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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

   6/2/90: تاريخ پذيرش         28/9/90: تاريخ دريافت  1391خرداد ماهچهارمهفته/186شماره /ما سال سي
كلبسيلا  بيوتيك و فلزات سنگين در زماني مقاومت به آنتي تشخيص مولكولي بروز هم

  عفونت ادراري هاي جدا شده از پنومونيه
  

   ،3آبادي فيضمهدي  محمددكتر ، 1مهدي محسن زاده ،2مهدي كارگر، 1محمد جعفري ،1پيروزي يار علي
  4افكاريروحي 

  
  

  چكيده
 هاي بيمارستاني از بيشترين عامل عفونت .ندا ههاي ادراري و بيمارستاني جدا شد عفونت بيوتيك و فلزات سنگين از هاي مقاوم به آنتي ميكروارگانيسم :مقدمه

تشخيص مولكولي بروز  ،هدف از اين مطالعه .كنند مولكولي متفاوتي را حمل مي ي مقاوم به فلزات سنگين، پلاسميدهايي با اندازه ي جمله كلبسيلا پنومونيه
 .دبوهاي جدا شده از عفونت ادراري  كلبسيلا پنومونيه بيوتيكي و فلزات سنگين در زماني مقاومت آنتي هم

 ي انتخاب اوليه .شدندآوري شده از بيمارستان و آزمايشگاه درماني جدا  هاي عفونت مجاري ادراي جمع كلبسيلا پنومونيه از نمونه ي سويه 144 :ها روش
ش دابل ديسك تركيبي و رو ،)CLSI )Clinical and laboratory standards instituteهاي  اساس روش بيوتيك بر هاي مقاوم به آنتي سويه

انجام ) PCR )Polymerase chain reaction عملSHV-1  و TEM-1هاي  منظور تشخيص ژنه همچنين ب .انجام گرديد سمينرژيس سكيد
  .انجام گرديد +Cd2و  +Hg2+،Cu2 +، Pb2 فلزات سنگين براي) MIC )Minimum inhibitory concentrationسپس  ،شد

 پس از .ندبودلاكتام - βآنزيم  ي توليدكنندههاي  سويه ها آن درصد 69/42كه  بيوتيك بودند مقاوم به آنتي هاي جدا شده، از سويه درصد 81/61 :ها يافته
 SHV-1 حامل ژن يهاي كلبسيلا سويه درصد از 94/28 مثبت،) ESBL )Extended-spectrum beta-lactamaseي  سويه 38از  PCR انجام

 مس ،گرم در ليتر ميلي 35جيوه  شامل ها به آن مقاومت نشان دادند بيشترين مقدار فلزات سنگين كه سويه .ندبود TEM-1 درصد حامل ژن 21/34و 
ها و  بيوتيك هاي مقاوم به آنتي تفاوت قابل توجهي بين سويه. بود گرم در ليتر ميلي 200 كادميم ،گرم در ليتر ميلي 350سرب  ،گرم در ليتر ميلي 650

 .)P > 012/0(فلزات سنگين مشاهده شد 

اين كه  ددانتايج نشان  .ها مقاوم بودند نشان دادند به شدت نسبت به آنتي بيوتيكهاي حامل پلاسميد كه به فلزات سنگين مقاومت  ايزوله :گيري نتيجه
  .دشونجا  ههاي باكتريايي جاب بيوتيك و فلزات سنگين با هم در بين سويه هاي مقاومت به آنتي حامل ژن كه پلاسميد احتمال وجود دارد
  MIC تيكي،بيو مقاومت آنتي ،SHV، ژن TEM، ژن فلزات سنگين :واژگان كليدي

 
  مقدمه
ها تركيبات طبيعي، سنتزي و با خاصيت ضد  بيوتيك آنتي

در دنياي پزشكي بـر  طور وسيعي ه ميكروبي هستند كه ب
زا در انسـان و يـا حيوانـات مـورد      عليه عوامل بيمـاري 
امــروزه افــزايش ســريع  .)1(گيرنــد  اســتفاده قــرار مــي

هـا در بـين    بيوتيـك  اي از آنتـي  مقاومت به طيف گسترده

 ـ ي ها از مشكلات عمده ميكروارگانيسم ه پزشكي مدرن ب
  ). 1- 2(آيد  شمار مي

رين مقاومت دارويـي  دهد كه بيشت مطالعات نشان مي
اشرشياكلي، كلبسـيلا   مانندهاي گرم منفي  در بين باكتري

 ي كننـده  ايجـاد  يپنومونيه و سـودوموناس آئروجينـوزا  
 و هـاي مجـاري ادراري   هاي بيمارستاني، عفونت عفونت
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آن را  ي توان علـت عمـده   شود كه مي باكتريمي ديده مي
  ). 3(ها دانست  هاي بتالاكتاماز در آن توليد آنزيم

هـاي   آنـزيم  ي ها با داشتن ژن كـد كننـده   اين باكتري
 ـ ،وي پلاسـميد و يـا كرومـوزوم   ر بتالاكتاماز بر ه آن را ب

و  دهند ميهاي باكتريايي انتشار  طور سريع در بين سويه
الطيـف   هاي وسيع بيوتيك مقاومت چندگانه به آنتيسبب 

بتالاكتـام در   ي ايـن آنـزيم بـا تخريـب حلقـه     . شوند مي
 ي داروها، از تأثير ضد ميكروبـي دارو بـر سـنتز ديـواره    

پلاسميدهاي مربوط بـه  ). 4(كند  ها جلوگيري مي باكتري
ــه   ــا ك ــتريببتالاكتامازه ــ در ش ــ يكلاياشرش  لايو كلبس

. دباشـن  يم TEM-1و  SHV-1 ،دشون يم دهيد هيپنومون
هـاي   در باكتري TEM 1- و SHV-1 ميآنز عيانتشار سر
هـاي   هـاي بيمارسـتاني، عفونـت    عفونـت  ي ايجاد كننده

ــاري ادراري ــريع    و مج ــت س ــبب مقاوم ــاكتريمي س ب
طوري كه ه ب ؛ها گرديده است سويه اينبيوتيكي در  آنتي

طــي  هــادرصــد مــرگ و مير 90گــاهي علــت بــيش از 
  ). 5- 7(هستند  عفونت

و همكاران دريافتنـد كـه    Nakaharaدر همين راستا 
بيوتيكي به همـراه مقاومـت بـه     آنتي ي مقاومت چندگانه

   ).8( شود فلزات سنگين ديده مي
Zeroual    و همكاران نيز گزارش دادند مقاومـت بـه

جيـوه، سـرب،    نظيـر هاي متفاوت فلزات سنگين  غلظت
 ي كننـده  هـاي ايجـاد   مس، كادميم در بعضي از بـاكتري 

زمان با بروز مقاومـت بـه    طور همه عفونت بيمارستاني ب
تواند دليلي بر اين باشد كه  مي ودهد  بيوتيك رخ مي آنتي
بيـوتيكي و فلـزات    هاي شـاخص در مقاومـت آنتـي    ژن

وي يـك پلاسـميد قـرار دارنـد و بـا      ر بر اغلبسنگين 
 ،هـدف از ايـن مطالعـه   ). 9(يكديگر قابل انتقال هستند 
بيوتيك  زمان مقاومت به آنتي تشخيص مولكولي بروز هم

هاي جـدا شـده از    و فلزات سنگين در كلبسيلا پنومونيه

 .دبوعفونت ادراري 

  
  ها روش

 ـ   تحليلـي در سـال    –صـورت توصـيفي  ه اين پژوهش ب
 ـ  6به مـدت   1388- 89 فـرد مراجعـه    845روي ر مـاه ب

هاي اورولوژي، زنان و زايمان بيمارسـتان   كننده به بخش
شهرستان گراش انجام و درمانگاه ) ع(منين علي ؤاميرالم
 ي از تمامي اين افراد طبق دستور پزشـك نمونـه  . گرديد

در اسـرع وقـت و بـا رعايـت      ها نمونه. ادراري تهيه شد
  . شرايط بهداشتي به آزمايشگاه منتقل شد

هــاي موجــود در ادرار،  جــدا ســازي بــاكتري بــراي
  ،EMBهـــاي  هـــاي ادراري بـــر روي محـــيط نمونـــه

Blood agar  وTSI هاي جدا شـده   ايزوله. ندكشت شد
، MRVPمحــيط ســيمون ســيترات،  در ييبــراي شناســا

SIM داده شـدند ، اوره براث، ليزين دكربوكسيلاز كشت 
و آزمايشات تكميلي تخمير تك قندي سوكروز، لاكتـوز  

هـاي   بر اسـاس تسـت  . ها انجام شد بر روي آن و گلوكز
ــتاندارد تشخيصــي و    ــتفاده از روش اس ــا اس ــي ب افتراق

هاي كلبسيلا پنومونيـه تعيـين هويـت     هميايي، سويبيوشي
  ).10(گرديدند 
مقـاوم   ي هاي كلبسيلا پنومونيه تشخيص جدايه براي
هاي كلبسيلا پنومونيه  بيوتيك، چند كلني از سويه به آنتي

هينتـون   هاي حاوي محيط كشـت مـولر   خالص در لوله
 36- 37ســاعت در دمــاي  24مـايع تلقــيح و بــه مــدت  

بـا   سپس سوسپانسيون .انكوبه شدندگراد  ي سانتي درجه
) Merckشـركت  ( آگار نتونيه مولر طيمح يرو سواپ

ــش  ــد پخ ــكگردي ــي  و از ديس ــاي آمپ ــيلين  ه  10(س
 متـوپريم  ، تـري )ميكروگرم 30(كلرامفنيكل  ،)ميكروگرم

ــرم 5( ــازول )ميكروگـ ــرم 5(، سولفامتاكسـ ، )ميكروگـ
 30(يديســيك ، اســيد نال)ميكروگــرم 30(آميكاســين 
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 ، تتراسـايكلين )ميكروگـرم  30(، كانامايسـين  )ميكروگرم
ــرم 30( ــين )ميكروگ ــرم 5(، سيپروفلوكساس  ،)ميكروگ

ــين  ــرم 10(جنتامايســ ــفتازيديم )ميكروگــ  30(، ســ
 30(سفالوتين  و ،)ميكروگرم 110(پنم  ميي، ا)ميكروگرم

ــرم ــتاندارد  ) ميكروگ ــاس روش اس ــر اس ــك  ،و ب ديس
 CLSI )Clinical and laboratory standards ديفيـوژن 

institute (ديسـك   شرودو اسـتفاده از   با. انجام گرديد
ــل   ــم داب و روش ) Double disk synergy(سينرژيس

 )Oxoid combining disk method( ديسـك تركيبـي  
 ي كننـده  توليـد  ي هاي كلبسيلا پنومونيـه  جدايهمقاومت 

ESBL )Extended-spectrum beta-lactamase(،  ــبت نس
سيلين، جنتامايسـين، سفكسـيم،    هاي آمپي بيوتيك به آنتي

در  ).11( پـنم ارزيـابي شــدند   مـي ايسولفامتاكسـازول و  
ــل از ديســـك  ــم دابـ ــاي  روش ديســـك سينرژيسـ هـ

، سفوتاكسـيم  )ميكروگـرم  30(بيوتيكي سـفتازيديم   آنتي
كـه  ) ميكروگرم 10(و كوآموكسي كلاو ) ميكروگرم 30(

متـري از يكـديگر در يـك پليـت      ميلـي  20 ي به فاصله
. استفاده شد ،هينتون آگار قرار داشتند حاوي محيط مولر

ــك   ــي از ديس ــك تركيب ــين در روش ديس ــاي  همچن ه
و سفتازيديم به همراه اسـيد  ) ميكروگرم 30(سفتازيديم 

هينتون  در يك محيط مولر) ميكروگرم 10(كلاوولونيك 
تفاده متـري از يكـديگر اس ـ   ميلـي  20 ي به فاصـله  ،آگار

ــ ســاعت انكوباســيون و  18پــس از  در نهايــت .دگردي
هـاي كلبسـيلا    عدم رشد، سـويه  ي هاله  گيري قطر اندازه

 ي بــر طبــق ضــابطه   ESBL ي پنومونيــه توليدكننــده 
NCCLS  11(ند شدتعيين.(  

پلاسميد باكتري بـا اسـتفاده از كيـت     ي به منظور تهيه
 Biospin plasmid DNA Extraction( استخراج پلاسميد

، چند كلني از باكتري خالص )ژاپن Biofluxاز شركت 
بيوتيــك  مقــاوم بــه آنتــي ي كلبســيلا پنومونيــه ي شــده

 10در ) شناسايي با روش ديسك سينرژيسم و تركيبي(
شركت ( Trypitcase soy Brothليتر محيط كشت  ميلي

Merck ( ي درجه 36-37ساعت در دماي  24به مدت 
سوسپانسيون باكتري بـه   سپس .گرديدگراد تلقيح  سانتي

 rpMليتــري منتقــل و بــا دور  ميلــي 2هــاي  ميكروتيــوپ
ثانيـه سـانتريفوژ شـدند تـا محلـول       30به مدت  10000

 DNAتمامي مراحل بعـدي اسـتخراج    .رويي جدا گردد
   .پلاسميدي نيز طبق دستورالعمل كيت صورت گرفت

 ي ميكروليتر از نمونـه  3، مقدار PCRسپس مراحل 
DNA  ميكروليتر  5/0پلاسميد استخراج شده به همراه

و  SHV-1از هر جفت پرايمرهـاي اختصاصـي دو ژن   
TEM-1 باكتري تحت شرايط دمـايي   ي سويه براي هر

از  PCRدر مراحـل  مـورد اسـتفاده   مواد . انجام گرديد
   .دششركت سيناژن تهيه 

 5/2ميكروليتـر شـامل    25مخلوط واكـنش در حجـم   
ــافر   ــر بـ ــر  PCR ،75/0ميكروليتـ  Mgcl2 ،5/0ميكروليتـ

ميكروليتــر از هــر جفــت پرايمــر،  dNTP ،5/0ميكروليتــر 
 DNAميكروليتر از  3پليمراز و  Taqميكروليتر آنزيم  25/0

 ي در تمــامي مراحــل از ســويه .گرديــد تهيــهپلاســميدي 
ــتاندارد  و Klebsilla pneumonia ATTC700603 اسـ

E.coli ATCC35218 عنوان كنتـرل مثبـت و   ه ترتيب به ب
روي ژل  PCRدر نهايـت محصـول   . منفي استفاده گرديـد 

 و bp 1016و بانـدهاي  شد  درصد آگاروز الكتروفروز5/1
bp 1074 ـ  هـاي   وجـود ژن  ي دهنـده   ترتيـب نشـان  ه كه ب

SHV-1  وTEM-1 بـا اسـتفاده از دسـتگاه ژل داك     بودند
)Gel documentشركت ، Bio RAD ( يمـاورا تحت نور 

هـاي مـورد    پرايمـر ). 12- 15(يـت شـدند   ؤقابـل ر  بنفش
   بـه ترتيـب   TEM-1 (1074 bp)  استفاده براي رديـابي ژن 

F: 5′-GAAGACGAAAGGGCCTCGTG-3 و  
R: 5′-GGTCTGACAGTTACCAATGC-3  ــراي و ب
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   ترتيـــــــب بـــــــه SHV-1 (1016 bp)ژن 
F: 5′-CGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC-3′  و

R: 5′-TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA-3 
  . بود

 Minimum inhibitory concentration نييتعبراي 
)MIC (پنومونيـه  كلبسيلا يها هيجدا در نيسنگ فلزات 

مقاوم  ي كلبسيلا پنومونيه ي سويه ،بيوتيك آنتي به مقاوم
هـاي   كه از نظر وجـود ژن هاي ياد شده  يوتيكب به آنتي

هـاي   سـويه . شـدند انتخـاب   ،بتالاكتامازي مثبت بودند
براث با حداكثر غلظت فلـز   LBبه محيط  انتخاب شده

سـاعت تلقـيح و سـپس     24سنگين مورد نظر به مدت 
براث با غلظت كمتـر از آن فلـز سـنگين     LBبه محيط 

 هـاي مختلـف مقاومـت و    منتقل شـدند تـا در غلظـت   
مورد ارزيابي  ،به غلظت فلزات سنگيننسبت  تلورانت

  . قرار گيرند
هاي فلزات سـنگين جيـوه    كدر اين پژوهش از نم

)HgCl2( ــرب ــادميم  ،)PbNo3(، س ــس ) Cdo4(ك و م
)Cuso4 (هاي متفاوت يعنـي   هاي حاوي غلظت در لوله

ترين غلظت استفاده گرديـد   ينياز بالاترين غلظت تا پا
. باكتري نسبت به فلزات سنگين ارزيابي گردد MIC تا

، 55، 45، 40، 35، 30 ،20 هـاي  براي جيـوه از غلظـت  
، 40هـاي   غلظـت  ر ليتر، كادميم ازدگرم  ميلي 80و  65
 ر ليتــر،دگــرم  ميلــي 400و  300، 250، 200، 100، 50

، 500، 450، 400، 350، 300هاي براي سرب از غلظت
بــراي مــس از و  ليتــر ردگــرم  ميلــي 950و  800، 650

 800و  650، 500، 400، 350، 300، 200هـاي   غلظت
  . )16-17(ليتر استفاده گرديد  ردگرم  ميلي

 ي نسـخه  SPSSافزار  بررسي آماري نتايج توسط نرم
17 )version 17, SPSS Inc., Chicago, IL ( و آزمـون 

ANOVA 05/0 آناليز آماري در حـد  .گرفت انجام < P 
   .دگرديدار تلقي  يمعن

  ها افتهي
مـورد   144 ،باكتري جدا شـده  328در اين پژوهش از 

هاي كلبسيلا پنومونيـه شناسـايي    سويه) درصد 75/34(
بيوگرام به روش ديسـك ديفيـوژن    طي تست آنتي. شد

هـاي كلبسـيلا    بيـوتيكي سـويه   بيشترين مقاومـت آنتـي  
، تـري  )درصـد  50/53(پنومونيه نسبت بـه آميكاسـين   

 84/36( ، سيپروفلوكساســين)درصــد 89/57( متــوپريم
 ،)درصـــــد 61/45( ، سولفامتاكســــازول )درصــــد 

 75/51( ، سفالكســين)درصــد 36/47( تتراســايكلين
 ؛مشاهده گرديد) درصد 01/57( و جنتامايسين) درصد

مقاومـت  ) درصـد  81/61(سـويه   89طوري كـه در  ه ب
همچنـين كمتـرين مقاومـت    . بيـوتيكي ديـده شـد    آنتي
و ) درصـد  55/11(پـنم   مـي ينسـبت بـه ا   بيـوتيكي  آنتي

اده فسپس با اسـت . بود) درصد 19/27(ناليديكسيك اسيد 
هاي ديسك سينرژيسـم دابـل و روش ديسـك     از روش
هـاي كلبسـيلا    هسـوي  )درصـد  69/42( مورد 38 تركيبي
هـاي يـاد شـده از نظـر      بيوتيك مقاوم به آنتي ي پنومونيه
  ).1 شكل(، مثبت شناسايي شدند ESBLSوجود 
مثبـت،   ESBLS ي كلبسيلا پنومونيـه  ي هسوي 38از 

هـاي   ژن )درصـد  16/63( مـورد  24 در PCRبا روش 
مشاهده شد كـه از ايـن   ) SHV-1وTEM(بتالاكتامازي 

ها پلاسـميدي و   از ژن) درصد 34/58(مورد 14 تعداد،
 و ها كروموزمي بودنـد  ژناز ) درصد 66/41(مورد  10
 TEM-1رصــد ژن د 66/16و  SHV-1درصــد ژن  25

 ـ ANONA آزمـون با استفاده از . كروموزومي بودند  نيب
 يهــا و وجــود ژن كيــوتيب يمقــاوم بــه آنتــ يهــا هيســو

) P > 003/0(مشاهده شد  يدار يارتباط معن يبتالاكتاماز
  ). 1جدول (

بـه ترتيـب    1074و  bp 1016باندهاي ژني  وجود
  سازيتأييدي بر جدا TEM-1و  SHV-1هاي  براي ژن
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  غلظت فلزات سنگين ي كننده بيوتيك و تحمل مقاوم به آنتي ي هاي كلبسيلا پنومونيه توزيع فراواني سويه. 2 جدول
فلزات 
  سنگين

 فلز ي كننده بيوتيك و تحمل مقاوم به آنتي

  )درصد( تعداد
ESBLS مثبت رشدكننده  

  )درصد( تعداد
  تحمل فلزات سنگينغلظت قابل 

  )ليترميلي در ميكروگرم(
  200  )26/55(21 )82/43(39  كادميم
  35  )68/73(28 )93/53(48  جيوه
  350  )47/39(15 )56/50(45  سرب
  650  )78/65(25 )69/49(38  مس

ESBL: Extended-spectrum beta-lactamase 
 

مـورد در   28مثبت، بـه ترتيـب    ESBLS ي پنومونيه
مـورد در   25 مورد در غلظت كـادميم،  21 غلظت جيوه،

رشد مورد در غلظت سرب گفته شده  15غلظت مس و 
هـاي   هايي كه از نظـر ژن  كه سويه در حالي. نشان دادند

هـاي   در غلظـت  ،مثبـت بودنـد  ) ESBLS(بتالاكتامازي 
مـون  زبـا اسـتفاده از آ  . بيشتري تحمل فلزي نشان دادند

ANONA بيوتيــك و  هــاي مقــاوم بــه آنتــي بــين ســويه

 داري مشاهده شد يمقاومت به فلزات سنگين ارتباط معن
)012/0 < P( ) 3شكل و  3جدول.(  

هـاي كلبسـيلا    همچنـين مشـاهده گرديـد كـه سـويه     
هايي كه  سويه در مقايسه بابيوتيك  پنومونيه مقاوم به آنتي

بيوتيك نبودنـد نسـبت بـه غلظـت فلـزات       مقاوم به آنتي
  ).4شكل (كنندگي يكساني را نشان ندادند   سنگين تحمل

  هاي كلبسيلا پنومونيه كه با كه سويه دادنتايج نشان 
  

  مثبت نسبت به فلزات سنگين با غلظت بالاتر  ESBLSي  هاي كلبسيلا پنومونيه توزيع فراواني و درصد رشد سويه. 3جدول 

 SHV-1وTEMواجد ژنيكلبسيلا پنومونيه فلزات سنگين
  )درصد( تعداد

 مثبت ESBLS ي كلبسيلا پنومونيه
  )درصد( تعداد

  غلظت قابل تحمل
 )ليتر ميلي در ميكروگرم(

  250  )02/42( 16 )01/42(11  كادميم
  45  )47/39( 15 )47/39(10  جيوه
  400  )55/31( 12 )05/21(8  سرب
  700  )02/42( 16 )57/31(7  مس

ESBL: Extended-spectrum beta-lactamase 
 

  
سنگين فلزات متغير غلظت ي كننده تحمل و بيوتيك آنتي به مقاوم ي پنومونيه كلبسيلا هاي سويه فراواني توزيع. 3 شكل
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 در سنگين فلزات غلظت كنندگي تحمل فراواني توزيع. 4 شكل
 بيوتيك آنتي به) مقاوم عدم يا( مقاوم ي پنومونيه كلبسيلا هاي سويه

  
ها مقاومت نشـان   بيوگرام به آنتي بيوتيك تست آنتي

 در شـده  اني ـب يفلـز  يهـا  غلظـت  ،)مـورد  89(دادند 
 يهـا  هيكـه سـو   يدر حـال  كننـد؛  يتحمل م را2 جدول
 سـم ينرژيس سـك يد يهـا  كه با روش هيپنومون لايكلبس

 38(مثبت بودند  ESBLS يبيترك سكيدابل و روش د
 در و بودنـد  رشـد  بـه  قـادر  هـا  غلظـت  نيدر ا ،)مورد

حالــت  شــد، انيــب 3 جــدول در كــه يبــالاتر غلظــت
 لايكلبس ـ يهـا  هيسـو  نيهمچن. دادند را نشان  يتلورانت

ــه ــد ژن  ي پنوموني ــز  SHV-1و  TEMواج ــل ني تحم
  . را داشتند 3هاي بالاي فلزي ياد شده در جدول  غلظت
 كــه ييهــا ياز آن اســت كــه بــاكتر يهــا حــاك داده

 دهنــد، يمــ نشــان را يشــتريب يكيوتيــب يآنتــ مقاومــت
بـا  . را تحمـل كننـد   يشـتر يب يغلظـت فلـز   توانند يم

 نيمشخص شد كه ب Fisher’s exactاستفاده از آزمون 
 ــ ــاوت آنت ــب يمق ــورانس و يكيوتي ــز تل ــاط يفل  ارتب

 شد؛ مشاهده يهمبستگ كيو  شتوجود دا يدار يمعن
 يبتالاكتامـاز  ژن يدارا كـه  ييها هيكه در سو يطور هب

 ،r=  28/0( دي ـگرد مشـاهده  شتريب يفلز تحمل بودند
015/0 < P) ( 3جدول .(  

  بحث
ها  بيوتيك هاي گرم منفي نسبت به آنتي مقاومت باكتري

و  در سراسر دنيا شده است موجب افزايش مرگ و مير
هـا   هاي هنگفتي صرف درمان اين عفونت سالانه هزينه

هـاي گـرم منفـي     كلبسيلا پنومونيه از باكتري .گردد مي
است كه از نظر كلينيكي نقش مهمي در ايجاد عفونـت  

-2(كنـد   بيمارستاني و عفونت مجاري ادراري ايفا مـي 
در  هـا  بيوتيـك  آنتـي  ي رويـه  متأسفانه مصـرف بـي  ). 1

هـاي مقـاوم    هاي اخير موجب افزايش ظهور سويه دهه
اي  هـاي روده  دارويي در بـاكتري  ي با مقاومت چندگانه

 ؛)3-4(گرم منفي از جمله كلبسيلا پنومونيه شده است 
ها با توليـد آنـزيم بتالاكتامـاز     طوري كه اين باكتريه ب

هـايي   بيوتيـك  نسبت بـه آنتـي  ) ESBLS(وسيع الطيف 
سـيلين، سيپروفلوكساسـين و    ن، پنـي چون سفالسـپوري 

ــيم  ــي سفوتاكس ــان م ــت نش ــد مقاوم ــود ژن . دهن وج
هاي بتالاكتامازي و انتقـال آن در بـين    آنزيم ي كدكننده
اي يك تهديد بزرگ بـراي   ه هاي گرم منفي رود باكتري
 ـ   كنندگان سفالسپورين  مصرف ه هاي با طيـف وسـيع ب

  ). 5(آيند  شمار مي
هـاي كلبسـيلا    بيوتيكي سـويه  بيشترين مقاومت آنتي

 ،متـــوپريم تـــري، پنومونيـــه نســـبت بـــه آميكاســـين
، تتراســـايكلين، سولفامتاكســـازول، سيپروفلوكساســـين

طـوري كـه   ه ب ؛و جنتامايسين مشاهده گرديد سفالكسين
همچنـين  . بيوتيكي ديـده شـد   سويه مقاومت آنتي 89در 

پنم و ناليديكسيك  مييبيوتيكي نسبت به ا حساسيت آنتي
ــوداســ ــا اســت. يد ب هــاي ديســك  اده از روشفســپس ب

هــاي  سينرژيســم دابــل و روش ديســك تركيبــي ســويه
هاي ياد شـده از   بيوتيك مقاوم به آنتي ي كلبسيلا پنومونيه

 .نظـر توليــد آنــزيم بتالاكتامـاز، مثبــت شناســايي شــدند  
Aladag سويه  87از  درصد 44در  و همكاران در تركيه
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 شناسـايي كردنـد   ESBLه جدا شـد  ي كلبسيلا پنومونيه
هـاي بتالاكتامـازي در بـين     از ديدگاه توليد آنـزيم  ).18(

كلـي و كلبسـيلا    هاي گرم منفي از جمله اشرشيا باكتري
ــه ــه در ايجــاد   پنوموني ــوزا ك و ســودوموناس آئروجيني
مطالعـات گسـترده و    كنند ها نقش مهمي ايفا مي  عفونت

  .متعددي گزارش شده است
Ullah  ــاران از ــ 92و همك ــپنومون لايكلبس  54 ،هي

  ). 19(گزارش دادنـد   ESBLواجد ) درصد7/58(مورد 
Al-charrakh   ــه از ــد ك ــزارش دادن ــاران گ  88و همك

بـا  ) درصـد  8/73(مـورد   65 ه،ي ـپنومون لايكلبس هيسو
 هستند مقاوم بتالاكتام يها كيوتيبيبه آنت ESBL ديتول

)7 .(Manikandan ــاران ن ــو همكـ  ــ زيـ ــا بررسـ  يبـ
ــاكتر ــا يب ــرم منفـ ـ يه ــاديا ياروده يگ ــده ج  ي كنن
بـه   هـا  يباكتر نياظهار داشتند كه ا يادرار يها عفونت

 م،يمتـوپر يتـر  د،ياس ـ كيكس ـيدينال يهـا  كي ـوتيبيآنت
). 20( دهند يپنم مقاومت نشان م يمياو  نيليسيآموكس
 ميآنـز  دي ـداد كـه تول  يگزارش رصالحانيم رانياما در ا
ESBL 76 بـه  راني ـدر ا هي ـپنومون لايكلبس ي هيدر سو 
  ). 21( است دهيرس درصد

 ازدرصـــد  40و همكـــاران  Hujer ي در مطالعـــه
 كــايدر آمر يمارســتانيكــه از ب ييهــا يبــاكتر ي نمونــه
در ). 22(نـد  كردجدا  را TEM-1ژن  ،شدند يجداساز

 5/81در  كـه و همكاران گـزارش دادنـد    Jinكه  يحال
 TEM-1ژن  يمارسـتان يب يها يباكتر ي هيدرصد از سو

  ). 23(مشاهده شده است 
Graham ــا مطالعــه بــر رو  وعيشــ يو همكــاران ب

 جـه ينت هـا،  يدر بـاكتر  يكيوتي ـب يآنت ـ مقاومـت  يجهان
 ي هيرو يب و عيسر شيافزا ليدل هب وعيش نيكه ا گرفتند

اسـت كـه بـه     ييو كودها ييايميش باتياستفاده از ترك
. گـردد  ياستفاده م ـ يدر كشاورز يفلز باتيهمراه ترك

 شيها و رودخانه سـبب افـزا   به آب ها سم نيابا ورود 
 هـا  سـم يكروارگانيم در يفلـز  و يـي دارو يهـا  مقاومت

 آن از يحـاك  هـا  گـزارش  شتريامروزه ب). 24( گردد يم
 يهـا  هيسـو  در يبتالاكتامـاز  يهـا  ميآنز ديتول كه است
كـه در   يطور هب ؛است شيافزا به رو هيپنومون لايكلبس
 كــايدرصــد و در آمر 5/13 وانيتــا ،درصــد 63 هيــترك

  ). 18، 25(درصد گزارش شده است  4/83
 نتايج حاصـل از ايـن پـژوهش و ديگـر     ي با مقايسه

آن است كه  ي دهنده دست آمده نشانه ، آمار باه پژوهش
بتالاكتامـاز   ي هاي توليـد كننـده   هاي باكتري درصد سويه

توانـد   يش است و اين افزايش ميالطيف رو به افزا وسيع
ــدت   ي در نتيجــه ــولاني م ــيش از حــد و ط مصــرف ب

 همكـاران  و Ram. باشـد  الطيف  هاي وسيع سفالسپورين
)26( ،Nathisuwan  ــاران و  Galas و) 27(و همكـــــ

هـاي پـاتوژن    اظهار داشـتند كـه بـاكتري   ) 28(همكاران 
مقاوم به چند دارو، داراي پلاسميدهايي بـا چنـدين ژن   

هـا سـبب    با انتقـال آن بـين بـاكتري    كه مقاومتي هستند
  . شوند گسترش مقاومت مي

و  TEM-1 هاي  در ارتباط با رديابي ژن PCRنتايج 
SHV-1 ــه در ســوش واجــد  ي هــاي كلبســيلا پنوموني
ESBL ي كلبسيلا پنومونيه ي  سويه 38، نشان داد كه از 

ESBLS ــت، در ــورد ژن 24 مثب ــازي   م ــاي بتالاكتام ه
)TEM-1 و SHV-1 ( ،14مشاهده شد كه از اين تعداد 

هـا كرومـوزمي    ژن مـورد  10ها پلاسميدي و  مورد ژن
 58 ،و همكاران انجام دادنـد  Spanuاي كه  مطالعه .بود

هاي گـرم منفـي واجـد ژن     باكتري ايه از سويه درصد
TEM-1 درصـد   75كه در كلبسيلا پنومونيـه بـه    بودند

و همكــاران بــا  Songكــه  در حــالي ؛)29(د يرســ مــي
مثبـت در   ESBL ي كلبسـيلا پنومونيـه   ي بررسي سويه

را  SHV-1نمونــه ژن  40و در  TEM-1نمونــه ژن  80
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 56و همكــاران نيــز در  Patzer. )14( گــزارش دادنــد
را  SHV-1ژن  ،كلبســيلا پنومونيــه ي درصــد از ســويه

در تركيـه اظهـار    Baharو  Tasli). 30(گزارش دادنـد  
كلبسـيلا   ي درصد سـويه  40/32و  7/52 داشتند كه در
 SHV-1و  TEM-1هـــاي  ترتيـــب ژنه پنومونيـــه بـــ

  ). 31(شدند شناسايي 
شود در نتايج پژوهش مـا   طور كه مشاهده مي همان
ــويه ــد   ي س ــه واج ــيلا پنوموني  16/54 ، درESBLكلبس

 SHV-1درصــــد ژن  8/45و  TEM 1- درصــــد ژن
  ). 3 جدول( شناسايي گرديد

Rahian  كردند كه حاكي  منتشرو همكاران گزارشي
هـا   بيوتيـك  هايي كه نسبت بـه آنتـي   از آن بود كه باكتري
هايي از فلـزات   توانند غلظت مي ،دهند مقاومت نشان مي
ــد  ــل كنن ــوزا   .را تحم ــودوموناس آئروجين ــه س   از جمل

CMG 58 ليتـر جيـوه،    ر ميليدميكروگرم  500تواند  مي
ر دميكروگرم  300كبالت و  ليتر ر ميليدميكروگرم  400
  ). 32(ليتر سرب را تحمل كند  ميلي

Zeroual  ـو همكاران گزارش دادند كه  ه اين سويه ب
توانـد تـا    مـي  Mercuric reductaseدليل داشتن آنـزيم  

ميكرومول از فلز جيوه را تحمل كنـد   2400هاي  غلظت
)33 .(Spangler  ــاران ــاران  Filali ،)34(و همك و همك
هـايي منـوط    گزارش )33( و همكاران Zeroualو ) 35(

و  مـس،  سـرب،  كبالـت،  به مقاومت فلزاتي چون نيكل،
 ESBLواجـد   ي هاي كلبسيلا پنومونيـه  هكادميم در سوي

و همكاران مقاومت و تلـورانس   زاده كرباسي .دارائه دادن
 مـس،  هاي جيـوه،  به غلظت راكلبسيلا پنومونيه  ي سويه

  ). 15(سرب و كادميم بررسي كردند 
هايي از كلبسـيلا   كه سويهاين مطالعه نشان داد نتايج 

هاي بتالاكتام  بيوتيك پنومونيه كه مقاومت بيشتري به آنتي
 ،بيوتيكي بودند هاي مقاومت آنتي نشان دادند و داراي ژن

فلـزات سـنگين چـون جيـوه، مـس، سـرب و        توانستند

 ـ و  400 ،700 ،45هـاي   غلظـت ترتيـب در  ه كادميم را ب
در  و ليتــر نيــز تحمــل كننــد ميكروگــرم بــر ميلــي 250

هاي آزمايش ديـده   هاي كمتر قابليت رشد در لوله غلظت
كلبسيلا پنومونيـه واجـد    ايه همچنين تمامي سويه. شد 

هـايي   در غلظـت  توانستندبيوتيكي  هاي مقاومت آنتي ژن
ي كـه  هـاي  كـه در سـوش   حالي در ؛از فلزات رشد كنند

قادر به رشـد   ،ها مشاهده نگرديد هاي مقاومت در آن ژن
  .در غلظت فلزات سنگين نبودند

  
  گيري نتيجه

هـاي   و گـزارش  ها نتايج حاصل از پژوهش با بررسي
توان به اين عقيده رسـيد كـه بـا مصـرف      ديگران مي

ــي ــه ب ــي ي روي ــك آنت ــا، ژن بيوتي ــت   ه ــاي مقاوم ه
هـاي   بـين بـاكتري  تـر در   طور سـريع ه بيوتيكي ب آنتي

از طرفي استفاده از  .يابند پاتوژن بيمارستاني انتقال مي
ــيميايي در محــيط و   ــاي ش ــزي و كوده ــات فل تركيب

بيـوتيكي و   هـاي مقاومـت آنتـي    زمـاني انتقـال ژن   هم
توانـد يـك تهديـد بـزرگ      مقاومت فلزات سنگين مي

هـاي بيمارسـتاني و    براي بيمـاران مبـتلا بـه عفونـت    
ادراري باشـد كـه از داروهـاي     هـاي مجـاري   عفونت

هـاي نسـل سـوم اسـتفاده      بتالاكتامي و سفالسـپورين 
هـاي   اسـتراتژي  طراحي با بنابراين). 35- 36(كنند  مي

بهتر در كاهش آلودگي فلـزي در محـيط و شناسـايي    
توانيم راه حل درماني بهتـري در   ميهاي مقاوم   سوش

  . كنيمها ارائه  برابر پاتوژن
  

  قدرداني و تشكر
ويسندگان اين مقاله مراتب قدرداني و تشكر خود را از ن

پيراپژشـكي و بيمارسـتان    ي معاونت پژوهشي دانشـكده 
ــ ــي منين ؤاميرالم ــل   ) ع(عل ــه دلي ــراش ب ــتان گ شهرس
  .دارند هاي مالي و اجرايي اين پژوهش اعلام مي  حمايت
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Abstract 

Background: Microorganisms resistant to both antibiotics and metals have been isolated from 
nosocomial and urinary tract infection. Most heavy metal-resistant hospital infections including 
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) harbor plasmids with different molecular sizes. The aim of 
this study was the molecular detection of simultaneous occurrence of antibiotic and heavy metal 
resistance in Klebsiella isolated from urinary tract infection (UTI).  

Methods: Overall, 144 K. pneumonia strains were isolated from UTI samples in the laboratories of 
hospitals and clinics. Primary selection of β-lactam-resistant strains was conducted using combined 
disk and double-disk (DD) synergy methods according to the guidelines of Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI). Polymerase chain reaction (PCR) was also performed to detect TEM-1 and 
SHV-1 genes in resistant strains. Minimal inhibitory concentrations (MICs) of the heavy metals were 
determined for Hg2+, Cu2+, Pb2+, and Cd2+. 

Findings: Among the 61.81% antibiotic-resistant strains, 42.69% were β-lactamase producers. After 
performing PCR, from 38 positive extended spectrum beta lactamase (ESBL) strains, 28.94% of 
Klebsiella strains harbored SHV gene and 34.21% harbored TEM gene. The highest resistance was to 

Hg2+ (35 mg/L), Cu2+ (650 mg/L), Pb2+ (350 mg/L), and Cd2+ (200 mg/L). A significant difference was 
observed between antibiotic-resistant and heavy metals-resistant strains (P = 0.012). 
Conclusion: Plasmid-carrying isolates that showed resistant to heavy metals were highly resistant to 
antibiotics. The results showed that it is possible for the plasmids which carry genes for resistance to 
antibiotics and heavy metals to be exchanged by bacterial strains. 
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