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سیلاپنومونیه ر کلبد  (mcr- pmr)های مقاوم به کلسیتینبررسی وجود ژن

 Multiplex-PCRجداشده از شیر خام با روش 
 1جوادی غلامرضا ،*2 امینی کیومرث ،1 ملکی نگین

 

 چکیده
-می بیمارستانی هایعفونت سبب که است ایروده منفی گرم باکتری پنومونیه کلبسیلا

 (mcr- pmrمقاوم به کلسیتین ) یهابررسی ژنوتیپی ژن طالعههدف از انجام این م .شود

 .است Multiplex-PCRدر کلبسیلا پنومونیه جداشده از شیر خام با روش 

 رانته در 1397 سال در شیر نگهداری مراکز در خام شیر نگهداری تانک 220 از

ی روتین هاونآزماده از ی کلبسیلا پنومونیه با استفهاهی. سوگرفت صورت بردارینمونه

طبق  DNAاستخراج بیوشیمیایی و میکروبیولوژیکی استاندارد شناسایی شدند.

( انجام MBK0041دستورالعمل کیت تجاری مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران )

 یهادر دستگاه ترموسایکلر جهت بررسی حضور ژن PCRبعد از انجام آزمون  .شد

mcr  وpmr دیبروماومیدیشده و با اتانتقال داده %1بر روی ژل آگارز ها  محصول نمونه 

 قرار گرفت. یو سپس در دستگاه ژل داک موردبررس یزیآمرنگ

ه باکتری  جدای 60در  ،pmrو  mcrدر این مطالعه به بررسی فنوتیپی و ژنوتیپی دو ژن 

  Pmr(  و ژن %3/18)، 11 با فراوانی mcr کلبسیلا پنومونیه پرداخته شد. در این میان ژن

 التیپلکسردیابی دو ژن موردمطالعه با روش م گزارش شد.%(  6/11)، 7با فراوانی 

PCR و ژن سی دو برر بر روی شیر این اولین موردمطالعه رسدیانجام شد که به نظر م

mcr، pmrر داری شیشیر جداسازی شده از تانک نگه یهاباشد، که در ایران از نمونه

و ژن دو  عتی از باکتری کلبسیلا پنومونیه صورت گرفته است،صن یهایدر دامدار

 دند.عنوان مارکر اصلی شناسایی شمذکور به

 ،mcr- pmr کلسیتین، بیوتیکی،آنتی مقاومت پنومونیه، کلبسیلا :کلیدی واژگان

 خام شیر
 
 

 18/8/1398 تاریخ پذیرش: 31/2/1398تاریخ دریافت: 

 

 مقدمه

بالا،  ییغذا ارزش بودن اراد لحاظ به لبنی هایفرآورده و شیر

 تانپس از که شیری .(1)دارند بسزایی نقش انسان یتغذیه در

 با غالبا   باشد، ولیمی باکتری فاقد شودمی دوشیده سالم گاو

 در معمولا  که هاییاسترپتوکوکوکوس و هامیکروب انواع

  .(2)شودمی برند آلودهمی سر به پستان ابتدای و شیر مجاری

لبسیلاپنومونیه از عوامل مهم و مؤثر در ایجاد تورم همچنین ک

باکتری در  اینپستان و یک پاتوژن مهم بیمارستانی مطرح است. 

نقش دارد که موجب پنومونی،  هاعفونتایجاد انواع مختلفی از 

 هایعفونت، اسهال، ایجاد آبسه در کبد، مننژیت، سمیسپتی

قاومت چند دارویی افزایش ظهور مشود. میادراری و باکتریمی 

و مقاومت دارویی به این  کلبسیلاپنومونیه هایسویهدر بین 

از  بیوتیکیآنتیرو به افزایش است. کلسیتین  هابیوتیکآنتی

ر روی غشای سلولی و ب تأثیرهاست که با خانواده پلی میکسین

باعث مرگ سلول باکتری شده و  ،آن نفوذپذیریتغییر در میزان 

 هاباکتریاندوتوکسین  سازیخنثیجب مو حدودی تانیز 

 .(4)شودمی

یک مسیر بیوسنتت در مکانیسم مقاومت به کلیستین شامل تغییر

 .(5 و4)است باکتری ساکاریدلیپوپلیدر سطح  و تغییر A لیپید

 ومتمیدی و کروموزومی متنوعی در ایجاد مقاسپلا هایژن
 mcr1 یهاژن توان بهکه از آن جمله مینقش دارند کلسیتین 

 عنوانبهکه  mcr-1 ژن. (6)نام برد pmr اپراندر  mcr2 و

ای اولین ژن مقاومت به کلیستین وابسته به پلاسمید در غذ

آن زمان  از وحیوانات، غذا و بیماران در چین جدا شد 

جهان از  سرتاسر درمثبت  mcr-1 هایسوش

ر اطراف کلیستین د .(7)شدندها گزارش انتروباکتریاسه

و  کندمیاد خارجی شارژ منفی ایج غشای در ساکاریدیلیپوپل

وذ کلسیم و منیزیم باعث نف هاییونتوسط جانشین کردن 

مقاومت به پلی میکسین( ) pmr . محصولات ژنشودمی

که سبب  دهدمیافزایش  LPS تغییرات جابجایی را در

گرم  هایباکتریکاهش اتصال گلیسین به سطح خارجی 

 .(9و8)شودمیگ سلول باکتری منفی شده و باعث مر

شده  Aکاهش اتصال کلسیتین به لیپید  باعث pmr اپران ژن 

و این ژن با فعال کردن کیناز هیستیدین نقش تنظیمی   ایران ان،تهر اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، علوم واحد زیستی، علوم دانشکده میکروبیولوژی، گروه -1
 سررراوه، اسرررلامی، آزاد دانشرررگاه سررراوه، واحرررد زیسرررتی، علررروم دانشرررکده میکروبیولررروژی، گرررروه -2*

 (dr_kumarss_amini@yahoo.com)ایران
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مقاومت به  یبرادرمقاومت به کلسیتین ایجاد می کند .

-L-Ara4N 4 ریمس در A لیپید رییتغباژن  11 ن،یستیکل

amino-4)-(deoxy-L-arabinose  توانایی ایجاد مقاومت در

،  ,ugd ،arnA_dh شاملها ژن نیا  برابر کلیستین را دارند.

arnA_FT ،arnB ،arnC ،arnT ،pmrJ ،pmrL ،pmrD ،

pmrM  وpmrG ژن. می باشد pmr  می تواند از طریق دو

تواند از طریق شود. این ژن می   LPSسیستم باعث تغییر در 

 Aهای ارابینوز و پنتا اریترول لیپید شارژ مثبت در مولکول

ر کلیستین بر روی باکتری شود. این تغییر باکتری مانع از تاثی

باکتری  LPSو همچنین  aباعث کاهش شارژ منفی لیپید 

 ,pmrAکلاسهای مختلفی دارد که مهمترین آن  pmrشود. ژن 

pmrB  .نیمقاومت به کلستمی باشند (Colr )ندهیبه طور فزا 

 یها زمیگزارش شده است. مکان ینیبال یها طیاز مح یا

به طور کامل  K. Pneumoniaeدر  Colrبه که منجر یکیژنت

های مقاومت آنتی مهمترین مکانیسم .ستیمشخص ن

شامل بتالاکتامازها، جهش در  کلبسیلا پنومونیهبیوتیکی در 

ها و نیز پمپ های ترشحی بوده که پمپ های  پورین

ترشحی به عنوان یکی از موارد اصلی دفاع این باکتری در 

که به mcr ژنشوند، وب میمقابل آنتی بیوتیک ها محس

عنوان اولین ژن مقاومت به کلیستین وابسته به پلاسمید جدا 

سرتاسر جهان  مثبت در  mcr  شد واز آن زمان سوش های

 (. 8و9)از انتروباکتریاسه ها گزارش شده است

بررسی    pmrو اپران ژن   mcr1, mcr2در این مطالعه ژن 

 شود.می

نه بر روی تحقیقات اکثریت مطالعات در این زمی 

شده باعث ه این سبب باپیدمیولوژیکال متمرکز شده است 

اطلاعات ژنومیک کمی در اختیار باشد. با توجه به اهمیت 

های مقاوم به چند دارو استفاده از کلیستین در درمان عفونت

و ذکر این مهم که کلیستین آخرین خط درمان است، لذا 

کلبسیلا از نمونه های  mcr لزوم بررسی وضعیت حاملین ژن

 منابع غذایی بویژه شیرجدا شده از  پنومونیه و انتروباکتر

های ازجمله مهمترین پمپ .mcrAB باشدحائز اهمیت می

به پلی  کلبسیلاپنومونیهترشحی هستند که باعث مقاومت 

روی  بر mcrA و  mcrB های شوند. ژن میکسین ها می

چنددارویی را که  کروموزوم قرار دارند و یک پمپ ترشحی

های خانواده انتروباکتریاسه وجود دارد، کد در اکثر باکتری

پمپ های اصلی ایجادکننده ، mcrABکنند. پمپ ترشحی می

علیه  کلبسیلا پنومونیهمقاومت ذاتی سویه های 

ها، به ویژه سیپروفلوکسازین از طریق تغییر فلوروکینولون

تی بیوتیک به نفوذپذیری در غشای پروکاریوتی، دفع آن

باشد محیط خارجی و کاهش غلظت داخلی آنتی بیوتیک می

جزء افلاکس پمپ های خانواده  ،mcrABپمپ ترشحی  .

RND  شود که این خانواده از مهمترین پمپ طبقه بندی می

بوده و نقش اصلی در مقاومت   MDRهای ترشحی 

 کنند.چنددارویی در برابر باکتری ها ایفا می

 به مقاوم هایژن عه حاضر ارزیابی وجودهدف از مطال 

 شیر از جداشده کلبسیلاپنومونیه در( mcr- pmr)کلسیتین 

 باشد. می Multiplex-PCR روش با خام
 

 کارمواد و روش
 گیری و ایزولاسیون میکروبینمونه

یری گنمونهبوده و  پایه علوم در توصیفی مطالعه یکینا

 راکزم در خام شیر رینگهدا تانک 220 از تصادفیصورت به

 صورت یبردارنمونه تهراندر  1397 سال در شیر نگهداری

 تحت و گرادیسانت درجه 4 دمای در شیر یها. نمونهگرفت

د. شدن منتقل میکروبیولوژی آزمایشگاه به استاندارد شرایط

 تهیه از بعد میکروبیولوژی رایج روش مطابق شیر سپس

 مطابقViolet Red Bile Agar (VRBA ) محیط در رقت

ومونیه با یلاپنکلبسهای یه. سوشد داده کشت ایران استاندارد

وژیکی ی رایج بیوشیمیایی و میکروبیولهاآزموناستفاده از 

 استفاده MRVP, TSIاز، اندول، سیترات، اوره شامل: سیمون

 .(10)شد
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 ژنومی DNAاستخراج 

 لانتقا پیشگامان شرکت DNA استخراج کیت از استفاده با

گرفت.  انجام استخراج سازنده شرکت دستورالعمل طبق ژن

 ژل از استفاده باشده استخراج DNA کمیت و کیفیت

 nm2-8/1=280/260نانودرآپ ) دستگاه و %1 الکتروفورز

ODگرفت قرار ارزیابی ( مورد . 

 Multiplex-PCR واکنش انجام

در این  مورداستفادهتوالی الیگونوکلئوتیدی پرایمرهای 

انتخاب پرایمرهای  آمده است. پس 1لعه در جدول مطا

 ، واکنشNCBI در سایت هاآننمودن  BLASTمناسب و 

Multiplex-PCR 5/11 شامل یترلیکروم 25 نهایی حجم به 

حاوی ( ، ایرانکلون ینا)س PCR master mix 5X یترلیکروم

(lμU/05/0 )Taq DNA polymerase ،2ClgM(mM3 و )

(mM4/0 )dNTPs ،7/0 به پرایمرها از یک هر از یترلیکروم 

 10) الگو DNA ازمیکرولیتر  1میکرومولار،  8/0 غلظت

 با استریل تقطیردو بار  آبمیکرولیتر  1/11 ونانوگرم( 

 ,MWG Biotech Primus)ترموسایکلر  گرادیانت از استفاده

Germany با استفاده از برنامه طراحی شده جهت واکنش به )

 درجه سانتی 95دقیقه دمای  5فت: صورت زیر انجام گر

 DNAگراد جهت دناتوراسیون و جداسازی کامل دو رشته 

(Denaturation step سپس ،)ثانیه  45سیکل متشکل از  35

ثانیه  45(، Denaturation step) درجه سانتیگراد 95دمای 

های درجه سانتیگراد جهت اتصال پرایمر 56دمای 

 DNA (Annealing step ،)45الیگونوکلئوتیدی به تک رشته 

درجه سانتیگراد جهت انجام واکنش  72ثانیه دمای 

 72دقیقه در دمای  5سیکل،  35همانندسازی و در انتهای 

 PCRدرجه سانتیگراد جهت همانند سازی کامل محصول 

(Elongation step) تایید صحت انجام تست با . انجام شد

میکروبی منفی و بررسی آزمونهای وجود کنترل مثبت و 

 بیوشیمیایی و کشت و تستهای حساسیت ( صورت گرفت.)

 

 

 زمونآ انجام برای استفاده موردهای پرایمر -1جدول 

Multiplex-PCR (11) (17) 
 (5’به3(’توالی پرایمر پرایمر

pmrB-F 5´- ATAAGCTGAAACGGATGGC -3´ 

pmrB-R 5´- CATA ATAATCAGGGCGAAAGT -3´ 

MCR-1-F 5´-CTCATGATGCAGCATACTTC-3´ 

MCR-1-R 5´-CGAATGGAGTGTGCGGTG-3´ 

 

   

 
 هاینفی، نمونهم مثبت، کنترل ؛ کنترلپایین به بالا سمت از -1 نگاره

ا طول ب  Pmrژن  دارایی شیر نمونه از شده موارد جدا 48 تا 25 شماره

 است.  183bpبا طول باند  Mcr، ژن bp 159باند 

 

 نتایج

های تانک از شیرجمع آوری شده نمونه 220در مجموع از 

 60 تعداد تهران استانهای دامداری در خام شیر نگهداری

 و mcrفراوانی دو ژن . شد کلبسیلا پنومونیه جداسازی سویه
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pmrژن نشان داد که پنومونیه کلبسیلا جدایه 60 ، در mcr در 

حضور  ایزوله (%6/11) 7 در pmr ژن و جدایه (3/18%) 11

 (1داشت )نگاره 

 بحث 
 درمان در امروزه که هاییبیوتیکیآنت ینترمهم از یکی

 تامبتالاک گروه هایبیوتیکیآنتگیرند، یم قرارمورداستفاده 

 افزودن له؛منجم دلایلی به بنامتأسفانه  باشند، امایم

ادرست، ن استفاده ،هادام غذایی جیره به بیوتیکیآنت

 در دقیق نظارت عدم و هابیوتیکیآنت خودسرانه و ازحدیشب

 شده بیوتیکیآنت به مقاوم هاییهسو بروز سبب دارو تجویز

 نای از ناشی یهاعفونت درمان در اساسی مشکل(. 9است )

چندگانه  مقاومت با هایییهسو ظهور هاارگانیسم

(Multidrug resistance-MDR) به منجر اغلب که باشدیم 

 و مرگ و میر بیمار، افرایش بستری زمان شدن طولانی

 با مقایسه در درمانی هزینه رفتن درگیری و ابتلا، بالا

 کستش سرانجام و بیوتیکیآنت به حساس هاییکروبم

 (. 5گردد )ی( مDrug Therapeutic Failure-DTF) درمانی

همکارانش  و Wrightتوسط  2017که در سال  یادر مطالعه

سوش مقاوم به کلیستین در  74از  انجام شددر ایتالیا 

 انتروباکتریاسه

سوش ( %5/82) 61گونه دیگر( تعداد  9و  یشیاکلیاشر 64)

در سال  یامطالعه در .(12)کردندیرا حمل م mcr-1 ژن شبه

و همکارانش در پرتغال جهت بررسی  Kieffer توسط 2017

بر  ونیهیلاپنومو کلبس کلییشیادر اشر یدشدهتول mcr-1 ژن

خوک را در  100ها انجام گرفت. در این تحقیق روی خوک

 وکرده  یمزرعه ازنظر وجود مقاومت به کلسیتین غربالگر 2

سمید وابسته به پلا mcr-1 ایزوله دارای 98مشاهده شد 

 مل ژنحبود و  یشیاکلیمربوط به اشر هایزولهبودند. بیشتر ا

 .(13)شدیم انجام inc توسط پلاسمید

و همکارانش در  Roy توسط 2016که در سال  یادر مطالعه 

از  یلاپنومونیهکلبس شدهیآورایزوله جمع 1200هند بر روی 

چرک، خون، ادرار، خلط انجام شد، آزمون  یهانمونه

 21انجام و تعداد  E.test به روش بیوتیکییحساسیت آنت

و  PCR غربالگری با( مقاوم به کلیستین بودند. %5/10ایزوله )

را آشکار ساخت.  mcr-1 ایزوله حاوی ژن 4تعیین توالی، 

براث میکرودایلوشن انجام و  بیوتیکییآزمون حساسیت آنت

مثبت مقاوم به کارباپنماز،  mcr-1 هایمشاهده شد همه ایزوله

نسل سوم سفالوسپورین، آمینوگلیکوزیدها و 

لین سیپروفلوکساسین بودند ولی حساس به تیگسیک

 .(14)بودند

و همکارانش  Yang توسط 2017ای که در سال در مطالعه 

ایزوله انتروباکتریاسه بین  2353تعداد  ،در چین انجام شد

 168از نمونه افراد تحت درمان و  2014تا  2011 یهاسال

-mcr ایزوله مرغی از یک کشتارگاه جهت بررسی حضور ژن

 یهانتیکی ژنو خصوصیات ژ یریپذانجام شد. انتقال 1

مقاومت به کلیستین توسط کونژوگاسیون و سکانسینگ کل 

 mg/L برای کلبسیلا پنومونیه MIC میزان ژنوم انجام شد.

128 Col-R-KP, یشیاکلیکه بالاتر از اشر mg/L 8 Col-R-

EC, بود. نرخ حمل ژن mcr-1 در Col-R-EC  100برابر% 

سیلا بسوم کلبود. دو %5/23 برابر Col-R-KP بود و در مورد

منفی  mcr-1 ازنظر ژن Col-R-KP مقاوم به کلستین یهپنومون

 .(15)بودند

مورد  50بیان کردند که از  2019در سال  Joussetدر مطالعه 

مورد کلبسیلا پنومونیه و  44بررسی باکتری اشریشیاکلی و 

 450مورد جدایه سالمونلا انتریتیکا از منابع حیوانی و  12

ارباپنم که به تایید مرکز ملی مرجع فرانسه جدایه مقاوم به ک

رسید. تعداد ژنهای مقاومت در برابر کولیستین که قابل انتقال 

متغیر بوده که بسیار  -mcr 5به  -mcr 1به سایرین بوده از 

، mcr-1 پنج جفت آغازگر برای تقویت ژنهای مهم است.

mcr-2 ،mcr-3 ،mcr-4 و mcr-5 در یک PCR  چند منظوره

 و یامطالعه بررسی به در تحقیق حاضر (16)شدند  طراحی

 مورد پنومونیه کلبسیلا باکتری از سویه چند ژنوم توالی تعیین



  Multiplex-PCR روش با خام شیر از جداشده کلبسیلاپنومونیه در  (mcr- pmr)کلسیتین به مقاوم هایژن وجود بررسی
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 11 تهران شهر سطح در خام شیر نمونه 220 از. شد پرداخته

 سویه 7 و mcr ژن دارای( %3/18) پنومونیه کلبسیلا یباکتر

 قیقاتتح سایر با که شده جداسازی pmr ژن واجد( 6/11%)

 باموردمطالعه  ژن دو ردیابی از استفاده با. دارد سویی هم

 اولین این رسدیم نظر بهکه  PCR یپلکسمالت روش

 ایران در کهباشد  pmr و mcr ژن دو بررسی وموردمطالعه 

 شیردر نگهداری تانک از شده جداسازی شیر یهانمونه از

 رتصو پنومونیه کلبسیلا باکتری از صنعتی هاییدامدار

 اصلی مارکرعنوان به مذکور ژنو دو  است گرفته

 اند. موردمطالعه قرارگرفته

نوعی پلی پپتید کاتیونی ست   Eکلسیتین یا پلی میکسین

فی .کلسیتین آخرین خط دفاعی در مقابل باکتری های گرم من

ژن های پلاسمیدی و کروموزومی متنوعی در  .باشد می

 ایجاد مقاومت کلسیتین نقش دارند.
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