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های کلبسیلا آلوده می شود. های بالینی توسط گونهبخش عمده ای از نمونه 

های مقاومت شود و بنابراین انجام تستمقاومت دارویی کلبسیلا روز به روز افزوده می

رسد. هدف از این مطالعه تعیین بیوتیک، ضروری به نظر میدارویی، قبل از تجویز آنتی

جد  کلبسیلا پنومونیههای بیوتیکی در ایزولهالگوی فنوتیپی و ژنوتیپی مقاومت آنتی

سویه  90باشد. مطالعه حاضر روی ی شهرستان شهرکرد میاشده از موارد کلینیک

نمونه کلینیکی از بیماران مراجعه کننده به  5000جدا شده از کلبسیلا پنومونیه 

های بیوشیمیایی با استفاده از روشهای تشخیص طبی شهرکرد انجام شد. آزمایشگاه

مقاومت  یید وتاها همه ایزوله 16srRNAو تکنیک مولکولی بر اساس ردیابی ژن 

ها با استفاده از روش روش دیسک دیفیوژن بررسی شد. ردیابی آنتی بیوتیکی ایزوله

در حضور پرایمرهای اختصاصی  (sul1و qnr،tet A،tet B, aac(3)IIa)های ژن

رسی، بیشترین مقاومت میکروبی به پنی سیلین ایزوله مورد بر 90از صورت گرفت. 

درصد( 100درصد( و بیشترین حساسیت نسبت به ونکومایسین ) 75/93)

 33/83)کد کننده مقاومت به جنتامایسین( با فراوانی  aac (3)IIaبرآوردگردید. ژن 

 16/16)کد کننده ی مقاومت به سیپروفلوکساسین( با فراوانی  qnrدرصد و ژن 

های کد کننده مقاومت آنتی بیوتیکی ردیابی شده در بیشترین و کمترین ژندرصد، 

دارای مقاومت  کلبسیلا پنومونیهجا که بودند. از آنکلبسیلا پنومونیه های ایزوله

های شهرکرد است، چندگانه یک خطر جدی برای بیماران مراجعه کننده به بیمارستان

تواند های مقاوم به داروها میو تعیین ایزولهها بیوتیکبنابراین نظارت بر مصرف آنتی

 ها جلوگیری کند.از توسعه مقاومت در باکتری

 کلمات کلیدی:

های مقاومت آنتی بیوتیکی، ژن

، کلبسیلاپنومونیه، عفونت 

 بیمارستانی.
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 مقدمه

های فرصت طلبی از خانواده های کلبسیلا پاتوژنسویه

هستند که موجب سپتی سمی، باکتریمی، انتروباکتریاسه 

-های دستگاه ادراری و بافتانتریت نوزادان، مننژیت و عفونت

یکی از عوامل شایع  کلبسیلا پنومونیه(. 1شوند )های نرم می

ها از چنین این باکتریباشد و همهای بیمارستانی میعفونت

های اکتسابی در جامعه و بیمارستان محسوب علل مهم عفونت

شوند. مقاومت ضد میکروبی همواره به عنوان یک مشکل یم

(. از این رو 2-4جدی برای سلامت انسان مطرح بوده است )

را به عنوان سال مقاومت  2011سازمان بهداشت جهانی سال 

چنین این سازمان در نظر گرفتن آنتی بیوتیکی نامید. هم

اده موارد مهمی مانند ارزیابی مقاومت آنتی بیوتیکی، استف

ها فقط با نسخه ها، فروش آنتی بیوتیکصحیح از آنتی بیوتیک

پزشک و پیشگیری و کنترل عفونت را جهت کنترل و 

ها توصیه نموده جلوگیری از مقاومت آنتی بیوتیکی به دولت

ها و فشار انتخابی (. استفاده مداوم از آنتی بیوتیک5است )

بت به آنتی هایی نسناشی از این عوامل باعث بروز مقاومت

 کلبسیلا پنومونیهویژه های گرم منفی بهها و باکتریبیوتیک

ها به وسیله (. مقاومت علیه آنتی بیوتیک6گردیده است )

های غیرژنتیکی )غیرفعال سازی آنزیماتیک دارو، مکانیسم

تغییر سایت هدف ریبوزوم، کاهش نفوذ پذیری و پس زدگی 

اسیون، ترانسفورماسیون های ژنتیکی )کانژوگدارو( و مکانیسم

های مقاومت به (. ژن7شود )و ترانس داکسیون( ایجاد می

 qnr )مقاومت به تتراسایکلین(،  tetB و tetA آنتی بیوتیک 

)مقاومت به  aac(3) IIa)مقاومت به فلوروکینولون ها(، 

اخیراً در  )مقاومت به سولفانامیدها( sul1جنتامایسین( و ژن 

ها مشاهده شده که این ژنکلبسیلا پنومونیه های ایزوله

دهند. مقاومت عملکردهای متفاوتی را انجام می

باشد که سبب کد ها با واسطه ی پلاسمیدی میفلوروکینولون

ژیراز در  DNA گردد که باعث محافظت کردن پروتئینی می

(. در حقیقت در مطالعات 8-9شود )ها میبرابر فلوئوروکینولون

نشان داده است   qnrژیکی در ارتباط با گسترش ژناپیدمیولو

-را هم بیان می ESBL غالبا qnr های مثبت از نظرکه ایزوله

ها در های مقاومت به آنتی بیوتیککنند. بنابراین تشخیص ژن

با ویرولانس بالا به منظور استفاده  کلبسیلا پنومونیههای سویه

-12ضروری است )ها برای درمان مؤثر صحیح از آنتی بیوتیک

های کد کننده مقاومت (. هدف از این تحقیق ردیابی ژن10

 tetB و tetA های های مختلف از جمله ژنبه آنتی بیوتیک

-)مقاومت به فلوروکینولون qnr )مقاومت به تتراسایکلین(، 

 sul1)مقاومت به جنتامایسین( و ژن  aac(3) IIaها(، 

-چندگانه در سویه PCRبا تکنیک  )مقاومت به سولفانامیدها

جدا شده از مواردکلینیکی شهرستان  کلبسیلا پنومونیههای 

 باشد.  شهرکرد می

 هامواد و روش
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 کلبسیلا پنومونیهنمونه گیری و جداسازی 

نمونه کلینیکی از  5000در این مطالعه مقطعی از بین 

تشخیص طبی  هایافراد مراجعه کننده به آزمایشگاه

کلبسیلا ایزوله از باکتری  90شهرستان شهرکرد تعداد 

های مورد بررسی شامل ادرار، جدا گردید. نمونه پنومونیه

ترشحات چرکی چشم، ترشحات زخم، ترشحات ریه و  نمونه 

 نمونه مورد نظرکشت خون بودند. به منظور شناسایی باکتری 

آگار و  آگار، سالمونلا شیگلا بلاد هایبر روی محیط

از نظر  یافته رشد هایکلنی شد. داده کشت آگار کانکیمک

 شامل افتراقی بیوشیمیایی هایرنگ آمیزی گرم و تست

، مک 1در محیط سه قندی آهن دار قندها تخمیر چگونگی

 اسید بلو هم چنین دکربوکسیلاسیونمتیلنائوزین کانکی،

 عدم اندول، ، تولید2آگار آیرون لایزین محیط در لایزین آمینة

 MRVPمحیط  در و واکنش  SIMدر محیط  حرکت

Broth، در و آگار اوره و سیترات محیط سیمون در رشد 

 شناسایی استاندارد جداول از با استفاده نتایج بررسی نهایت

های بیوشیمیایی مورد استفاده ( تست1جدول )گردیدند. در 

نشان داده شده است.  کلبسیلا پنومونیهبرای شناسایی باکتری 

به  ATCC 700603 کلبسیلا پنومونیهدر این تحقیق از 

 عنوان کنترل مثبت استفاده گردید.

 

 

 

 کلبسیلا پنومونیهسایی های بیوشیمیایی مورد استفاده برای شنا(: تست1جدول )

نوع 

 باکتری

 نوع تست

تولید 

 اندول

متیل 

 رد

ووژس 

 پروسکائر
 اوره S2H سیترات

لیزین 

 دکربوکسیلاز

کلبسیلا 
 پنومونیه

- - + + + + + 

 تعیین الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی

ها نسبت به آنتی برای تعیین حساسیت باکتری

 CLSIبر طبق دستورالعمل  3بایر -ها از روش کربیبیوتیک

                                                      
1 Triple Sugar Iron Agar(TSI) 
2 Lysine Iron Agar (LIA) 
3  Kirby Bauer 

)مندرج در راهنمای ارائه شده توسط شرکت پادتن طب( 

 (.13استفاده شد )

 تهیه کدورت استاندارد نیم مک فارلند

. /5برای تهیه کدورت استاندارد نیم مک فارلند مقدار 

درصد کلرور باریم را به اسید  175/1میلی لیتر از محلول 
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ماه در  6درصد اضافه کرده. این محلول به مدت 1سولفوریک 

دمای اتاق و در تاریکی قابل نگهداری است. هنگام مصرف باید 

ی که هم قطر سوسپانسیون میکروبی است تهیه گردد ادر لوله

(13.) 

 تهیه سوسپانسیون میکروبی

 برای تهیه سوسپانسیون میکروبی مقداری از کلونی مورد

کشت داده و به  TSBآزمایش را در لوله حاوی محیط کشت 

درجه قرار داده تا زمانی که  37ساعت در دمای  2تا1مدت 

د کدورت آن به اندازه کدورت لوله استاندارد نیم مک فارلن

وجه تبرسد. درآن هنگام مورد استفاده قرار خواهد گرفت. باید 

 داشت اگر سوسپانسیون رقیق باشد، قطر هاله عدم رشد بزرگ

کمتر  دارد باشد، قطر هاله عدم رشدتر و اگر غلیظ تر از استان

 خواهد شد. 

های آنتی بیوتیک در این آزمایش شامل: دیسک

(،  SXTپریم+سولفامتوکسازول( ) متو کوتریموکسازول)تری

 (،FM300(، نیتروفورانتئین )CRO30سفتریاکسون )

(، NA30(، نالیدیکسیک اسید )CF30سفالوتین )

پنم (، ایمیTE30(، تتراسایکلین )NORنورفلوکساسین )

(IPM10 جنتامایسین ،)GM10)( آمیکایسین ،)NA و )

ایران مورد  –طب ( ازشرکت پادتن CROسیپروفلوکساسین )

 (.13استفاده قرار گرفتند )

 آزمایش آنتی بیوگرام

تعداد  CLSIبرای انجام آنتی بیوگرام طبق دستورالعمل 

  TSB  کلنی ازباکتری مورد نظر را برداشته و به محیط 4تا  3

درجه  37ساعت در انکوباتور  3تا 1داده و به مدت انتقال

فارلند حاصل شود سپس  قرارداده تا کدورتی معادل نیم مک

با استفاده از سواپ استریل از باکتری برداشته و به صورت 

فشرده بر روی محیط مولر هینتون کشت انجام شد و 

ه شد. های مورد نظر با حفظ فاصله روی آن قرار داددیسک

درجه سانتی گراد،  37ساعت گرم خانه گذاری در  24پس از 

های ممانعت از رشد، براساس جدول بر اساس اندازه هاله

 (.13شرکت پادتن طب نتایج ثبت شد )

 آزمایشات مولکولی

 در نمونه کلبسیلا پنومونیهبه منظور تائید قطعی وجود 

مقاومت های کد کننده های کشت داده شده و ردیابی ژن

ز ها، از واکنش زنجیره ای پلیمراآنتی بیوتیکی در ایزوله

 ها باژنومی باکتری DNAاستفاده شد. در این راستا ابتدا 

استفاده از روش بویلینگ، استخراج شد و کیفیت و کمیت 

DNA  .استخراج شده مورد بررسی قرار گرفت 

 PCRها با استفاده از تأیید ایزوله

با استفاده از زوج پرایمرهای  DNAبعد از استخراج 

که  کلبسیلا پنومونیه 16srRNAطراحی شده  مربوط به ژن  

ها نشان داده شده است، به تشخیص قطعی ایزوله 2در جدول 

 پرداخته شد.

 



 1404تابستان  2شماره  3وره د                                                                        (JNACMS)یو مولکول یدر علوم سلول یننو یافتهایره

49 

 

 کلبسیلا پنومونیههای در ایزوله16srRNAتوالی پرایمرهای مربوط به ردیابی ژن  (:2جدول)

 (5َ-3َ) توالی پرایمر ژن

 اندازه محصول 

 جفت باز

16srRNA 
F ATT TGA AGA GGT TGC AAA CGA T 

R TTC ACT CTG AAG TTT TCT TGT TT C 
130 

کلبسیلا  به منظور تشخیص قطعی PCRآزمایش 

 Accupower PCR PreMixبا استفاده از کیت  پنومونیه

میکرولیتر با افزودن  20در حجم نهایی  BioNEERساخت 

الگو  DNAمیکرولیتر از  5و  F ،Rمیکرولیتر از پرایمرهای  2

میکرولیتر آب مقطر به محتویات کیت انجام گرفت.   13و 

 نشان داده شده است.  3ترکیبات موجود در کیت در جدول 

 Accupower PCR PreMix(: اجزای کیت 3جدول )

Component μl 

Reaction 20 

Taq DNA Polymerase U 1 

Each dNTP ( dATP, dCTP, dGTP, dTTp) μM 250 

Tris-HCl (pH=9) mM 10 

KCl mM 30 

MgCl2 mM 5/1 

به صورت زیر  16srRNAبرنامه حرارتی برای تکثیر ژن 

 بود: 

درجه  94سیکل تکراری  30دقیقه،  5درجه به مدت  94

ثانیه و یک  60درجه  72ثانیه و  60درجه  55ثانیه،  30

جفت  130دقیقه. مشاهده باند  5درجه  72سیکل انتهایی 

 (.14) باشددهنده مثبت بودن آزمون می بازی نشان

های مقاومت آنتی بیوتیکی در تعیین فراوانی ژن

 کلبسیلا  پنومونیههای ایزوله

های کد کننده مقاومت آنتی در راستای ردیابی ژن

)مقاومت به  tetBو  tetA های،وتیکی شامل ژنبی

 aac(3))مقاومت به فلوروکینولون ها(،  qnrتتراسیکلین(، 

IIa مقاومت به جنتامایسین( و ژن( sul1  مقاومت به(
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 4سولفونامید ها( از زوج پرایمر های معرفی شده در جدول 

و  tetAهای به منظور ردیابی ژن PCRآزمایش استفاده شد. 

aac (3)IIa با استفاده از  کلبسیلا پنومونیههای در ایزوله

در  BioNEERساخت  Accupower PCR PreMixکیت 

میکرولیتر از  2میکرولیتر با افزودن  20حجم نهایی 

 13الگو و  DNAمیکرولیتر از  5و  R و Fپرایمرهای 

 Accupower PCRمیکرولیتر آب مقطر به محتویات کیت 

PreMix ( 16،15انجام گرفت .) 

 کلبسیلا پنومونیههای های کد کننده مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزوله(: پرایمرهای مورد استفاده جهت ردیابی ژن4جدول )

 آنتی بیوتیک
ژن 

 مقاومت

 توالی

 اندازه

)جف

 ت باز(

Tetracycline tetA 
GTGAAACCCAACATACCCC 

GAAGGCAAGCAGGATGTAG 
888 

Tetracycline tetB 
CCTTATCATGCCAGTCTTGC 

ACTGCCGTTTTTTCGCC 
774 

Fluoroquinolo

ne 
qnr 

ATTTCTCACGCCAGGATTTG 

GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 
516 

Gentamicin 
aac 

(3)IIa 

CGGAAGGCAATAACGGAG 

TCGAACAGGTAGCACTGAG 
740 

Sulfonamide Sul1 
CGGCGTGGGCTACCTGAACG 

GCCGATCGCGTGAAGTTCCG 
433 

 

 و tetBهای برای ردیابی ژن Multiplex PCRآزمون 

qnr 

در  qnr و tetBهای به منظور ردیابی ژن PCRآزمایش 

 Accupowerبا استفاده از کیت  کلبسیلا پنومونیههای ایزوله

PCR PreMix  ساختBioNEER  20در حجم نهایی 

 5و  F  ،Rمیکرولیتر از پرایمرهای  2میکرولیتر با افزودن 

میکرولیتر آب مقطر به  13الگو و  DNAمیکرولیتر از 

 انجام گرفت. Accupower PCR PreMixمحتویات کیت 

 Sul1برای ردیابی ژن  PCRآزمون 

های در ایزوله Sul1 ژن به منظور ردیابی PCRآزمایش 

 Accupower PCRبا استفاده از کیت  اشریشیا کلی

PreMix  ساختBioNEER  میکرولیتر  20در حجم نهایی

میکرولیتر از  5و  Rو  Fمیکرولیتر از پرایمرهای  1با افزودن 

DNA میکرولیتر آب مقطر به محتویات کیت  14الگو و

Accupower PCR PreMix  .برنامه دمایی انجام گرفت .

 5های مختلف در جدول برای ژن PCRبرای انجام واکنش 

 (.17نشان داده شده است )
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 های مورد بررسیبرای ژن PCR(: برنامه دمایی برای انجام واکنش 5جدول )

 

 
 ای پلی مرازبرنامه واکنش زنجیره

tetA  وaac (3)IIa 

 سیکل 1

  94 --------دقیقه  5

 سیکل 30

  94 --------ثانیه  15
 

  55 --------ثانیه  60

 72 --------ثانیه  60

 سیکل 1

 72 --------دقیقه  5

 

tetB, qnr 

 سیکل 1

  94 --------دقیقه  5

 

 

 سیکل 30

  94 --------ثانیه  15

  56 --------ثانیه  50

 72 --------ثانیه  60

 سیکل 1

 72 --------دقیقه  5

 

Sul1 

 سیکل 1

  94 --------دقیقه  5

 سیکل 30

  94 --------ثانیه  20

  59 --------ثانیه  60

 72 --------ثانیه  60

 سیکل 1

 72 --------دقیقه  6

روی ژل  PCR، محصول PCRبعد از انجام آزمایشات 

ولت در  80درصد آگارز واجد اتیدیوم بروماید در ولتاژ ثابت 1

)فرمنتاز، آلمان(  DNAجفت بازی  100حضور مارکر 

الکتروفورز و نتیجه با دستگاه تصویر بردار از ژل )انگلستان، 

Uviteckمورد بررسی قرار گرفت ) 

 تجزیه و تحلیل آماری 

داده های حاصل از مطالعه با استفاده از نرم افزار 

و مدل های آماری کای اسکوئر و دقیق  19ver Spssآماری 

فیشر مورد ارزیابی قرار گرفت. در این راستا وجود 
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(P<0.05 به عنوان وجود رابطه آماری معنی دار بین دو )

 ورد مطالعه در نظر گرفته شد.فاکتور م

 نتایج

های پس از تأیید باکتری با استفاده از آزمون

های ایزوله شده میکروبیولوژی و مولکولی، حساسیت باکتری

های کوتریموکسازول به آنتی بیوتیک

(، سفتریاکسون  SXTپریم+سولفامتوکسازول( ) متو )تری

(CRO30( نیتروفورانتوئین ،)FM300،) ( سفالوتینCF30 ،)

(، NOR(، نورفلوکساسین )NA30نالیدیکسیک اسید )

(، جنتامایسین IPM10(، ایمیپنم )TE30تتراسایکلین )

GM10)) ( و سیپروفلوکساسینCP ( آمیکایسین ،)AN و )

طب ایران مورد بررسی قرار  ( از شرکت پادتنFpسفپیم )

 8/97گرفت. بیشترین مقاومت نسبت به آموکسی سیلین 

درصد گزارش  4/4ن مقاومت نسبت به ایمیپنم درصد و کمتری

 نشان داده شده است.  6نتایج در جدول شده است. 

 

 

 

 

 

 

 

 جدا شده از موارد کلینیکی کلبسیلا پنومونیهایزوله   90(: تعداد و درصد مقاومت آنتی بیوتیکی در 6جدول)

 حساس واسطحد  مقاوم                          آنتی بیوتیک ردیف

 سیلینآموکسی 1
 1/1 1/1 8/97 درصد

 1 1 88 تعداد

 اسیدنالیدیکسیک 2
 6/66 9 4/24 درصد

 60 8 22 تعداد

 نیتروفورانتوئین 3
 4/34 5/24 1/41 درصد

 31 22 37 تعداد

 پنمایمی 4
 4/93 2/2 4/4 درصد

 84 2 4 تعداد

 سفپیم 5
 2/62 3/3 4/34 درصد

 56 3 31 تعداد

 9/37 8/18 3/43 درصد تتراسایکلین
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 34 17 39 تعداد 6

 کوتریموکسازول 7
 1/61 2/2 7/36 درصد

 55 2 33 تعداد

 سیپروفلوکساسین 8
 9/88 4/4 7/6 درصد

 80 4 6 تعداد

 کانامایسین 9
 6/25 9/28 5/45 درصد

 23 26 41 تعداد

 سفتریاکسون 10
 4/53 5/5 1/41 درصد

 48 5 37 تعداد

 سفالوتین 11
 40 7/6 3/53 درصد

 36 6 48 تعداد

 نورفلوکساسین 12
 80 3/3 7/16 درصد

 72 3 15 تعداد

 آمیکاسین 13
 3/63 5/4 2/32 درصد

 57 4 29 تعداد

 جنتامایسین 14

 2/72 1/1 7/26 درصد

 65 1 24 تعداد

 

به آزمون کای دو بین در تجزیه و تحلیل آماری با توجه 

ها و مقاومت آنتی بیوتیک رابطه معنی دار نوع آنتی بیوتیک

در این تحقیق از (. P-value < 0/05)آماری مشاهده گردید 

 61نمونه متعلق به جنسیت زن ) 55نمونه مورد بررسی  90

 درصد( بود. 39نمونه متعلق به جنسیت مرد ) 35درصد( و 

های مقاومت آنتی بیوتیکی نتایج مربوط به فراوانی ژن

 کلبسیلا پنومونیههای ایزولهدر 

های کد کننده مقاومت آنتی بیوتیکی در توزیع انواع ژن

جدا شده از موارد کلینیکی به  کلبسیلا پنومونیه هایایزوله

برای شناسایی مقاومت  qnrردیابی گردید. ژن  PCRروش 

ها شامل آنتی بیوتیکی در آنتی بیوتیک های کینولون

نالیدیکسیک اسید، نورفلوکساسین و سیپروفلوکساسین 
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به منظور بررسی مقاومت  tet Bو  tet Aاستفاده شد، ژن 

برای  ارزیابی  sul 1نسبت به آنتی بیوتیک تتراسیکلین، ژن 

مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک کوتریموکسازول و از ژن 

aac(3)IIa  جهت بررسی مقاومت نسبت به جنتامایسین

در  tetAایزوله مقاوم به تتراسایکلین، ژن  39از  کار رفتند.به

 10/64ایزوله ) 25در  tetBدرصد( و ژن  48/79ایزوله ) 31

ایزوله مقاوم به نالیدیکسیک اسید،  22درصد( مشاهده شد. از 

درصد( گزارش گردید. همچنین 18/18ایزوله ) 4در  qnrژن 

ایزوله  3در  qnrژن ایزوله مقاوم به نورفلوکساسین،  13از 

 qnrایزوله مقاوم به سیپروفلوکساسین، ژن  6درصد( و از  20)

ایزوله  33درصد(  مشاهده شد. در میان  66/16ایزوله) 1در 

 21/21ایزوله ) 7در  sul1مقاوم به کوتریموکسازول، ژن 

 aac(3)-IIaایزوله مقاوم به جنتامایسین، ژن  24درصد( و از 

درصد( گزارش گردید.نتایج در جدول  33/83ایزوله ) 20در 

 نشان داده شده است. 1-3و شکل های  7

 پنومونیه  کلبسیلاهای های مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزوله(: فراوانی ژن7جدول )

 آنتی بیوتیک نوع ژن
مقاومت با 

 دیسک

مقاومت به روش 

 تشخیص مولکولی

tet A تتراسایکلین 
39 

30/43 % 

31 

48/79 % 

tet B تتراسایکلین 
39 

30/43 % 

25 

10/64 % 

qnr نالیدیکسیک اسید 
22 

40/22 % 

4 

18/18 % 

qnr نورفلوکساسین 
15 

70/16 % 

3 

20 % 

qnr سیپروفلوکساسین 
6 

70/6 % 

1 

66/16 % 

sul 1 سولفونامیدها 
33 

70/36 % 

15 

45/45 % 

aac (3)IIa جنتامایسین 
24 

70/26 % 

20 

33/83 % 
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 aacو  tetAهای ژن PCRروفورز محصول الکت -1شکل 

(3)IIa .. باند  3و  2های جفت بازی فرمنتاز. ستون 100: مارکر 1ستون

ت جف 740: باند 5و  4. ستون های tetAجفت بازی مربوط به ژن  888

 : کنترل منفی6ستون . aac (3)IIaبازی مربوط به ژن 

 

 qnrو  tetBهای ژن PCRل رز محصوالکتروفو -2شکل 

 774باند  3و  2جفت بازی فرمنتاز. ستون های  100: مارکر 1ستون 

زی جفت با 516: باند 5و  4. ستون های tetBجفت بازی مربوط به ژن 

 : کنترل منفی6ستون . qnrمربوط به ژن 

 

 

ستون : sul1محصول ژن  PCRالکتروفورز محصول  -3شکل 

جفت بازی  433باند  2-4جفت بازی فرمنتاز. ستون های  100: مارکر 5

 : کنترل منفی1ستون . sul1ژنمربوط به 

 بحث و نتیجه گیری

مطالعه حاضر با هدف تعیین الگوی فنوتیپی و ژنوتیپی 

جدا کلبسیلا پنومونیه های بیوتیکی در ایزولهمقاومت آنتی

شهرکرد با دو روش معمول شده از موارد کلینیکی شهرستان 

آنتی بیوگرام و مولکولی انجام گرفت. مقاومت به آنتی 

های مختلف بر اساس الگوهای درمانی که در مناطق بیوتیک

گیرد، متفاوت است. به عنوان مثال در مختلف صورت می

مطالعه ی ما بیشترین مقاومت نسبت به آموکسی سیلین 

 4/4پنم )به ایمیدرصد( و بیشترین حساسیت نسبت  8/97)

تعیین الگوی مقاومت در تحقیقی که به منظور درصد( بود. 

جدا شده از  کلبسیلا پنومونیه ایزوله 300آنتی بیوتیکی 

های بیماران بستری در بیمارستان امام خمینی )ره( نمونه

پنم، آمیکاسین، های ایمیصورت گرفت، آنتی بیوتیک

ان داروهای مؤثر عنوسفتازیدیم و نالیدیکسیک اسید به

های جمع آوری شده، حساسیت شناخته شدند زیرا سویه

که ها نشان دادند، به طوریخوبی نسبت به این آنتی بیوتیک

درصد، سفتازیدیم،  99این حساسیت برای آمیکاسین حدود 

درصد گزارش گردید ولی  98نالیدیکسیک اسید و ایمی پنم 

درصد و مقاومت  2/32در تحقیق ما مقاومت به آمیکایسین 

درصد گزارش گردید. که با نتایج  4/22به نالیدیکسیک اسید 

که نتایج (. در حالی17باشد )حاصل از تحقیق ما متفاوت می

به دست آمده در اردن توسط آل شارا و همکاران انجام شد، 

نتایج تقریباً مشابه با تحقیق ما بود، به طوری که مقاومت به 

درصد و نالیدیکسیک  57زیدیم درصد، سفتا 38امیکاسین 
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چنان به عنوان درصد بوده است، ولی ایمی پنم هم 6/33اسید 

کلبسیلا های ناشی از یک آنتی بیوتیک مؤثر در درمان عفونت

پور (. جلال18درصد اثردهی داشته است ) 9/90با پنومونیه 

ای به تعیین الگوی مقاومت آنتی و همکاران در مطالعه

 بتا ی مولدکلبسیلا پنومونیههای بیوتیکی در سویه

الطیف جدا شده از بیماران مبتلا به لاکتامازهای وسیع

نمونه  378های ادراری پرداختند. در این تحقیق از عفونت

بررسی شده، فراوانی بتالاکتامازهای وسیع الطیف در 

جدا شده از بیماران بستری و  کلبسیلا پنومونیههای سویه

درصد گزارش گردید. در این  22و  64سرپایی به ترتیب 

سیلین، سفتازیدیم، سفوتاکسیم، تحقیق مقاومت در برابر آمپی

پنم، سیپروفلوکسازین، سفپیم، آمیکاسین، ایمی

 65درصد،  5/90کوتریموکسازول و نیتروفورانتویین به ترتیب 

 35درصد، صفر درصد،  6/31درصد،  60درصد،  1/57درصد، 

(. در 19درصدگزارش گردید ) 9/25درصد و  6/78درصد، 

 99ی کیزیگیل و همکاران در ترکیه بر روی تعداد مطالعه

ها حساسیت ایزوله 2005در سال کلبسیلا پنومونیه ایزوله 

های مختلف را مورد بررسی قرار دادند. نسبت به آنتی بیوتیک

ها به درصد نمونه 100در این تحقیق مشخص گردید که 

ه سیپروفلوکساسین حساسیت دارند ب 9/25مروپنم حساس و 

ی نمونه 20(. در بررسی خلف و همکاران در اتیوپی در 20)

ها درصد( از نمونه 20نمونه ) 4بتالاکتامازهای وسیع الطیف 

ها درصد( نمونه 80نمونه ) 16و   SHVblaدارای ژن مقاومت 

مثبت  CTXمثبت و   SHVblaبه صورت   SHVblaدارای 

 50ی چانگ و همکاران در ژاپن تقریباً العه(. در مط21بودند )

های به دست آمده به صورت بتالاکتامازهای درصد نمونه

های مقاومت وسیع الطیف گزارش گردیده است و دارای ژن

 (.22بودند )

های مورد مطالعه نیز نتایج در مورد دیگر آنتی بیوتیک

این مشابه یا متفاوتی با دیگر محققان از ایران یافت شد که 

اختلافات می تواند ناشی از اختصاصات بومی هرمنطقه، روش 

به کار رفته جهت تعیین میزان حساسیت و عوامل دخیل در 

ایجاد مقاومت دارویی از جمله پلاسمیدهای قابل انتقال و ... 

مورد کلبسیلا پنومونیه باشد اما در مجموع تمام ایزوله های 

چندگانه به آنتی بررسی در مطالعه حاضر دارای مقاومت 

بیوتیک مختلف هستند که این خود خطر استفاده بی رویه از 

 (.23ها را در سطح جامعه دو چندان می کند )آنتی بیوتیک

در قسمت دیگر از این تحقیق، ژن های کد کننده 

مورد کلبسیلا پنومونیه های  مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزوله

چندگانه جهت ردیابی  PCRبررسی قرار گرفتند و از روش 

 aacژن های مورد مطالعه استفاده شد که نتایج نشان داد ژن 

(3)IIa  33/83)کد کننده مقاومت به جنتامایسین( با فراوانی 

)کد کننده مقاومت به سیپروفلوکساسین(  qnrدرصد و ژن 

جدا  کلبسیلا پنومونیههای درصد از ایزوله 16/16با فراوانی 

سه ژن کد شونده به نسانی وجود دارد. های اشده از عفونت

شناخته شده است که باعث  sul 3و  sul 1،sul 2های نام

های پاتوژن ایجاد مقاومت نسبت یه سولفونامیدها در باکتری

 1به طور عمده همراه با اینتگرون کلاس   sul1گردد. ژنمی



 1404تابستان  2شماره  3وره د                                                                        (JNACMS)یو مولکول یدر علوم سلول یننو یافتهایره

57 

 

بیشتر روی پلاسمیدهای ناسازگار  sul 2باشد در حالی که می

یا پلاسمیدهای کوچک که  incQبه گروه متعلق 

گیرد. ممکن شوند قرار مینامیده می pBP1پلاسمیدهای 

های مقاومت ها حامل ژناست این پلاسمیدها علاوه بر این ژن

های آنتی بیوتیکی باشند. این پلاسمیدها به به دیگر گروه

های مختلف از پاتوژن های روده ها و گونهسهولت بین سویه

در تحقیق حاضر فراوانی ژن (. 24-26شوند )قل میمنت ای

sul 1 45/45  درصد برآورد گردید که در تجزیه و تحلیل

با توجه آزمون کای بین دو ژن مقاومتی و آنتی بیوتیک آماری 

توجه با (. P < 0/05) رابطه معنی دار آماری مشاهده گردید

ها به مشاهده ی روز افزون مقاومت به برخی از آنتی بیوتیک

و تغییرات گسترده ی طیف اثر بخشی نسبت به داروها و 

جلوگیری از افزایش موارد مقاوم به دارو، ضرورت اجرای 

رسد. های حساسیت دارویی بسیار ضروری به نظر میآزمون

کلبسیلا  شیوع بالای مقاومت آنتی بیوتیکی در باکتری

های چنین درصد بالای ژنعامل عفونت ادراری و همپنومونیه 

تواند نشان مقاومت به آنتی بیوتیک در افراد مورد مطالعه می

ها باشد. باتوجه به دهنده ی مصرف بی رویه ی آنتی بیوتیک

ها تشخیص افزایش شیوع مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک

های های مقاوم به منظور انتخاب گزینهسریع و به موقع سویه

امری ضروری درمانی مناسب وجلوگیری ازگسترش مقاومت 

 .رسدبه نظر می
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Abstract  

A significant portion of clinical samples are contaminated with *Klebsiella* species. The antibiotic 

resistance of Klebsiella is increasing daily, making it essential to conduct antibiotic susceptibility tests prior 

to prescribing antibiotics. The aim of this study was to determine the phenotypic and genotypic patterns of 

antibiotic resistance in Klebsiella pneumoniae isolates obtained from clinical cases in Shahrekord. This 

study was conducted on 90 Klebsiella pneumoniae  strains isolated from 5,000 clinical samples collected 

from patients referred to diagnostic laboratories in Shahrekord. All isolates were confirmed using 

biochemical methods and molecular techniques based on the detection of the 16S rRNA gene, and their 

antibiotic resistance was assessed using the disk diffusion method. The presence of resistance genes (qnr, 

tetA, tetB, aac(3)-IIa, and sul1) was investigated using specific primers. Among the 90 isolates examined, 

the highest resistance was observed to penicillin (93.75%), while the highest sensitivity was to vancomycin 

(100%). The aac(3)-IIa gene (encoding resistance to gentamicin) was the most prevalent resistance gene, 

detected in 83.33% of isolates, while the qnr gene (encoding resistance to ciprofloxacin) was the least 

prevalent, detected in 16.16% of isolates. Given that  Klebsiella pneumoniae with multidrug resistance 

poses a serious threat to patients admitted to hospitals in Shahrekord, monitoring antibiotic use and 

identifying resistant isolates can help prevent the development of bacterial resistance. 

Keywords: Antibiotic resistance genes, Klebsiella pneumoniae, infection, hospital. 


