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Abstract 

Objective: Increasing antimicrobial resistance in thermonegative bacteria of the 

Enterobacteriaceae family has become a global problem. Klebsiella pneumoniae is a 

thermonegative opportunistic pathogen that has been considered in causing a wide range 

of diseases and antibiotic resistance due to its various resistance mechanisms. In this 

regard, the aim of the present study is to investigate the presence and role of ompK35 

and ompK36 genes in isolates of K. Pneumonia is resistant to several drugs. 

Materials and methods: 96 isolates were collected from patients referred to 

hospitals in Borujerd city in 2019 and were identified using differential tests. Antibiotic 

sensitivity test was performed by disk diffusion method and identification of ompK35 

and ompK36 genes using PCR. 

Findings: 82.12% of isolates were resistant to ampicillin antibiotic. The most effective 

antibiotic was gentamicin with resistance rate (38.9%). 28 isolates had multidrug 

resistance. ompK35 gene in 12.5% of K. pneumoniae and ompK36 gene were observed 

in 11.45% of clinical isolates. 

Conclusion: The results of this study showed that the absence of ompK35 and 

ompK36 genes plays a role in creating resistance to all kinds of antibiotics and it is 

necessary to pay attention to this issue in choosing antibiotics to treat and eliminate 

these isolates. Isolates lacking omk36 were more resistant to the studied antibiotics, 

especially gentamicin and ciprofloxacin, than isolates lacking ompk35 (P<0.05). 
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  چکیده

منفی خانواده انتروباکتریاسه، به مشکل جهانی تبدیل   های گرم  افزایش مقاومت ضدمیکروبی در باکتری :هدف

های مقاومت،  منفی است که به دلیل داشتن انواع مکانیسم  طلب گرم پاتوژن فرصت کلبسیلا پنومونیه،شده است. 

قرار گرفته است. در این راستا، هدف  ها و مقاومت آنتی بیوتیکی مورد توجه در ایجاد طیف وسیعی از بیماری

مقاوم به چندین  ک. پنومونیههای  در ایزوله ompK36و  ompK35های   پژوهش حاضر بررسی حضور و نقش ژن

 باشد.  دارو می

 0388های سطح شهر بروجرد در سال   کننده به بیمارستان ایزوله از بیماران مراجعه 89تعداد  :ها مواد و روش

بیوتیکی با   های افتراقی، مورد شناسایی قرار گرفتند. آزمون حساسیت آنتی  و با استفاده از تست آوری شده  جمع

 انجام شد. PCRبا استفاده از  ompK36و  ompK35های   روش انتشار در دیسک و شناسایی ژن

بیوتیک  آنتی سیلین مقاوم بودند. موثرترین  بیوتیک آمپی  ها نسبت به آنتی % از ایزوله02/82 ها: یافته

در  ompK35ایزوله دارای مقاومت چند دارویی بودند. ژن  28%( بود. 8/38جنتامایسین با میزان مقاومت )

 های بالینی مشاهده شد. % ایزوله05/00در  ompK36و ژن  ک. پنومونیههای   % نمونه5/02

در ایجاد مقاومت به  ompK36و  ompK35های  نتایج این مطالعه نشان دادند که نداشتن ژن :گیری نتیجه

ها برای درمان و از بین بردن این   بیوتیک  ها نقش دارد و توجه به این مسأله در انتخاب آنتی بیوتیک  انواع آنتی

، مقاومت بیشتری نسبت به ompk35های فاقد  نسبت به ایزوله omk36های فاقد  ها ضروری است. ایزوله   ایزوله

 (.P<0.05لعه، به ویژه جنتامایسین و سیپروفلوکسازین داشتند )های مورد مطا بیوتیک آنتی

 ، مقاومت چندگانه دارویی، بروجرد.ompK35 ،ompK36، کلبسیلا پنومونیهباکتری : ها کلیدواژه

                                                           
کلبسیلا های  در جدایه ompk36و  ompk35های  بررسی شیوع ژننامه کارشناسی ارشد، با عنوان:  پایان پژوهش حاضر برگرفته از:

 است.، ارائه شده در دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد دارای مقاومت چند دارویی پنومونیه

 00/84/0284: انتشارتاری    خ   ؛ 00/84/0284تاری    خ پذیرش:   ؛ 40/80/0284: بازنگریتاری    خ   ؛ 08/80/0284تاری    خ دریافت: 

 :  پژوهش  نوع مقاله:  نویسندگان © دانشگاه قم ناشر

http://sjoapb.journal.qom-iau.ac.ir 
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 . مقدمه1

. در حال حاضر (2،2)های بیمارستانی است  ترین عوامل عفونت یکی از مهم 1کلبسیلا پنومونیه
 ک. پنومونیههای  های جدی ناشی از سویه فونتهای انتخابی برای درمان ع بیوتیک ها آنتی کرباپنم

های  مبتنی بر مکانیسم ک. پنومونیه. مقاومت کارباپنم در (2)باشند   مقاوم به چندین دارو می
ها ازجمله  های افلاکس یا از بین رفتن پورین که شامل تولید کارباپنماز، تنظیم پمپمختلفی است 

OMPK35  وOMPK36  است. مکانیسم مورد استفاده توسط داروهای بتالاکتام برای ورود به سلول
های سطح سلول متصل شده و از طریق منافذ روی   باشد که این داروها به گیرنده  به این صورت می

. برداشتن و یا غیرفعال کردن داروها در (4)شوند   های آبدوست وارد می  طریق پروتئین سطح، از
تواند باعث مقاومت به داروها   های افلاکس می ا پمپفضای پری پلاسمی به وسیله بتالاکتامازها و ی

دهند،   آبدوست که اجازه ورود دارو به فضای پری پلاسمی را می 2های  شود. در صورتی که پورین
های   یابد. بنابراین، از بین رفتن منافذ در باکتری  برداشته شوند، میزان مقاومت به داروها افزایش می

دهند،   ها که منافذ خود را از دست نمی  برخلاف دیگر انتروباکتریاسه ومونیهک. پنمقاوم به درمان در 
ای در مقاومت به   باعث افزایش قابل ملاحظه ompK35شود. حذف ژن کدکننده   به فراوانی دیده می

شود. این پروتئین به صورت طبیعی نیز به مقدار کمی در درون سلول بیان   داروهای بتالاکتام می
های بزرگی شده که ترکیبات بزرگ و آبدوست را وارد   اما بیان این پروتئین باعث ایجاد کانال شود،  می

کند، تشکیل پیوندهای   کند. واکنش دیگری که به نفوذ داروها به داخل باکتری کمک می  سلول می
خل بیوتیک به دا  در طول مسیر ورود آنتی OmpK35,36بیوتیک و پورین   هیدروفوبیک میان آنتی

 OmpK36و  OmpK35های   اند که حضور همزمان پورین  سلول است. مطالعات مختلف نشان داده
گرچه  .(7-5)شود   های بتالاکتام می  بیوتیک  نسبت به آنتی ک. پنومونیهزیاد  باعث افزایش حساسیت

شود، اما حضور   های مختلف می  حضور هر دو ژن باعث افزایش حساسیت نسبت به سفالوسپورین
ompK35  (8)برای حساسیت کامل نسبت به سفتازیدیم و سفپیریم الزامی است . 

های   ا، هدف مطالعه حاضر، تعیین الگوی مقاومت دارویی و شناسایی پوریندر این راست
ompK35  وompK36 دارای مقاومت چند دارویی جدا شده از بیماران  ک. پنومونیه های  در ایزوله

 های سطح شهر بروجرد است.  کننده به بیمارستان مراجعه
                                                           

1. Klebsiella pneumoniae 
2. Porin 
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 ها . مواد و روش2

جدا شده از بیماران  ک. پنومونیههای   جدایهجامعه مورد بررسی در این تحقیق شامل 
ماه  1در طی  ک. پنومونیهایزوله  91های سطح شهر بروجرد بود. تعداد   کننده به بیمارستان مراجعه

ها غلظت  از باکتری های بیوشیمیایی شناسایی شدند.  آوری و پس از کشت با استفاده از روش  جمع
گار کشت چمنی تهیه شد. سپس دیسکنیم مک فارلند تهیه شده و روی محیط م های ولرهینتون آ

(، GM) (، جنتامایسینPIP(، پیپراسیلین )AMسیلین ) های آمپی  بیوتیک  بیوتیک حاوی آنتی  آنتی
 (،AN) آمیکاسین (،NA) (، نالیدیکسیک اسیدIMP) پنم  (، ایمیCROسفتریاکسون )

(، سفوتاکسیم/ CZAسفتازیدیم/کلاوونیک اسید )های ترکیبی   و دیسک (CP) سیپروفلوکساسین
در کشور روسیه، بر روی پلیت قرار داده  Roscoخریداری شده از شرکت  (CTCکلاوونیک اسید )
ساعت، قطر  24درجه سانتیگراد قرار گرفتند و بعد از  27ها درون انکوباتور  شد. سپس پلیت

 تجزیه و تحلیل شد.  CLSIهای عدم رشد با توجه به جدول استاندارد  هاله
، هر نمونه تا DNAبا استفاده از روش جوشاندن انجام شد. پس از استخراج  DNAاستخراج 

گراد نگهداری شد. جهت   درجه سانتی 20ای پلیمراز، در دمای منفی   زمان انجام واکنش زنجیره
تدا پرایمرها طراحی و استفاده شد. اب PCRها، از واکنش   های مورد بررسی در ایزوله  تعیین حضور ژن

ها  ، پرایمرهای موردنظر از شرکت سیناژن تهیه شدند. واکنشNCBIپس از بلاست کردن در پایگاه 
آب مقطر   7.5µlو 1µl ،DNA 3µlمسترمیکس، هر پرایمر  12.5µlمیکرولیتر شامل  25در حجم 

 استریل دوبار تقطیر انجام شدند.

گار PCRالکتروفورز محصولات   DNA Safe Stain% حاوی محلول رنگی 2ز بر روی ژل آ
دقیقه انجام  50ولت، به مدت  80جفت بازی با ولتاژ  200مارکر  DNAایران( در حضور -)سیناژن
)ساخت ایران( مورد بررسی قرار گرفت. اندازه  UV-DOCهای مورد نظر با دستگاه ژل  شد. ژل

 باشد.  جفت باز می 82 معادل ompk36جفت باز و ژن  78معادل  ompk35امپلیکون ژن 

  PCRهای  ( و شرایط دمایی/زمانی واکنش۸توالی پرایمرها ) -1جدول 

 پرایمر توالی زمانی شرایط دمایی/

1 cycle 94℃ 5min, 94℃ 30 min, 

58℃ 20s, 72℃ 10min, 30 cycle 

5′GTCTGGACCACCAATGGC3′ 
5′GATCTGAGTTTCGCCTTTCA3′ 

ompK35 

1 cycle 94℃ 5min, 94℃ 30 min, 
50℃ 20s, 72℃ 10min, 30 cycle 

5′GACCAGACCTACATGCGTGTA3′ 
5′GTATTCCCACTGGCCGTAA3′ 

ompK36 
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 ها . یافته3

های گرم  ای گرم منفی پس از تعیین هویت )آزمون  های میله  ایزوله از باکتری 91در این بررسی 
شناسایی و مورد مطالعه قرار گرفتند. ک. پنومونیه به عنوان  (srRNA 16ژن  PCRو بیوشیمیایی، 

 (. 2انجام شد )نمودار ک. پنومونیه های   تست آنتی بیوگرام بر روی تمامی ایزوله
 %(29/82سیلین )  های آمپی  بیوتیک  ها نسبت به آنتی  بیشترین میزان مقاومت این جدایه

( و سپس %28/9%( و کمترین مقاومت نسبت به جنتامایسین )29/22و پیپراسیلین )
ها نشان   باشند. بررسی بیوتیک می  دهد موثرترین آنتی  %( بود که نشان می42/20سیپروفلوکسازین )

 %( مقاوم2/14ایزوله ) 28ها مقاوم به چندین دارو هستند که  درصد از ایزوله 21/29دادند که 
 ونیک اسید%( مقاوم به سفوتاکسیم کلاو72/10ایزوله ) 27به سفتازیدیم کلاوونیک اسید و 

 (.2بودند )نمودار 

 
 های بررسی شده بیوتیك  های بالینی به آنتی  میزان مقاومت ایزوله -1نمودار 

 پنم  (، ایمیCRO(، سفتریاکسون )GM) (، جنتامایسینPIP(، پیپراسیلین)AMآمپی سیلین )
(IMPنالیدیکسیک اسید ،) (NA،) آمیکاسین (AN،) (سیپروفلوکساسینCP ،) سفتازیدیم/کلاوونیک

  .(CTC) (، سفوتاکسیم/کلاوونیک اسیدCZA) اسید
( نشان داده شده 2و  2در تصاویر ) OMPK36و  OMPK35های   نتایج مربوط به حضور ژن

درصد حاوی ژن  41/22ایزوله( و  22)معادل  ompK35ها حاوی ژن   درصد از ایزوله 5/22 است.
ompK36  ایزوله( بودند 22)معادل. 
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 ompk35ژن  PCRنتایج مربوط به الکتروفورز محصولات  -1شکل

L :DNA  1۱۱مارکر bp( ( کنترل منفی )شامل همه مواد آزمایش۶، چاهك شمارهPCRجز  ، بهDNA ،)الگو 

 باشند.  از نظر وجود ژن مثبت می 13تا  ۷و  5تا  2های ( کنترل مثبت، چاهك1چاهك شماره )

 
 ompk36ژن  PCRنتایج مربوط به الکتروفورز محصولات  -2شکل 

L :DNA  1۱۱مارکر bp( ( کنترل منفی )شامل همه مواد آزمایش۶، چاهك شمارهPCRجز  ، بهDNA ،)الگو 

 باشند.  از نظر وجود ژن مثبت می 12تا  ۷و  5تا  2های ( کنترل مثبت، چاهك1چاهك شماره )

 . بحث 4

ایزوله  5بوده که  ompk36ایزوله حاوی ژن  22و  ompk35وله حاوی ژن ایز 22ایزوله،  91از 
باکتری دارای  28بیوتیکی، تعداد   های مقاومت آنتی دارای هر دو ژن بودند. با توجه به نتایج تست
بودند،  ompk36و  omk35های  ایزوله که دارای ژن 5مقاومت چند دارویی بودند. از این تعداد هر 

ها  بیوتیک مت چندگانه بوده که حاکی از تاثیرگذاری مهم آنها در کمک به ورود آنتیهمگی فاقد مقاو
 نسبت omk36های فاقد  های فاقد این دو ژن، ایزوله باشد. در میان ایزوله به داخل سلول می

های مورد مطالعه به ویژه  بیوتیک ، مقاومت بیشتری نسبت به آنتیompk35های فاقد  به ایزوله
( 2999و همکاران ) Dutzler(. براساس مطالعات P <0.05و سیپروفلوکسازین داشتند ) جنتامایسین

در مقایسه با  Ompk36( علت این امر افزایش در چگالی بار پورین 2980و همکاران ) Garavitoو 
ها نظیر  است، نه اندازه قطر منافذ آنها؛ و این باعث جریان بیشتر املاح و مولکول Ompk35پورین 

های   های تولیدی از پروتئین  (. کانال20، 9شود ) ها، به سمت سیتوپلاسم سلول هدف میدارو
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OmpK35  وOmpK36 های  در کلبسیلا مشابه پورینOmpF  وOmpC کلی اشریشیا در باکتری 
های بزرگ   سیلین(، مولکول  )مانند بنزیل پنی هستند و نفوذپذیری بالایی نسبت به ترکیبات آبدوست

 (. 22ها به داخل دیواره سلولی باکتری دارند )  بیوتیک  یعی از آنتیو طیف وس
های کلیستین،   بیوتیک  (، بیشترین حساسیت به آنتی2021و همکاران ) Farivarدر مطالعه 

ها ازجمله   استرپتومایسین، کلرامفنیکل و ایمی پنم نشان داده شد. مقاومت فلوروکینولون
. (22)% بود 15% و 2/11%، 7/18ن و افلوکساسین به ترتیب سیپروفلوکساسین، نوروفلوکساسی

سیلین   %(، آموکسی92سیلین )  ( نیز میزان مقاومت به پنی2291و همکاران ) Asadpourدر مطالعه 
ها   بیوتیک  %( بوده و جنتامایسین و آمیکاسین، موثرترین آنتی1/84%( و اریترومایسین )1/87)

و همکاران  Soltan Dalal . نتایج مطالعه(22)بودند که با نتایج مطالعه حاضر همخوانی دارد 
پنم، آمیکاسین،   های ایمی  بیوتیک  های بالینی کلبسیلا نسبت به آنتی  ( نشان داد که ایزوله2022)

ن حدود یکاسیآم یت براین حساسیکه ا  یطور الیدیکسیک اسید، حساس هستند؛ بهسفتازیدیم و ن
، که با نتایج مطالعه حاضر (24)% بود 98پنم   %، سفتازیدیم، نالیدیکسیک اسید و ایمی99

(، حساسیت به نالیدیکسیک 2009) و همکاران Aminج بدست آمده توسط یهمخوانی دارد. نتا
که نتایج بدست آمده در اردن  ؛ درحالی(25)دهد   % نشان می5/92پنم را   % و ایمی5/57اسید را 

که مقاومت به آمیکاسین  طوری ن بوده است؛ بهیر محققیج حاضر و سایار با نتایبیانگر تفاوت بس
پنم همچنان به عنوان   % بوده است، ولی ایمی1/22% و نالیدیکسیک اسید 57%، سفتازیدیم 28

% اثردهی داشته است 9/90با  ک. پنومونیههای ناشی از   وتیک موثر در درمان عفونتبی  یک آنتی
مانند گزارش مدیر  ر گزارشاتیسه با ساین پژوهش و مقایج حاصل از اینتا ی. در بررس(21)

ای سازمان بهداشت جهانی، باید به نکاتی مانند تاثیر خطاهای تکنیکی همچون قطر  منطقه
بیوتیک توجه  های آنتی های آنتی بیوگرام یا شرکت سازنده دیسک نامناسب محیط موجود در پلیت

مناطق جغرافیایی و مصرف بیش از حد  های مقاوم در بر این تفاوت توزیع سویه داشت. علاوه
ترین معضل بهداشتی سالیان اخیر دنیا بوده است، بایستی مد  ها در آن مناطق که مهم بیوتیک آنتی

 . (27،28) نظر قرار گیرد

 گیری  . نتیجه5

 ها به داخل سلول، اتصال به سطوح، ارتباطات املاح و مولکولها نقش مهمی در جابجایی  پورین
منجربه افزایش مقاومت  ک. پنومونیه،های  سلول داشته و حذف آنها در غشاء خارجی ایزوله -سلول
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شود. لذا، حضور و  ها می آنها به داروها و نیز مقاومت باکتری در برابر فاگوسیتوز توسط نوتروفیل
 باکتری دارد که نیاز به مطالعات بیشتری دارد. -فاوتی در ارتباط سلولعدم حضور آنها اثرات مت

 . سپاسگزاری۶

 از کارشناسان آزمایشگاه تحقیقاتی بیولوژی سلولی و مولکولی دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد
که با صبر و حوصله و همکاری ارزنده، شرایط مناسبی جهت انجام مطالعه حاضر فراهم کردند، 

 شکر و قدردانی را دارند.کمال ت
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