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 مقاله پژوهشي 

  یه مقطع: مطالعهیپنومون لایکلبس يادرار يهازولهیافلاکس در ا يهاژنحضور  یو بررس یمولکول نگیپیتا
  

  ٣خو ييلاله بابا ،٢*م قانعيمر ،١يريمعصومه ام
 

  05/11/1397تاریخ پذیرش  16/08/1397تاریخ دریافت 
 
 يدهچک

 ،بيوتيکيآنتيمقاومت  يمطالعه، بررس ني. هدف از اکننديم فايا هيپنومون لايکلبسدر  ييمقاومت دارو جاديدر ا يافلاکس نقش مهم يهاپمپ :هدف و زمينهپيش
  بود. هيپنومون لايکلبس ينيبال يهاهيجدا يمولکول نگيپيتا نيافلاکس و همچن يهاژنحضور 

 هايباکتر ييشد. شناسا آوريجمعتهران  لاديم مارستانياز ب هيپنومون لايکلبس ينيه باليجدا ۱۰۰ ،درمجموع يمقطع يفيمطالعه توص نيدر ا :کار مواد و روش
 يهاژن. حضور انجام شد )CLSI( يشگاهيآزما يهاموسسه استاندارد روش يهاهيمطابق با توص يکروبيضد م تيحساس شيو آزما ييايميوشيب يهاآزمونبر اساس 

tolC ،AcrAB ،mdtK مرازيپل يارهيبا استفاده از واکنش زنج )PCRو تا (با استفاده از روش يمولکول پنگي PCR يژن نيب يعناصر تکرار )ERIC-PCR انجام (
  شد.

 ۶۵( نيکاسيآم هايبيوتيکآنتيمقاومت نسبت به  زانيم نيشتري) داشتند. بMDR( ييمقاومت چند دارو هايزولها درصد ۴۸حاصل نشان داد که  جينتا: هايافته
 يبا فراوان AcrABمشاهده شد. ژن  )درصد ۱( نيسيو فسفوما نسبت به آزترئونام (صفر درصد) به ترتيب مقاومت زانيم نيترکم) و درصد ۵۷( مي) و سفپدرصد

ژنوتيپ متفاوت  ERIC-PCR ،۱۶قرار داشتند.  درصد ۷۹با  tolCو  درصد ۸۲با  mdtK يهاژن آنازپسبود و  هازولهيژن افلاکس در ا نيترفراوان ،يدرصد ۹۶
  .)p<0.05( مشاهده شد هاکلون يدر برخ پمپ افلاکس يهاژنو  کيار يالگو نيب يدارمعنينشان داد. ارتباط  هيلا پنومونيکلبسهاي را در جدايه

افلاکس  يهاستمينشان داد. سرکوب س کلبسيلا پنومونيه يهاجدايهافلاکس را در  يهاژنو  يما شيوع بالاي مقاومت چند داروي يهايافته: گيريبحث و نتيجه
  باشد. ديمقاوم به چند دارو مف هيپنومون لايکلبس يهاممکن است در درمان و کنترل عفونت

 يمولکول نگيپيتا ،ييمقاومت دارو ،هيپنومون لايکلبس ها:کليدواژه

  
 ١٣٩٨ ينفرورد، ۸-۲۰ ، صاول شماره، مايسيه، دوره ارومي پزشکمجله 

  
  ۵۶۳۶۸۹۸۴ تلفن:، واحد اسلامشهر يدانشگاه آزاد اسلامه، يدانشکده علوم پا ،يرازيش ادينماز، بلوار ص دانياسلامشهر، م: آدرس مکاتبه

Email: ghane@iiau.ac.ir, maryamghaneh@yahoo.com 

  
  مقدمه

 يبرا ياتيح يديتهد يکيوتيبيمقاوم به درمان آنت يهايباکتر
ورها از کش ياريدر بس يتوجهقابل و گسترشسلامت انسان هستند 

بر  وهعلا يکيوتيبيمقاومت آنت وعيش زانياز م ياند. آگاهکرده دايپ
 تيحائز اهم اريبس زين ياقتصاد ازنظر، ميرومرگنقش آن در کاهش 

مقاوم به  يهامرتبط با درمان عفونت يپزشک يهانهي. هزباشديم
 ٣٥/١٣سال حدود  کيفقط در طول  مارستانيب کيدر  کيوتيبيآنت
 وعيش زانياز م يآگاه بنابرايندلار برآورد شده است.  ونيليم

 ،ميرومرگ زانيبر کاهش م علاوهدر جامعه  يکيوتيبيمقاومت آنت

                                                             
 ، ايراناسلامشهر، واحد اسلامشهر ،يه، دانشگاه آزاد اسلاميوم پال، دانشکده عيولوژيکروبيکارشناس ارشد م ١
 مسئول)سنده ي(نو ، ايراناسلامشهر، واحد اسلامشهر ،يه، دانشگاه آزاد اسلاميوم پال، دانشکده عيولوژيکروبيار مياستاد ٢
 ، ايراناسلامشهر، واحد اسلامشهر ،يه، دانشگاه آزاد اسلاميوم پال، دانشکده عيولوژيکروبيار مياستاد ٣

از ظهور  يريمقاومت، جلوگ يامدهايدانش در مورد پ شيباعث افزا
  ).١( گردديم يدرمان يهانهيکاستن هز نيمقاوم و همچن يهاگونه
 يهاعفونت هيعل کيوتيبيآنت نيسال از ظهور اول ٧٠از  شيب

موجودات زنده  عنوانبه هايمدت باکتر نيو در ا گذرديم يکروبيم
خود استفاده  يبقا يبرا يديجد يهاسميو هوشمند، از مکان

 انيب ها،يمقاومت باکتر يهاسميمکان نيترمهماز  يکياند. کرده
 ياست که ط ينديافلاکس فرآ ).٢است (پمپ افلاکس  يهاستميس

خارج  بهرا  يسم ييايميمواد ش و داروها مانند يباتيترک ،يآن باکتر
. دينمايم يريجلوگ يباکتر يغلظت کشنده برا جاديسلول دفع و از ا

خانواده هستند  ٥ يدارا هاوتيافلاکس در پروکار مپپ يهاستميس



 ۱۳۹۸فروردين ، ۱، شماره ۳۰دوره   اروميه مجله پزشکي
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 تيماز اه ييمقاومت چند دارو جاديدر ا ييتنوع سوبسترا به دليلکه 
 حداقل شيباعث افزا تنهانهافلاکس  يهابرخوردارند. پمپ ييبالا

بلکه با کاهش  ،شونديم هابيوتيکآنتي (MIC) يغلظت مهار
 يافتهجهش يهاهيسو جاديغلظت دارو در داخل سلول، منجر به ا

  ).٣( گردنديم هايمقاوم در باکتر
با  يهاهيسو جاديعلل ا نيترمهماز  يکيافلاکس  يهاپمپ

 لايکلبس ازجمله هاسميکروارگانيدر م (MDR) مقاومت چندگانه
مقاوم به چند  هيپنومون لايکلبس يهاهيسو). ٤هستند ( هيپنومون

در  بلاًقکه  ياريبس فيالط عيوس هايبيوتيکآنتيدارو، نسبت به 
 هاآندرمان  روازاينمقاوم هستند.  وده،ب ديمف هايسمارگان نيدرمان ا

  .پزشکان در سراسر جهان است يبرا يچالش بزرگ
 AcrAB شامل هيپنومون لايکلبسپمپ افلاکس در  يهاستميس

 کياز  AcrAB-TolC يهاهستند. پمپ MdtK يهاستميو س
و  يداخل يناقل در غشا کي، (TolC) يخارج يکانال واقع در غشا

پمپ  ني). ا٥شده است ( ليتشک (AcrA) يپلاسميبخش پر
در  کليو کلرامفن نيکليتتراسا ها،نولونيمسئول مقاومت به ک

 نياز ا يبرخ زين Mdtk ستمياست. س MDR يهاهياز سو ياريبس
  .)٦( کنديمرا به خارج ترشح  هابيوتيکآنتي

 شيبا افزا AcrAB پمپ انيب شيافزا ،هيپنومون لايکلبس در
نشان داده شده است  نيهمراه است. همچن بيوتيکيآنتيمقاومت 

). پمپ ٨, ٧هم دخالت دارد ( يباکتر زاييبيماريدر  AcrAB که
 يمقاومت ذات يايجادکننده ياصل يهااز پمپ AcrAB افلاکس

 ويژهبه ها،نولونيوکفلور هيعل هيپنومون لايکلبس يهاهيسو
 آمديمظر که به ن هانولونيفلوروک جهيدر نت است. نيپروفلوکساسيس

 هيپنومون لايکلبساز  يناش يهامناسب در درمان عفونت يانتخاب
 هانآنسبت به  يمقاومت باکتر شيافزا ياريباشند، در مطالعات بس

، هانولونيبر مقاومت به ک علاوهپمپ  نيا ).٩گزارش شده است (
 م،يمتوپر يتر ن،يکليتتراسا کل،يسبب مقاومت به کلرامفن

  ).١٠( شوديهم م دهايها و ماکرولبتالاکتام
انواع  نگيپيدر تا ديمف يهااز روش يکي ERIC-PCR روش

 يبر بررس يروش مبتن ني. اروديبه شمار م ييايباکتر يهاگونه
جفت باز است.  ١٢٤-١٢٧با طول  ERIC تکرارشونده يهايتوال
و حفاظت شده  تکرارشوندهمعکوس  هيواجد ناح ERIC يهايتوال

 ني. ادباشنيموجود م هايتردر ژنوم باک يژن نيبهستند که به شکل 
 يکولمول کيولوژيابزار ب کي عنوانبه هاآنو تفاوت در تکرار  هايتوال
 لايکلبس ازجمله اسهيخانواده انتروباکتر يکيژنت يبررس يبرا

 DNA بر يمبتن يمولکول يها). روش١١کاربرد دارند ( هيپنومون

ه عوامل ب يترکم يوابستگ ها،کروبيم بنديطبقهو  ييشناسا يبرا
با  يکوتاه زمانمدتداشته و در  يدر رشد باکتر مؤثرو  ريمتغ

ا در ر هاآنتواند يمختلف، م يهازولهيا نيب يلوژنيانعکاس روابط ف

و  ياهيبه اطلاعات پا يابيدست ).١١خاص قرار دهد ( يهاگروه
به درک  توانديم جداشده يهازولهيدر خصوص شناخت ا ياديبن

کنترل عفونت در  يآن، راهکارها يعفونت و در پ منشأاز  يدرست
  .منجر شود ميرومرگکاهش  درنهايتو  يمراکز درمان

در  هيپنومون لايکلبساز  يناش يهاعفونت يبالا وعيش رغميعل
 پمپ افلاکس در يهاژن يفراوان يدرزمينه يکم نسبتاًاطلاع  ران،يا
 تيوجود دارد. با توجه به اهم هيپنومون لايکلبس ينيبال يهازولهيا

ومت مقا يهاسميمکان نيترياز اصل يکي عنوانبهافلاکس  يهاپمپ
 نيرمز کننده ا يهاژن وعيش زانيم ،مطالعه نيدر ا ،ييچند دارو

رار ق يموردبررس هيپنومون لايکلبس ينيبال يهازولهيها در اپمپ
اده از با استف جداشده يهازولهيا نيب يکيارتباط ژنت علاوهبهگرفت. 
  شد. يبررس ERIC-PCRروش 
  

  مواد و روش کار
  ها:يباکتر ينمونه و جداساز آوريجمع

 يماهه از د ١٠دوره  کي يدر ط يفيتوص -يمطالعه مقطع نيا
 هيپنومون لايکلبس يادرار زولهيا ١٠٠ يبر رو ١٣٩٧تا آبان  ١٣٩٦

درار نمونه اانجام شد.  لاديم مارستانيدر ب يبستر مارانياز ب جداشده
ماران يشد. ب آوريجمعل يادرار در ظروف استر يانياز قسمت م

قبل از مصرف  يمارستان با علائم عفونت ادراريدر ب يبستر
 لايسکلب يباکتر يجداساز يراق شدند. بيوارد تحق بيوتيکآنتي

 يککانکشت بلاد آگار و مک طيمح يادرار بر رو يهانمونه ،هيپنومون
 يمخاط يهايکشت داده شدند و از کلن يآگار به روش کشت خط

مشکوک به  يکلن عنوانبه يکانکمک طيدر مح رنگيصورتو 
 يد. براش هيکشت خالص ته ،ييايميوشيب يهاتست يبرا لايکلبس

م و گر آميزيرنگاز روش  هيپنومون كلبسيلاهاي شناسايي سويه
ر، پروسكوئ -سهاي بيوشيميايي نظير ايندول، متيل رد، وژتست

 يينها ييدتأسيترات، اوره و حركت استفاده گرديد. پس از 
ل شام دارندهنگه طيدر مح يباکتر يهاي، کلنجداشده يهايباکتر

 درصد ١٥ يآلمان) حاو ،(مرک (LB) براث يبرتان ايلور طيمح
). ١٢شدند ( ينگهدار گرادسانتيدرجه  -٢٠ يو در دما سروليگل

اخلاق در پژوهش انجام  تهيمفاد کم کامل تيمطالعه حاضر با رعا
اخلاق دانشگاه آزاد واحد  تهيو مجوز اخلاق در پژوهش از کم ديگرد

اخذ  IR.IAU.TMU.REC.1396.278 تهران با کد يعلوم پزشک
  .شد

  :افلاکس يهاژنحضور  يبررس
 يهااز سويه کييك كلني منفرد از هر  ،يژنوم DNA هيته يبرا

درجه  ٣٧در دماي  LB محيط كشت تريل يليم ٥جدا شده در 
 )، سپس استخراج١٢به صورت شبانه كشت داده شد ( گرادسانتي

DNA استخراج تيبا استفاده از ک DNA و بر  )يتواني، ل(فرمنتاز
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 يبررس يگرفت. برا رتاساس دستور کار شركت سازندة كيت صو
واکنش  از MdtK پمپ افلاکس ستميس يرمز کننده وجود ژن

PCR يهاژن يابيرد يو برا AcrAB  وTolC ياز واکنش مالت 
مورد استفاده در جدول  يمرهايپرا يتوالاستفاده شد.  PCRپلکس 

 X۱ )PCR bufferاز بافر با استفاده  ذکر شده است. واكنش ١

)1X ،۲/۰ مولار يليم dNTP ،2مولار يليم ١MgCl  ،کرو يم ٢/٠
نانو  ٥٠( يژنوم DNA تريکروليم ٥، مرهايپراک از يهر از مولار 
 ٢٠تا حجم  ريپليمراز و آب مقطر دوبار تقط Taqواحد  ٢٥/١گرم)، 

 ٩٤ يدر دما اييقهدق ٥ کليس کيبا واکنش  .انجام شد تريکروليم
 ٣٥آغاز شد و با  هياول يواسرشت ساز منظوربه گرادسانتيدرجه 

 ،يواسرشت ساز يبرا گرادسانتيدرجه  ٩٤ ه دريثان ٣٠شامل  کليس
 يبرا گرادسانتيدرجه  ٤٣( مرهايمرحله اتصال پرا يه برايثان ٣٠

 ه دريثان ٩٠و  )PCRپلکس  يمالت يدرجه برا ۵۳و  PCRواکنش 
کرد.  دايادامه پ هارشتهل شدن يطو يبرا گرادسانتيدرجه  ٧٢

درجه  ٧٢ يدر دما ياقهيدق ١٠ کليس کيواکنش با  نيا درنهايت
  ).٤( ديبه اتمام رس يينها يل سازيطو يبرا گرادسانتي

  
  مورد استفاده يمرهايپرا ):۱جدول (

جاد شده يطول قطعه ا منبع
 (جفت باز)

مريپرا يتوال  
 ژن 

(4) ۳۱۲ ATCAGCGGCCGGATTGGTAAA forward AcrAB GGGTTCGGGAAAATAGCGCG reverse 

(4) ۵۲۷ ATCAGCAACCCCGATCTGCGT forward TolC CCGGTGACTTGACGCAGTCCT reverse 

(4) ۳۴۵  GCGCTTAACTTCAGCTCA forward MdtK GATGATAAATCCACACCAGAA reverse 
  

  :يکروبيضد م تيحساس يبررس
يوتيك، به آنتي ب هيپنومون لايکلبس يهاهيحساسيت سو سنجش

موسسه  يهاهي) و مطابق با توص١٣( سکيبا روش انتشار از د
 CLSI (Clinical and يشگاهيآزما يهااستاندارد روش

Laboratory Standards Institute) ) ١٤انجام شد.( 
و  يکيبيوتآنتيمختلف  يهامورد استفاده از کلاس هايبيوتيکآنتي

 نيانتخاب شدند؛ ا هاآنمارستيدر ب هاآناستفاده از  يبر اساس فراوان
، (µg 10) پنميمي، ا(µg 30) نيکاسيشامل آم هابيوتيکآنتي
، (µg 30) ، آزترئونام(µg 5) نيپروفلوکساسي، س(µg 30) ميسفپ

 ني، نورفلوکساس(µg 30) اکسوني، سفتر(µg 50) نيسيفسفوما
(µg 10) )شرکت MASTبا  وگراميب ي، انگلستان) بودند. آزمون آنت

 هسيو مقا يولوژيزيدر سرم ف يباکتر ونياستفاده از سوسپانس
ده با ش هيته ونيلند انجام شد. سوسپانسمک فار ميکدورت آن با ن

کشت مولر  طيمح يحاو تيپل يبر رو لياستفاده از سواب استر
شد و پس  ادهبه صورت متراکم کشت د) ، آلمانمرکآگار ( نتونيه

 يدر دما هاتيکشت، پل طيسطح مح يبر رو هاسکياز قرار دادن د
شدند. پس از  يساعت گرماگذار ٢٤به مدت  گرادسانتيدرجه  ٣٧
 گيرياندازه سيعدم رشد با استفاده از کول يساعت، قطر هاله ٢٤

. ديگرد ريتفس CLSI با استفاده از جداول استاندارد جيشد و نتا
 و در هر خانواده بيوتيکآنتيکه نسبت به سه خانواده  ييهاهيسو

 عنوانبهمقاوم بودند،  هابيوتيکآنتياز  يکيحداقل نسبت به 
  ).١٥در نظر گرفته شدند ( MDR)( مقاوم به چند دارو يهاهيسو
  :ERIC با استفاده از روش يمولکول نگيپيتا

و با استفاده از  ERIC-PCR با روش هازولهيا يمولکول نگيپيتا
-′٥ يبا توال ERIC2 مريپرا

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′ ) ٤انجام شد .(
 ٥/١٢به نانوگرم)  ٥٠( DNA از نمونه تريکروليم ٢منظور  نيا يبرا
 1X )Taq DNA ييکس با غلظت نهايمسترم تريکروليم

Polymerase 2x Master Mix RED) )Ampliqon ،(دانمارک ،
 .اضافه شد آب تريکروليم ٥/٩ و (pmol 10) مريپرا تريکروليم ١

PCR  گرادسانتيدرجه  ٩٤ يدر دما ياقهيدق ١٥ کليس کيبا 
 قهيدق ١شامل  کليس ٣٥آغاز شد و با  هياول يواسرشت ساز منظوربه

 ٣٧ قهيدق ١ ها،واسرشت شدن رشته يبرا گرادسانتيدرجه  ٩٤
درجه  ٧٢ قه دريدق ٨و مر ياتصال پرا يبرا گرادسانتيدرجه 
 ي. برا)۴( کرد دايادامه پ هارشته يل سازيطو يبرا گرادسانتي

استفاده شد.  درصد ٥/١باندها، از الکتروفورز در ژل آگارز  يمشاهده
، هاآن ريو اسکن تصاو PCR ريحاصل از تکث ياز مشاهده باندها سپ

انجام  DNA يعدم حضور باندها ايبر اساس حضور و  يده ازيامت
 ازيدر صورت حضور باند، امت تيکه در هر جمع بيترت نيشد. به ا

 درنهايتصفر داده شد و  ازيو در صورت عدم حضور باند امت کي
 آناليز NTsys (NTSYSpc version2.10e) افزارنرمها توسط داده

  .استفاده شد UPGMA دندروگرام از روش ميترس يبرا شده و
  :يآمار تحليلوتجزيه
 ٢٤نسخه  SPSS افزارنرمها با استفاده از داده تحليلوتجزيه

رمز کننده پمپ افلاکس و  يهاژنن يب دارمعنيانجام شد. ارتباط 
با استفاده از   ERIC-PCR يز نوع الگويو ن بيوتيکيآنتيمقاومت 
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زها يدر تمام آنال د.انجام ش شريف قياسکوئر و آزمون دق يآزمون کا
p≤0.05 در نظر گرفته شد. دارمعني  

  
  هايافته

 لايکلبس زولهيا ١٠٠، ١٣٩٧تا آبان سال  ١٣٩٦ماه سال  ياز د
تمام  جدا شد. لاد تهرانيم مارستانيدر ب يبستر مارانياز ب هيپنومون

 انيم نيادرار بودند که در ا يهاجدا شده مربوط به نمونه يهازولهيا
از زنان جدا  زولهي) ادرصد ٥٠( ٥٠از مردان و  زولهي) ادرصد ٥٠( ٥٠

 بود. ٩/٤٦±٢٢ مارانيسن ب نيانگيشده بود و م
 :جدا شده يهاهيپمپ افلاکس در سو يهاژنحضور  جينتا

 يهاژنافلاکس شامل  يهاژن مرتبط با پمپ ٣مطالعه،  نيا در
tolC ،AcrAB  وmdtK  با استفاده از روشPCR شدند.  يابيرد

 انينشان داده شده است. در م ١شکل در  PCRحاصل از  جينتا
) درصد ٩٦ژن افلاکس ( نيترفراوان AcrABجدا شده ژن  يهازولهيا

 )درصد ۷۹و  درصد ۸۲ به ترتيب( tolCو  mdtK يهاژن آنازپسو 
از سه ژن مورد  کي چيه هاآن درصد ٢تنها  هازولهيا انيبودند. در م

 هاآن درصد ١٥دو ژن و  يدارا هاآن درصد ٦مطالعه را نداشتند. 
 tolC ،AcrABمانده هر سه ژن  يباق درصد ٧٧ژن بودند.  کي يدارا
  را دارا بودند. mdtKو 

  

   

(سمت  mdtKژن  PCRو محصول  (سمت راست) AcrAB و tolC يهاژن PCR پلکس يمالت حاصل از الکتروفورز محصول جينتا :)١شکل (
ه شده از يته هيلا پنومونيکلبسه يکنترل مثبت (سو ۲، ستون يکنترل منف ۱ . شکل سمت راست: ستونياختصاص يمرهايبا استفاده از پراچپ) 
 ازنظرکه  ييهاهيسو ۵-۸، ستون AcrAB و tolC يهاژن يدارا يهاهيسو ۴و  ۳دانشگاه تهران) ستون  يدانشکده دامپزشک يکروبيون ميکلکس

. شکل (bp size marker 100)مارکر  ۱۳مثبت بودند و ستون  AcrABوجود ژن  ازنظرکه  ييهاهيسو ۹-۱۲ يهامثبت بودند، ستون tolCژن 
 .يکنترل منف ۸و ستون  mdtKژن  يدارا يهاهيسو ٣-٧کنترل مثبت، ستون  ٢ستون  ،مارکر ١ستون سمت چپ: 

  
 لايکلبس يهاهيسو بيوتيکيآنتي تيحساس يبررس

 :جدا شده هيپنومون
در  مورد مطالعه يهاهيسو يکيوتيبيمقاومت آنت يبررس جينتا
 شود،يآورده شده است. همان طور که در نمودار مشاهده م ٢جدول 

 ٦٥( نيکاسيآم هايبيوتيکآنتيمقاومت نسبت به  زانيم نيشتريب
 به ترتيب مقاومت زانيم نيترکم) و درصد ٥٧( مي) و سفپدرصد

مشاهده  )درصد ١( نيسيفسفوماو  )دنسبت به آزترئونام (صفر درص

 MDR يهاهيسو عنوانبه هازولهيا درصد ٤٨در مطالعه حاضر  شد.
مقاومت را نشان دادند. جدول  يالگو ١٥ هاهيسو نيمشخص شدند. ا

 يهاژن يفراوانو  MDR يهاهيسو بيوتيکيآنتي تيحساس يالگو ٣
 ،MDR يهاهيسو ني. در بدهدينشان م هاهيسو نيافلاکس را در ا

 ژن مورد مطالعه را داشتند (جدول ٣هر  ،)درصد ٥/٨١( زولهيا ٣٩
۳.( 
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  هيپنومون لايکلبس يهازولهيا يکروبيضد م تيحساس يالگو ):۲جدول (
  کيوتيب يآت

  تعداد (%)
  حساس

  تعداد (%)
  مه حساسين

  تعداد (%)
  مقاوم

  تعداد (%)

 ٢٩  نيکاسيآم
)٢٩%(  

٦ 
)٦%(  

٦٥ 
)٦٥%(  

 ٨٣  پنميميا
)٨٣%(  

٦ 
)٦%(  

١١ 
)١١%(  

 ٣٦  ميسفپ
)٣٦%(  

٧ 
)٧%(  

٥٧ 
)٥٧%(  

 ٣٦  نيپروفلوکساسيس
)٣٦%(  

١٧ 
)١٧%(  

٤٧ 
)٤٧%(  

 ٧١  نينورفلوکساس
)٧١%(  

٣ 
)٣%(  

٢٦ 
)٢٦%(  

 ٩٧  آزترئونام
)٩٧%(  

٣ 
)٣%(  

٠ 

 ٩٥  نيسيفسفوما
)٩٥%(  

٤ 
)٤%(  

١ 
)١%(  

 ٦٧  اکسونيسفتر
)٦٧%(  

٢ 
)٢%(  

٣١ 
)٣١%(  

  
  افلاکس يهاکد کننده پمپ يهاژن يفراوانو  هيپنومون لايکلبس MDR هاييزولها يکروبيضد م تيحساس يالگو ):۳جدول (

  بيوتيکيآنتيمقاومت  يالگو  هايزولها
 افلاکس يهاپمپرمز کننده  يهاژن

tolC AcrAB mdtK 
Kp 4 AK-CPM-CIP-CRO + + + 

Kp 5  + + + 

Kp 25  + + + 

Kp 89  - + - 

KP 7 AK-CPM-NOR-CRO + + + 

Kp 44  + + + 

 Kp 49  + + + 

Kp 51  + + + 

Kp 52  + + + 

Kp 56  + + + 

Kp 11 AK-IMI-CPM-CIP-NOR-CRO + + + 

KP 15  + + + 

Kp 41  + + + 

Kp 42  + + + 

Kp 13 AK-IMI- CPM-CIP + + + 

Kp 33  + + + 

Kp 46  + + + 

Kp 17 AK-CIP-CRO + + + 
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  بيوتيکيآنتيمقاومت  يالگو  هايزولها
 افلاکس يهاپمپرمز کننده  يهاژن

tolC AcrAB mdtK 
Kp 34  + + + 

Kp 20 AK-CPM-CIP-NOR + + + 

Kp 78  - + - 

Kp 93  + + + 

Kp 95  + + + 

Kp 23 AK-IMI-CIP-NOR + + + 

Kp 24 AK-IMI-CPM + + + 

Kp 48 AK-CPM-CIP-FOS + + + 

Kp 50 AK-CPM-NOR + + + 

Kp 62  - + - 

Kp 65  - + + 

Kp 57 AK-CIP-NOR-CRO + + + 

Kp 94  + + + 

Kp 65 AK-CPM-NOR - + + 

Kp 68 AK-IMI-CIP - + - 

Kp 81 AK-NOR-CRO + + + 

Kp 82  - + - 

Kp 83  + + + 

Kp 12 AK-CPM-CIP + + + 

Kp 9  + + + 

Kp 29  + + + 

Kp 30  + + + 

Kp 31  + + + 

Kp 54  - - + 

Kp 55  + + + 

Kp 76  - + - 

Kp 79  + + + 

Kp 87  + + + 

Kp 88  + + + 

Kp 97  + + + 

 
AKنيکاسي: آم µg 30 ،IMIپنميمي: ا µg 10 ،CPMمي: سفپ µg 30 ،CIPنيپروفلوکساسي: س µg 5 ،ATM آزترئونام :µg 30،FOS :

 .µg 10 ني: نورفلوکساسµg 30 ،NOR اکسوني: سفترµg 50 ،CRO نيسيفسفوما
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 :هيپنومون لايکلبس يهازولهيا نگيپيژنوتا
ERIC-PCR، متفاوت  يالگو ١٦DNA مورد  يهازولهيرا در ا
 يهازولهيا نگيپيحاصل از ژنوتا جي). نتا٢شکل مطالعه نشان داد (

 کيبه صورت  NTsys افزارنرمبا استفاده از  هيپنومون لايکلبس
نشان داده شده است. همانطور که مشاهده  ٣شکل دندروگرام در 

 A-E يگروه اصل ٥در  هيپنومون لايکلبس يهاولهزيهمه ا شوديم
قرار دارند.  B) در گروه زولهيا ٤٦( هازولهيا تي. اکثرشونديم ميتقس
 يدارا زين Bگروه  ) مجزا وجود دارند.٦-١٠کلون ( ٥گروه  نيادر 
 يدارا C) قابل مشاهده است. گروه ١-٥کلون ( ٥بوده با  زولهيا ٢٤
و  زولهيا ٩نوع کلون و  ٢ يدارا D هگرو زوله،يا ٨نوع کلون و  ١

بودند. در واقع  زولهيا ١٣نوع کلون و  ٣ يدارا Eگروه  درنهايت
 زولهيبا دو ا ١٣و  ٦ يهاکلون و زولهيا کيبا  ١٥و  ٣ يهاکلون

 يهاداشتند. کلون شيمورد آزما يهانمونه نيرا ب يفراوان نيترکم
ها کلون نيه پرتکرارترزوليا ١٣با  ٨و کلون  زولهيا ١١با  ١٠و  ٧

کد کننده پمپ  يهاژنو وجود  نگيپيژنوتا نيبودند. ارتباط ب
جدول مشاهده  نيمشخص شده است. در ا ٤افلاکس در جدول 

اند، قرار گرفته پيکلونال تا کيکه در  ييهازولهيکه اکثر ا شوديم
مشابه هستند.  زين mdtKو  tolC ،AcrAB دارا بودن سه ژن ازنظر

افلاکس  يهارمز کننده پمپ يهاژنحضور  نيب يدارمعنيارتباط 
 ).p<0.05ها مشاهده شد (کلون يدر برخ کيار يو نوع الگو

 

   
  هيپنومون لايکلبس MDR هاييزولها نگيپيژل الکتروفورز حاصل از ژنوتا: )٢شکل (

 

  
  ERIC-PCRبه روش  هازولهيا نگيپيدندروگرام حاصل از ژنوتا: )٣شکل (
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  کد کننده پمپ افلاکس يهاژنو  يمولکول نگيپيتا نيارتباط ب ):۴جدول (
ERIC-PCR type هازولهيتعداد ا  TolC AcrAB mdtK 

I ٥ ٥ ٥ ٥ 
II ٩ ٩ ٩ ٩ 
III ١ ١ ١ ١ 
IV ٥ ٥ ٥ ٥ 
V ٤ ٤ ٤ ٤ 
VI ٢ ٢ ٢ ٢ 
VII ١٠ ١١ ١١ ١١ 
VIII ١١ ١١ ١١ ١٣ 
IX ٦ ٩ ٦ ٩ 
X ٧ ١٠ ٥ ١١ 
XI ٥ ٧ ٥ ٨ 
XII ٧ ٧ ٦ ٧ 
XIII ١ ٢ ١ ٢ 
XIV ٢ ٥ ١ ٥ 
XV ٠ ١ ٠ ١ 
XVI ٧ ٧ ٧ ٧ 
Total ٨٢ ٩٦ ٧٩ ١٠٠ 

  
  گيرينتيجهبحث و 
 يعفون يهايماريب يايجادکنندهعامل  هيپنومون لايکلبس

است.  تيو مننژ يهمچون عفونت خون، زخم، پنومون ياريبس
 يمنجر به مقاومت بالا هابيوتيکآنتيگسترده از  ياستفاده

 ١٥٠ انهيسال اي). در دن١٦شده است ( هيپنومون لايکلبس يهاهيسو
 هينومونپ لايکلبسشوند که يمبتلا م ينفر به عفونت ادرار ونيليم

 در بيوتيکيآنتي). سطح مقاومت ١٧است ( هاآناز  درصد ۱۲عامل 
 شيرو به افزا هاآنمارستيکسب شده از جامعه و ب يهازولهيا انيم

 ،مطالعه حاضر ).١٨است ( يمشکل بزرگ و جهان کيامر  نياست و ا
 همورد مطالع يهازولهيدر ارا افلاکس  يهاژن از ييبالا اريبس يفراوان

  .نشان داد
 هازولهيا درصد ٤٨نشان داد که  قيتحق نيحاصل از ا جينتا 

MDR ده انجام ش قاتيحاصل از تحق جيبا نتا هاافتهي نيهستند. ا
 زاني). م١٩مطابقت دارد ( رانيمهر و همکاران در ا ييتوسط پارسا

صر م رينظ ييدر کشورها هيپنومون لايکلبس MDR يهاهيسو وعيش
 هيو در ترک )درصد ٧/٦٦ و درصد ١/٧١ به ترتيب(نپال بالاتر  و
، ٤است ( قيتحق نيبه دست آمده در ا جي) از نتادرصد ٢٩( ترنييپا

در  هيپنومون لايکلبس MDR يهاهيسو يبالا ي). فراوان٢١، ٢٠
 انريدر ا يقانون نظارت کيفقدان  به دليل توانديحاضر م شيآزما
 هاآنحد  از شياستفاده ب جهيو در نت هابيوتيکآنتياستفاده از  يبرا

 يهاهيمنجر به انتخاب سو هابيوتيکآنتيه از يرو ي. استفاده بباشد
 يمقاومت اغلب بر رو يهاژن کهازآنجاييشود. يمقاوم به دارو م

ز ين اهآنمتحرک قرار دارند که  يکير عناصر ژنتيا سايدها و يپلاسم

 هاآنکنند؛ انتقال يهمزمان حمل م طوربهن ژن مقاومت را يچند
ر شتيبتواند منجر به گسترش هر چه يم ينيبال هاييهسون يب

  گردد. MDR يهاهيسو
ه نسبت ب هيپنومون لايکلبس يزولهيا ١٠٠مطالعه مقاومت  نيا در

ستفاده از با ا بيوتيکيآنتيمختلف  يهااز کلاس بيوتيکآنتيهشت 
 مقاومت به زانيقرار گرفت. م يمورد بررس وژنيفيد سکيتست د

 يتوجهقابل شيافزا شيپ يهانسبت به سال هابيوتيکآنتي يبرخ
مقاوم  نيکاسيبه آم هازولهيا درصد ٦٥مثال  عنوانبهکرده است.  دايپ

، صفر درصد ١٣٩١در مطالعات انجام شده در سال  کهحاليدربودند 
 درصد ٢٦، ١٣٩٣)، در سال ٢٣( درصد ٢٥، ١٣٩٢)، در سال ٢٢(
اوم مق نيکاسينسبت به آم هازولهيادرصد  ٣٥، ١٣٩٤) و در سال ٢٤(

در سال  درصد ٨از  ميسفپ بيوتيکآنتي). مقاومت به ٢٥( بودند
است. مقاومت به  دهيدر مطالعه حاضر رس درصد ٥٧) به ٢٤( ١٣٩٣

مطالعه حاضر مشاهده شد  يهازولهيا درصد ١١پنم در  يميا
, ٢٢بوده است ( درصد ٢ زانيم نيا يدر مطالعات قبل کهحاليدر

در سال  درصد ٣٠از  زين نيپروفلوکساسيمقاومت به س زاني). م٢٤
در  درصد ٤٧)، به ٢٥( ١٣٩٤در سال  درصد ٣٣) و ٢٣( ١٣٩٢

مقاومت  زانيم يشيروند افزا نياست. ا دهيحاضر رس عهمطال
ختلف در م هايبيوتيکآنتينسبت به  هيپنومون لايکلبس يهازولهيا

 يدهندهنشانموضوع  نينگران کننده است. ا اريبس ر،ياخ يهاسال
کسب  زيو ن هابيوتيکآنتيو بدون نظارت  هيرو يمصرف ب

 لايبسکل يدر باکتر هابيوتيکآنتيمتعدد مقاومت به  يهاسميمکان
س، افلاک يهاپمپ ديشامل تول هاسميمکان ني. اباشديم هيپنومون
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 باشديمتالوبتالاکتاماز م ديکارباپنماز و تول ديتول ها،نيکاهش پور
)٢٦.(  

 نيترکم ٢٠٠٦تا  ٢٠٠٤ يهاسال يمطالعات انجام شده ط در
). ٢٨-٢٦بوده است ( پنميمينسبت به ا لايکلبس يهازولهيمقاومت ا

)، ٣٠)، پاکستان (٢٢( رانيا ازجملهمختلف  يهادر کشور جهينت نيا
 عنوانبهرا  پنميميا ي) مشابه بود و همگ٣٢) و اردن (٣١ژاپن (
و  هيومونپن لايکلبس يهادرمان عفونت يابر بيوتيکآنتي نيمؤثرتر

 يمعرف يماريب نياز ا يناش يهاجهت عفونت يخط درمان نيآخر
 شيافزا دهندهنشانمطالعه حاضر  جينتا کهحاليدرکرده بودند. 

) بود. درصد ١١( پنميميبه ا هيپنومون لايکلبس يهاهيمقاومت سو
 يايجادکننده يهاهيسو انيدر م بيوتيکيآنتيسطح مقاومت 

و  است ريمتغ گريبه کشور د ياز کشور ،يدستگاه ادرار يهاعفونت
 هويش ،ييايجغراف طيبه شرا توانيها متفاوت نيا جاديا لياز دلا
  ).٢٤اشاره کرد ( بيوتيکآنتي زيو نحوه تجو يزندگ

 يهاسميمکان نيترمهماز  بيوتيکيآنتيافلاکس  يهاپمپ
 لايسکلب ينيبال يهازولهيهستند که در ا بيوتيکيآنتيمقاومت 

 وعي). در مطالعه حاضر ش٣٤, ٣٣( شوندياستفاده م زين هيپنومون
مورد مطالعه مشاهده  يهازولهيافلاکس در ا يهاژناز  ييبالا اريبس

پمپ افلاکس در  يهاستميکه س دادهنشان  يشد. مطالعات متعدد
 هانولونيبه فلوروک هيپنومون لايکلبس يهازولهيمقاومت ا جاديا

 ١٠٠نشان داده شد که  يگري). در مطالعات د٣٧-٣٥دخالت دارند (
 يدارا نيو لووفلوکساس نيپروفلوکساسيمقاوم به س يهازولهيا درصد
 درصد ٧/٩٥مطالعه  ني). در ا٨،١٠هستند ( AcrAB يهاپمپ

بودند؛ با  AcrAB ژن يدارا نيپروفلوکساسيمقاوم به س يهاهيوس
ژن و مقاومت به  نيحضور ا نيب يدارمعنيوجود ارتباط  نيا

 ٥/٧٧در مطالعه حاضر،  .(P>0.05) مشاهده نشد نيپروفلوکساسيس
د پمپ مورژن هر سه  ن،يپروفلوکساسيمقاوم به س هاييزولها درصد

، tolCژن از سه  کي چيه هاآن درصد ١/٥مطالعه را دارا بودند و تنها 
AcrAB و mdtK در درمان  يمشکلات جد مسئله نيرا نداشتند. ا
 يهاانتخاب توانديمکرده و  جاديا لايکلبساز  يناش يهاعفونت

  .را محدود کند يدرمان
 يهاعفونت يدر مطالعه يابزار قدرتمند يمولکول نگيپيتا

با  هازولهيا نگيپيمطالعه ژنوتا ني). در ا٣٨است ( يمارستانيب
 (در سطح شباهت متفاوت يالگو ١٦، ERIC-PCR استفاده از روش

مورد مطالعه نشان  هيپنومون لايکلبس زولهيا ١٠٠) را در درصد ٩٠
د مور يهازولهيا يکيتنوع ژنت به دليل توانديمها تفاوت نيداد. ا
و  Lai جيحاضر همسو با نتا شيحاصل از آزما جيباشد. نتا شيآزما

بر اساس  ،کيپاتوژن هيپنومون لايکلبسکردند  انيهمکاران است که ب
 زيبه شدت هتروژن هستند و آنال شان،يدينوکلئوت يتفاوت در توال

، ERIC-PCR به روش نگيپيو ژنوتا بيوتيکيآنتيمقاومت  يالگو

مورد استفاده قرار  هازولهيمقاومت ا يالگو ينيبشيدر پ توانديم
 جاديا لياز دلا يکي بيوتيکآنتي). مصرف خودسرانه ٣٩( رديگ

در  هاهيسو بنديدسته. باشديم هايهتروژن در باکتر يالگوها
 کي توانديم ERIC-PCR گروه متفاوت با استفاده از روش نيچند

 يهامورد مطالعه باشد. حضور کلون يجامعه يزنگ خطر برا
منشأ  يبه معنا تواننديدر مطالعه حاضر م هيپنومون لايکلبسمتفاوت 

ند. لذا متفاوت باش بيوتيکيآنتيمقاومت  يالگو ايو  هاهيمتفاوت سو
توجه کرد  ERIC روش جيبه نتا ديبا بيوتيکآنتي زيدر ارائه و تجو

امناسب ن زيو دوماً با عدم تجو ديبه دست آ يبهتر يدرمان جيتا اولاً نتا
  د.شو يريجلوگ شتريب بيوتيکيآنتيدارو، از بروز مقاومت 

ن ين که در ايبود. اول ات مواجه يمطالعه حاضر با چند محدود
قرار گرفته بود.  يافلاکس مورد بررس يهاژنحضور  صرفاًمطالعه 

 با مقاومت افلاکس يهاپمپارتباط  تريقدقمطالعه  يحال آنکه برا
 يررسز بينستم افلاکس يس يهاژنان يبلازم است  بيوتيکيآنتي

مارستان محدود بود. با يک بينکه مطالعه حاضر به يدوم اگردد. 
به  توانيمارستان ميب يشتريتعداد ب يبر رو ترگستردهمطالعه 

زان يو م بيوتيکيآنتيوع مقاومت يزان شياز م ترييقدقاطلاعات 
  رد.ب يپ هيلا پنومونيکلبس يهازولهيافلاکس در ا يهاژن يفراوان

حاضر نگران کننده و نشان از  يحاصل از مطالعه جينتا تمام
 ينيبال يهازولهيا نيدر ب ييچند دارو يهارو به رشد مقاومت شيافزا

ه افراد ب يمارستانيب يهازولهيا نيدارد. انتقال ا هيلا پنومونيکلبس
ر د ييزايماريو ب ييجامعه ممکن است سبب گسترش مقاومت دارو

اصل ح جيشود. نتا يمنيا ستميضعف س يدارا افراددر  ويژهبهجامعه 
مورد استفاده، در درمان  جيرا هايبيوتيکآنتيکه  دهدينشان م
 هاآناز  و استفاده ستندين مؤثرچندان  هيپنومون لايکلبس يهاعفونت

سبب بروز هر چه  ،يدرمان يهانهيبر بالا رفتن هز علاوهدر درمان، 
 شوديم شنهاديضرورتاً پ جهيخواهد شد. در نت ييدارومقاومت  شتريب

 ينتآ جيکه درمان مورد استفاده توسط پزشکان حتماً بر اساس نتا
باشد.  ينيبال يشناس کروبيم شگاهيانجام شده توسط آزما وگراميب

ژن کد  کيحداقل  هازولهيا درصد ٩٨مشاهده شد که در  نيهمچن
 يناش يهادرمان عفونت بنابراينپمپ افلاکس وجود دارد.  يکننده

ها در مپپ نيا انيبه سمت مقابله با ب توانديم هيپنومون لايکلبساز 
 يهاهيمطالعه نشان داد که سو نيا جيبرود. نتا هاآنمهار  ايو  يباکتر
 يالگوها يجدا شده در شهر تهران دارا هيپنومون لايکلبس کياندم
از  هاآن زيتما يبرا ERIC-PCRهستند و روش  يمتنوع يکيژنت

 ک،يولوژيدميبرخوردار بوده و جهت مطالعات اپ يمناسب ييکارا
  است. يکاربرد
  

  يتشکر و قدردان
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 ارشد است. نگارندگان ينامه کارشناس   انيحاصل پا  قيتحق نيا
فراهم  يدانشگاه آزاد واحد اسلامشهر برا    ياز حوزه معاونت پژوهش 

 کمال تشکر را دارند. قيانجام تحق يلازم برا طيآوردن شرا

 
 تضاد منافع وجود ندارد. گونههیچ
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Abstract 
Background & Aims: The efflux pumps play an important role in the development of drug resistance in 
Klebsiella pneumoniae. The aim of this study was to investigate the antibiotic resistance, and the 
presence of efflux genes, as well as molecular typing in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. 
Materials & Methods: In this cross sectional descriptive study, a total of 100 K. pneumoniae isolates 
were collected from Milad hospital, Tehran, Iran. Bacterial identification was carried out by biochemical 
tests and antimicrobial susceptibility testing performed according to the Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) guidelines. The presence of TolC, AcrAB, MdtK genes were investigated 
using polymerase chain reaction (PCR) and molecular typing was performed according to the 
enterobacterial repetitive intergenic consensus -polymerase chain reaction (ERIC-PCR). 
Results: The results showed that 48% of isolates were multidrug resistant (MDR). The highest rate of 
resistance was observed against amikacin (65%) and the lowest resistance was found in aztreonam and 
fosfomycin (1%). The occurrence of AcrAB gene (96%) was the highest, followed by mdtK (82%) and 
tolC (79%). ERIC-PCR revealed 16 different genotypes among K. pneumoniae isolates. There was a 
significant association between ERIC-PCR pattern and efflux pump genes in some clonal types 
(p<0.05). 
 Conclusion: Our findings indicated the high prevalence of multidrug resistance and efflux genes in 
Klebsiella pneumoniae isolates. The strategy for suppressing these efflux systems may be useful in the 
treatment and control of the multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae. 
Keywords: Klebsiella pneumoniae, Drug Resistance, Molecular Typing 
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