

 دیفیوژن دیسک روش از استفاده با بیوتیکیآنتی حساسیت

های به دستورالعمل توجه با آگار هینتون مولر محیط بر روی

CLSI (. ذکر این نکته لازم است از 53) شد انجام 4917 سال

عنوان کنترل منفی و به E.coli ATCC 25922سویه استاندارد 

عنوان کنترل مثبت به Klebsiella ATCC 70060سویه استاندارد 

 های موردبررسی شامل سفتازیدیم بیوتیکاستفاده شد. آنتی

 پنم میکروگرم(، ایمی 7میکروگرم(، سفکسیم ) 99)

 میکروگرم(، سفوتاکسیم  99میکروگرم(، سفتریاکسون ) 19)

سیلین میکروگرم(، آموکسی 19ن )سیلیمیکروگرم(، پنی 99)

میکروگرم(، سفتازیدیم/  99میکروگرم(، سفوکسیتین ) 99)

اسید کلاولانیک/میکروگرم(، سفوتاکسیم 99/19اسید )کلاولانیک

میکروگرم( بودند. تست تأییدی تولید بتالاکتامازهای با  99/19)

 Combination (CD) طیف گسترده به روش دیسک ترکیبی

Disk میکروگرم( و  99های سفتازیدیم )فاده از دیسکبا است

 میکروگرم(، سفوتاکسیم  99/19اسید )سفتازیدیم/ کلاولانیک

 اسید میکروگرم( و سفوتاکسیم/کلاولانیک 99)

 CLSIمیکروگرم( انجام گرفت. نتایج طبق دستورالعمل  99/19)

ای قطر هاله عدم رشد تفسیر شد بدین ترتیب که اگر در ایزوله

در مقایسه با قطر هاله  mm 7ترکیبی برابر یا بیش از  دیسک

مثبت در نظر  ESBLتنهایی باشد ازنظر تولید عدم رشد دیسک به

های موردبررسی نسبت به برای نمونه MICچنین هم گرفته شد

 بیوتیک سفوتاکسیم و سفتازیدیم تعیین گردید.آنتی

ساعت در  14-11های جداسازی شده به مدت یباکتر 

 NB (Nutrient broth)درجه سلسیوس در محیط  95ای دم

 DNAاستخراج  کیت از استفاده با DNAو  داده شدند کشت

سازنده،  شرکت دستورالعمل به توجه با و )ایران ،سینا ژن ( 



 کلبسیلا پنومونیههای در سویه SHV و TEM الطیففراوانی ژن های بتالاکتاماز وسیع |و همکاران  فاتحی

19 

 

 انجام واکنش زمان تا شدهاستخراج DNAی هانمونه شد. استخراج

PCR  شدند نگهداری سلسیوس درجه -49 فریزر در. 

( برای شناسایی PCRای پلیمراز )آزمایش واکنش زنجیره از

استفاده شد. توالی و مشخصات  SHVو  TEMی هاژنحضور 

از  PCRشده است. جهت واکنش نشان داده 1پرایمرها در جدول 

کیت )سینا ژن ایران( استفاده شد. اجزای واکنش مطابق 

در  دستورالعمل کیت باهم مخلوط شد و طبق برنامه دمایی زیر

آلمان( تکثیر قطعه  ،SensoQuest GmbH) دستگاه ترموسایکلر

درجه  04ی دناتوراسیون اولیه )دما موردنظر صورت گرفت.

سیکل حرارتی شامل دمای  99دقیقه(،  9سلسیوس به مدت 

ی دما دقیقه(، 1درجه سلسیوس به مدت  04دناتوراسیون )

ی ژن درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه برا 77اتصال پرایمر )

(TEM ( دقیقه برای ژن  1درجه سلسیوس به مدت  71وSHV و )

درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه( و در پایان  54دمای تکثیر )

دقیقه( در  7به مدت  سلسیوسدرجه  54دمای تکثیر نهایی )

 ، آمریکا( انجام شد. محصولBiorad) .Gel Docدستگاه 

 تروفورز شد ودرصد الک 1روی ژل آگارز  PCRاز  آمدهدستبه

برداری حضور یا عدم حضور باند در دستگاه ژل داک عکس

 SHV و TEM یهاژننهایی و صحت تکثیر  دییتأگردید. جهت 

)کره جنوبی(  Bioneer ی به شرکتابییتوالجهت  PCRمحصول 

ی موجود در هایتوالبا  آمدهدستبهی هایتوالارسال گردید و 

 .(55) دمقایسه گردی NCBIبانک ژنی 

 ESBLsتوالی و مشخصات پرایمرهای مورداستفاده برای شناسایی  :5جدول 

 نام پرایمر توالی پرایمر PCRطول قطعه 

861bp '3-ATGAGTATTCAACATTTCCGTG–'5 
'3-TTACCAATGCTTAATCAGTGAG-'5 

 

861bp '3-ATGCGTTATTCGCCTGTG-'5 
'3-TTAGCGTTGCCAGTGCTC-'5 

 

 

 و بحث هایافته

ومیر می، یکی از عوامل مهمی است که باعث مرگسیسپت

میلیون  1/1گردد.یمشود و یک بیماری جدی تلقی یمنوزادان 

ی نوزادان هاعفونتواسطه ومیر هرساله در جهان بهمورد مرگ

توسعه ی درحالکشورهادر  هاآندرصد  49افتد که یماتفاق 

 خانواده به متعلق هاییباکتر) مقاوم هاییباکتر شود.یمدیده 

 باشند،یم گسترده زیاد میزان به طبیعت در که آنتروباکتریاسه(

 میزان به توجه . باآیدیم به شمار تهدید یک جامعه افراد برای

 اغلب الطیفیعوس بتالاکتامازهای دارویی، چند مقاومت بالای

 میان در راحتیبه پلاسمیدها، این کهازآنجایی ،باشدیم پلاسمیدی

 یابند،یم انتقال آنتروباکتریاسه خانواده هاییباکتر از لفمخت انواع

 چند مقاومت با هایییهسو ایجاد به منجر مقاوم یهاژن تجمع

 (.51) گرددیم دارویی

الطیف توسط یعوسدر تحقیق حاضر، تولید آنزیم بتالاکتاماز 

جنس کلبسیلای ایجادکننده عفونت خون نوزادان آزمایش شد. 

 1904-1907ماهه اول سال  1ه خون، در نمون 119تعداد 

نمونه کشت مثبت  11شده بود موردبررسی قرار گرفت، که تهیه

تشخیص داده  پنومونیه کلبسیلادرصد(  57/15مورد ) 9بود. تنها 

 یهانمونه کل ازجداسازی شده  نمونه 9 از داد نشان شد. نتایج

 دیفیوژن دیسک آزمایش در( درصد 15) نمونه 4 مثبت،

 ESBL یفالطیعوس بتالاکتامازهای تولیدکننده اولیه، غربالگری

های موردبررسی، بیوتیکیآنتدهد، از میان یمیج نشان . نتابودند

سیلین یآموکسسیلین و یپنهای جداشده به یهپنومون کلبسیلا

 درصد(، سفتریاکسون، سفوتاکسیم و سفکسیم  199)

پنم و سفتازیدیم یمیادرصد( بیشترین مقاومت و به  11/11)

ین مقاومت را نشان دادند. اختلاف نتایج ترکمدرصد(  99/99)

تواند ناشی از محل یممطالعه ما با تحقیقات ذکرشده فوق 

 مقاومت الگوی تفاوت ( وICU ،NICU)مثل  هانمونهی آورجمع

. زمان باشد مختلف جغرافیایی مناطق در هایهسو این بیوتیکییآنت

بیوتیک ازجمله یآنتنی، مصرف زیاد بستری شدن طولا

باشد. میزان یم ESBLsجهت تولید  مستعد کنندهفاکتورهای 

حدود  پنومونیه کلبسیلاهای یزولهامقاومت به سفتازیدیم در بین 

 یج حاصل ازنتا درصد بود. 15درصد و به سفوتاکسیم حدود  99

MIC و سفوتاکسیم بهها نمونه از درصد 199 که داد نشان 

های یزولها، این MICمقاومت نشان دادند. در تست  ازیدیمسفت

 4و  μg /mL 5 بالای به ترتیبمقاوم به سفتازیدیم و سفوتاکسیم 

، مقاوم در نظر گرفته CLSIرا نشان دادند که مطابق با تفسیر 

 شوند.یم



 1901مهر و آبان  ▐ 4 ارهشم 11 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

11 

 

های یهسو در ی مختلفهاژنحضور  مبنای بر موردبررسی هایبیوتیکیآنت به نسبت مقاومت الگوی و ESBLsمولد ی هاژن انواع توزیع :1جدول 

 های موردبررسییهپنومون کلبسیلا

 TEM هاژن
N=1 

SHV 
N=3 

TEM/SHV 
N=1 

  درصد مقاومت و )ها جدایه تعداد ( بیوتیکآنتی

 %99/99 %9 سفتازیدیم

(1) 

9% 

 %199 پنمایمی

(1) 

99/99% 

(1) 

199% 

(1) 

 %199 سیلینیآموکس

(1) 

199% 

(9) 

99/99% 

(1) 

 %199 سفتریاکسون

(1) 

11/11% 

(4) 

199% 

(1) 

 %199 سفوتاکسیم

(1) 

11/11% 

(4) 

199% 

(1) 

 %199 سیلینیپن

(1) 

199% 

(9) 

199% 

(1) 

 

بر  4911 همکاران در سالو  Udomsantisukدر مطالعه 

باکتری  49، کلبسیلاپنومونیهباکتری  75، از ESBLروی شیوع 

درصد  TEM 79، فراوانی ژن اند ESBL ی ژندرصد( دارا 7/94)

به مطالعه  4917سال و همکاران در  Kumar Sahay(. 50بود )

 79هند پرداختند. از  NICUشیوع سپسیس نوزادی در بخش 

 %47شناسایی شد که  کلبسیلامورد  4مورد کشت خون، 

درصد  5/17و همکاران،  Qureshi(. 53بودند ) ESBLتولیدکننده 

ی خون جداسازی هانمونهاز  ESBLتولیدکننده  ومونیهپن کلبسیلا

کردند. تست حساسیت، حاکی از مقاومت چند دارویی در 

بوده است. حداکثر مقاومت  ESBLتولیدکننده  پنومونیه کلبسیلا

بوده است. ( %50)(، سفوتاکسیم %199در برابر سفتازیدیم )

 (.51( مشاهده شد )%4پنم )یمیاحداقل مقاومت به 

نمونه نشان داد که  9بر روی  PCRحاضر، نتایج  طالعهمدر 

درصد(  9/99مورد ) SHV ،1درصد( حاوی ژن  199مورد ) 9

و  SHVدرصد( نیز هر دو ژن  9/99مورد ) 1و  TEMحاوی ژن 

TEM  های یهسورا دارا بودند. نتیجه این مطالعه نشان داد، بین

ه خود بیشترین درصد آماری را ب SHVموردبررسی، شیوع ژن 

شده بین این پژوهش و اختصاص داده است اما تفاوت مشاهده

ی هاژنیر تأثوجود  به علتتواند یمی ذکرشده فوق هاپژوهش

 تنوع این. باشددر ایجاد مقاومت  OXAو  CTXدیگر مانند 

 نیز انتروباکتریاسه خانواده هاییباکتر تمام در مقاومت یهاژن

 سطح در ژنوتیپی و فنوتیپی نتایج تفاوت باعث و کندیم صدق

 یهاروش تنوع علاوهبهگردد. یم هایباکتر این مقاوم هاییهسو

 دلایل از تواندیم مختلف نیز تحقیقات در مورداستفاده ژنوتیپی

 باشد. نتایج اختلاف این

نشان داد که  TEMو  SHVی هاژنیابی یتوالنتایج  

یرشده و درستی تکثی تکثیرشده در پژوهش حاضر بههاژن

 ی موردنظر موجود در بانک ژن دارد.هاژنبا  %04همسانی بالای 

 

 
و  SHVژن  bp 861مربوط به قطعه  PCRالکتروفورز محصول  :5 شکل

TEM مقاوم به سفوتاکسیم و سفتازیدیم بر روی ژل  کلبسیلاپنومونیه

در جدایه های  SHV درصد، از چپ به راست: باند مربوط به ژن 5آگارز 

. 1،7،0های شماره یهجدادر  TEM و باند مربوط به ژن 1،0، 7 شماره

 C:مشاهده نشد. TEMمربوط به ژن  باند 1و  7در جدایه های شماره 

 کنترل منفی
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در  همکارانو Riyahi Zaniani  توسط مشابه یامطالعه در

درصد  1/71، پنومونیه کلبسیلا باکتری 55 از 4914 سال

به  TEMو  SHVکه فراوانی ژن  بودند ESBLها مولد یباکتر

و  Doosti(. در مطالعه 50درصد بود ) 1/49و  4/14 ترتیب

نمونه  94 پنومونیه کلبسیلا 150از  4919همکاران در سال 

 SHV( دارای ژن %95/5نمونه ) 17و  TEMدارای ژن  (55/15%)

 (.57بودند. )

 کلبسیلا هاییزولها حضور از حاکی مطالعه این نتایج

 موردمطالعه هاییمارستانب در ESBLsیدکننده تول هپنومونی

 در ESBLs های مولدیسمارگان اساس این نتایج، بر است.

 در تغییر .است مشاهده گردیده بیمارستانی مختلف یهابخش

مناسب  ابزارهای از استفاده و هابیوتیکآنتی مصرف استراتژی

 طولانی تمد به بیماران ویژهبه که ییهابخش در عفونت کنترل

 شوندیمبستری 

 انتشار کنترل در تواندیم که هستند مهمی عوامل از

 بهبا توجه  کند. نقش ایفای ESBLsتولیدکننده  هاییسمارگان

 رویهیاستفاده ب دلیل به بیوتیکی،یآنت مقاومت سریع بسیار رشد

 هاییسمارگان مقاومت الگوی ارزیابی به داروها، نیاز از این

 TEM و SHV یهاژنی کلبسیلا دارای هاگونه ویژههزا، بیماریب

 الگوی این شدن. مشخص وجود دارد ESBL هاییمآنز مولد

و  از ظهور منظور جلوگیریبه تواندیم بیوتیکی،یآنت مقاومت

 .گیرد قرار مورداستفاده دارو چند به مقاوم هاییسمارگان گسترش

 تقدیر و تشکر

 دانشجویی کارشناسی نامهپایان حاصل تحقیقات، مقاله این

 محترم معاونت از مقاله نویسندگان. باشدیم شناسیمیکرب ارشد

 خاطر به رشت اسلامی واحد آزاد دانشگاه فناوری و پژوهشی

 .دارند را تشکر نهایت همکاری،

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه
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