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Abstract 

 

Background and purpose: The increasing emergence of multidrug resistance among Klebsiella 
pneumoniae nosocomial isolates has limited the therapeutic options in treatment of infections caused by 
these bacteria. The beta-lactamases, efflux pumps and porins constitute the major defense mechanisms of 
antibiotic resistance of these bacteria. The aims of the present study were detection of OqxA and OqxB 
genes, evaluation of expression level of OqxA efflux pump and also determining the genetic basis of 
resistant K. pneumoniae strains isolated from hospitalized patients in Mofid and Taleghani hospitals 
during 2011-2012. 

Materials and methods:  This study was conducted in 100 K. pneumoniae isolates from 
Taleghani and Mofid hospitals in Tehran, Iran. Antibiotic susceptibility tests were performed by Kirby-
Bauer disc diffusion and Broth Microdilution methods according to CLSI guidelines. Detection of 
extended spectrum beta-lactamases was done by a kit developed by MAST group. The Modified Hodge 
Test (MHT) was used to identify carbapenemase production among the isolates. The OqxA and OqxB 
genes were detected by PCR and sequencing methods and oqxA gene expression was analyzed using real-
time RT–PCR. PFGE typing was then performed for further analysis of the resistant isolates. 

Results: Among 100 K. pneumoniae isolates, 5(5%) were KPC positive and 48(48%) were ESBL 
positive. In this study, fosfomycin, colistin and tigecycline were found more effective than other antibiotics. 
The prevalence of both oqxA and oqxB genes detected among the K. pneumoniae isolates was 50 (50%). RT–
PCR revealed higher expression (2.3-fold) in isolates with reduced susceptibility to Ciprofloxacin. Isolates 
belonged to three clusters and some of them belong to a particular clone. 

Conclusion: The prevalence of antibiotic resistance genes identified in this study highlights the 
need for more infection control measures including antibacterial management and identification of 
resistant isolates. 
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در ايزوله هاي  OqxAبررسي الگوي ژنتيكي و نقش پمپ 
  كلينيكي كلبسيلا پنومونيه

  
        1علي هاشمي
        2فاطمه فلاح

        3آرزو طاهرپور
        2حسين گودرزي

        4سرور عرفاني منش
  4الهه تاكي

  چكيده
هـاي درمـاني را    هاي بيمارستاني كلبسيلا پنومونيه، گزينه افزايش ظهور مقاومت چند دارويي در بين ايزوله :و هدف سابقه

ي ترشـحي  هـا  هاي ايجاد شده به وسيله اين باكتري محدود كرده است كه در اين ميان بتالاكتامازها و پمـپ  براي درمان عفونت
لـذا هـدف از ايـن    . شـوند  بيوتيـك هـا در ايـن بـاكتري محسـوب مـي       هاي مقاومت به آنتي ترين مكانيسم به عنوان يكي از اصلي

و بررسـي الگـوي    OqxA، تعيين ميـزان بيـان پمـپ    OqxA ,OqxBهاي پلاسميدي  مطالعه، شناسايي بتالاكتامازها، تشخيص ژن
جـدا شـده از بيمـاران بسـتري در بيمارسـتان       هاي باليني كلبسيلا پنومونيـه  در ميان ايزوله بيوتيك هاي مقاوم به آنتي ژنتيكي سويه

  .هاي مفيد و طالقاني مي باشد
ــر روي   :هــا مــواد و روش ــه جــدا شــده از بيمــاران بســتري در    100ايــن مطالعــه توصــيفي ب ــه كلبســيلا پنوموني ايزول

هاي ديسـك ديفيـوژن    ي حساسيت ضد ميكروبي با استفاده از روشتست ها. هاي مفيد و طالقاني انجام شده است بيمارستان
. انجـام گرديـد   Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)و ميكرودايلوشن بـراث بـر اسـاس رهنمودهـاي     

اسـتفاده از  و كارباپنمازهـاي كلبسـيلا پنومونيـه بـا      MASTشناسايي بتالاكتامازهاي با طيف وسيع با استفاده از كيت شركت 
 Sequencingو  PCRهـاي   بـا اسـتفاده از روش   OqxABهـاي   پمـپ . انجـام شـد   Modified Hodge Test (MHT)روش 

براي تايپينگ . مورد ارزيابي قرار گرفت  Real-Time RT-PCRبا استفاده از تكنيك OqxAتشخيص داده شدند و بيان ژن 
  .استفاده گرديد PFGEهاي مقاوم نيز از روش  نمونه

داراي ) درصـد  5( 5داراي بتالاكتامـاز بـا طيـف وسـيع و     ) درصـد  48( 48ايزولـه كلبسـيلا پنومونيـه،     100از  :هـا  يافته
 OqxAهـاي   شيوع پمپ .در اين مطالعه فسفومايسين، كليستين و تيجيسيكلين بهترين اثر را داشتند. بودند (KPC)كارباپنماز 

هاي با كاهش حساسـيت بـه    در نمونه OqxAبود و ميزان بيان پمپ ) درصد 50( 50در سويه هاي كلبسيلا پنومونيه  OqxBو 
هـا مربـوط بـه سـه خوشـه       نمونـه . هاي حساس به سيپروفلوكساسين بود تر از نمونه برابر بيش 3/2سيپروفلوكساسين در حدود 

  .اصلي بود كه در بين آن ها بعضي از ايزوله ها مربوط به يك كلون بودند
بيوتيك در اين مطالعـه موجـب نگرانـي اسـت، از ايـن رو بـراي كنتـرل عفونـت و          هاي مقاومت به آنتيشيوع ژن  :استنتاج

  .باشد هاي مقاوم مي جلوگيري از گسترش باكتري هاي مقاوم به دارو، نياز به مديريت دقيق در تجويز دارو و شناسايي ايزوله
  

  رشحي، مقاومت آنتي بيوتيكيهاي ت ، پمپكلبسيلا پنومونيه، بتالاكتاماز: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هـاي   كلبسيلا پنومونيه يكـي از مـوارد مهـم عفونـت    

اين باكتري يكي از . اكتسابي از جامعه و بيمارستان است
هاي بيمارستاني است كه ميزان مـرگ   شايع ترين پاتوژن

  واع مختلفي از ـد و باعث انـباش ي از آن بالا ميـو مير ناش
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ها بـه ويـژه در نـوزادان موجـب پنومـوني، سـپتي        عفونت
سمي، اسهال، ايجاد آبسه در كبد، اندوفتالميت، مننژيت، 

 افزايش ظهور. )1(گردد هاي ادراري و باكتريمي مي عفونت
هــاي بيمارســتاني  مقاومــت چنــد داروئــي در بــين ايزولــه

هــاي درمــاني را بــراي درمــان  كلبســيلا پنومونيــه، گزينــه
 هاي ايجاد شده به وسيله اين باكتري محـدود كـرده   عفونت
 نومونيه مقاوم به چنـدين هاي كلبسيلا پ بيش تر ايزوله. است
هاي مقاومت  مكانيسم در بين. )2(باشند مي (MDR) دارو

بيوتيــك، بتالاكتامازهــا بــه عنــوان دفــاع اصــلي  بــه آنتــي
هاي گرم منفي به ويژه كلبسيلا پنومونيه در مقابل  باكتري

. شـوند  هاي گـروه بتالاكتـام محسـوب مـي     آنتي بيوتيك
 بـه چهـار   Ambler,Bush-Jacobyبتالاكتامازها بر طبق نظر 

ي بتالاكتامـاز بـا   هـاي دارا  باكتري. شوند گروه تقسيم مي
 Extended-Spectrum-Beta-Lactamasesطيف وسيع 

(ESBLs)   هــا از جملــه   كبــه بســياري از آنتــي بيوتيـ ـ
هـاي نسـل اول، دوم و سـوم و     ها، سفالسـپورين  سيلين پني

مقــاوم ) هــا هــا و كاربــاپنم بــه جــز سفامايســين( آزترونــام
و شوند  ها به وسيله كلاولانات مهار مي اين آنزيم. هستند

در خــانواده انتروباكترياســه، ســودوموناس و اســينتوباكتر 
 Bush–Jacobyبنـدي   بر طبـق طبقـه  . اند باماني ديده شده

 و بعضي) Aهاي كلاس  آنزيم( 2beها در گروه  اين آنزيم
. قـرار دارنـد  ) Dهاي كـلاس   آنزيم( 2dديگر در كلاس 

هـا بـر روي عناصـر ژنتيكـي      هاي كدكننده اين آنزيم ژن
 از. )2 ،1(ز قبيل پلاسميد يا كروموزوم قـرار دارنـد  متحرك ا

ها كه در كلبسيلا پنومونيه ديده شـده اسـت،    ديگر آنزيم
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)   

  

باشد كه باعـث هيـدروليز داروهـاي بتالاكتـام شـامل       مي
ها و سفالوسـپورين هـا نسـل سـوم      ها، كارباپنم مونوباكتام

ليدكننده اين آنزيم بر روي پلاسميد قـرار  ژن تو. شود مي
. باشـد  هـا مـي   دارد و قادر به انتقال به بسـياري از بـاكتري  

هــاي ايجــاد شــده  ميــزان مــرگ و ميــر در مــورد عفونــت
 50در حــدود  KPCهــاي حــاوي آنــزيم  توســط بــاكتري

   .)3 ،1(باشد درصد مي
  هــاي مقاومــت بــه آنتــي بيوتيــك،  در بــين مكانيســم

  

موجـــب مقاومـــت بـــه  OqxABي هـــاي ترشـــح پمـــپ
هــا بــه طــور  فلوروكينولــون. شــوند هــا مــي فلوروكينولــون

 .گيرنـد  ها مورد اسـتفاده قـرار مـي    موثري بر عليه باكتري
مقاومت به كينولون ها از طريق موتاسيون در كروموزوم 

مقاومـت بـه واسـطه     1998گيـرد و در سـال    صورت مـي 
   Qnrگـــروه  5 كنونتـــا. پلاســـميد نيـــز ديـــده شـــد   

)QnrA, QnrB, QnrC, QnrD QnrS (   شناسـايي شـده
ها به واسطه پلاسميد از طريـق   مقاومت به كينولون. است

aac(6)-ib-cr )  يك آمينوگليكوزيد اسيتيل ترانسـفرازكه
و ) شود موجب كاهش حساسيت به سيپروفلوكساسين مي

 يك OqxAB .شود ايجاد مي OqxABو   QepAهاي پمپ
plasmid-encoded multidrug efflux pump  كه است

مي باشـد و باعـث مقاومـت     RND family pump جزوه
-olaquindox [N-(2-hydroxyethyl)-3-methyl-2بــه 

quinoxalinecarboxamide-1 ,4- di- N- oxide] ،
 ،ناليديكسيك اسـيد  ،، نوروفلوكساسينسيپروفلوكساسين

كلرامفنيكــــل، بيوســــايدهاي از قبيــــل تريكلوســــان و 
شـود كـه    چنين اتيديوم برومايد مـي  و همكلروهگزيدين 

اولين بار در اشريشياكلي جـدا شـده از خـوك شناسـايي     
هـا در   عناصر پلاسميدي مقاومـت بـه كينولـون   . )4-6(شد

ديـده  از جملـه كلبسـيلا پنومونيـه    خانواده انتروباكترياسه 
 تشكليل OqxBو  OqxAاز دو ژن  OqxAB پمپ. شود مي

ــر روي    ــه ب ــت ك ــده اس ــميدش ــا وزن  pOLA52 پلاس ب
قرار دارد و قابل انتقال به ديگر  كيلو دالتون 52مولكولي 
 )IncF-like(بـر روي پلاسـميدهاي    .باشـد  ها مـي  باكتري

هاي بتالاكتاماز با طيف وسـيع   ، ژنOqxABحمل كننده 
ها باعـث   بيان بالاي اين پمپ .شود نيز ديده مي AmpCو 

شـود كـه بـا     هـا مـي   ها به فلوروكينولـون  مقاومت باكتري
تـوان ميـزان بيـان     مي Real-Time PCR استفاده از روش

ــين كــرد  آن ــا را تعي ــه،  . )5 ،4(ه ــن مطالع ــذا هــدف از اي ل
ــا، تشــخيص ژن  ــاي پلاســميدي  شناســايي بتالاكتامازه ه

OqxA,OqxB تعيين ميزان بيان پمپ ،OqxA   و بررسـي
بيوتيـك در ميـان    هاي مقاوم به آنتي الگوي ژنتيكي سويه

اي باليني كلبسيلا پنومونيـه جـدا شـده از بيمـاران     ه ايزوله



     
  علي هاشمي و همكاران     
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باشـد، كـه    هاي مفيد و طالقـاني مـي   بستري در بيمارستان
  .گيرد براي اولين بار در ايران صورت مي

  

  ها روش مواد و
 نمونه گيري

هـاي مشـكوك بـه كلبسـيلا      در اين پـژوهش سـويه  
 هاي مفيد و طالقـاني  پنومونيه از بيماران بستري در بيمارستان

هـاي   پس از انتقـال نمونـه  . آوري شد جمع 1392در سال 
ــاتي ميكــروب   ــه آزمايشــگاه تحقيق شناســي  مشــكوك ب

دانشكده پزشكي دانشگاه علـوم پزشـكي شـهيد بهشـتي،     
هـاي اسـتاندارد و افتراقـي     ها با روش شناسايي تاييدي آن

ايزوله كلبسـيلا   100درمجموع . ميكروبيولوژي انجام شد
   .)7(رديدآوري گ پنومونيه جمع

  

  جداسازي و تشخيص ايزوله ها
، EMBهـا بـر روي محـيط كشـت      براي تاييد، نمونه

ساعت  24مك كانكي آگار كشت داده شده و به مدت 
بعـد از  . گـراد نگهـداري شـدند    درجه سانتي 37در دماي 

هاي مشكوك بـه كلبسـيلا پنومونيـه     انكوباسيون از كلني
هـاي   باسـيل لام مستقيم تهيه كـرده و در صـورت ديـدن    
 هـاي  از تسـت  :گرم منفي، كارهاي تشخيصي زير انجام شد

مرسوم آزمايشـگاهي شـامل تسـت اكسـيداز، كشـت در      
، ليزين دكربوكسيلاز،  TSI،SIM  ،MR،VP هاي محيط

 .)7(گرديدسيترات و اوره استفاده 

 
 بررسي الگوي مقاومت دارويي

هاي جدا شده نسبت به آنتـي   مقاومت دارويي سويه
، ايمي پنم، مروپنم، آزترونام، سفوتاكسـيم (هاي  بيوتيك

فلوكساســـــين، سفترياكســـــون،  ســـــفتازيديم، سيپرو
تيجيسيكلين، فسفومايسين، دوريپـنم، ارتـاپنم، كليسـتين،    

 /سفپيم، جنتامايسين، آميكاسـين، پيپراسـيلين، پيپراسـيلين   
بـه  ) آمپي سيلين، سفپودوكسـيم  تازوباكتام، تتراسيكلين،

انجـام  ) Disk Diffusion(روش انتشار ديسك در آگـار  
سـاعته   24شـت  بـه طـور خلاصـه، چنـد كلنـي از ك     . شد

درصـد   9/0باكتري از محيط نوترين آگار برداشـته و در  

محلول نمكي حل شـده تـا بـه غلظـت نـيم مـك فارلنـد        
برسد، سپس مقدار مشخصـي از سوسپانسـيون ميكروبـي    

هـاي حـاوي محـيط     تهيه شده را برداشته و بر روي پليـت 
ــار كشـــت داديـــم  ــولر هينتـــون آگـ ــاي  ديســـك. مـ هـ

ه مناسب روي محيط قـرار داده و  بيوتيكي را با فاصل آنتي
درجـه   37سـاعت در دمـاي    18هاي را براي مـدت   پليت

ســپس نتــايج را بــا اســتفاده از . گــراد قــرار داديــم ســانتي
   .)8(بررسي كرديم CLSIپروتكل 

  

بـه روش   MICهـا توسـط    تعيين الگوي حساسـيت سـويه  
   :ميكرودايلوشن براث

ــدا رقــت  ــر آنتــي    ابت ــاي مختلفــي از ه   بيوتيــك  ه
ايمــــي پــــنم، مــــروپنم، ســــفتازيديم، سفوتاكســــيم، (

) تازوباكتـام  /سيلين و پيپراسـيلين  سفترياكسون، سفپيم،آمپي
 100كنيم و سپس از هر رقـت   آماده مي CLSIا بر طبق ر

. ريـزيم  اي مي خانه 96ميكروليتر داخل هر چاهك پليت 
در مرحله بعد از هر باكتري كه قبلا كشت داده بـوديم و  

گـراد قـرار    درجه سـانتي  37ساعت در دماي  24به مدت 
كنـيم و سـپس از هـر     گرفته بود، نيم مك فارلند تهيه مي

تهيه  1:20نيم مك فارلند هر باكتري، رقت سوسپانسيون 
. ريـزم  ميكروليتر داخل هر چاهك مـي  10كرده و مقدار 

يك لاين بـه عنـوان كنتـرل منفـي كـه در واقـع محلـول        
باشـد   بيوتيك به همراه محيط مولر هينتون براث مـي  آنتي

و يك لاين ديگر بـه عنـوان كنتـرل مثبـت كـه در واقـع       
E.Coli ATCC25922 8(رار داديمباشد، ق مي(. 

 
  تعيــين بــاكتري هــاي توليــد كننــده بتالاكتامــاز بــا طيــف 

   )ESBL(وسيع 
از روش  ESBLهاي حـاوي   جهت شناسايي باكتري

Combined Test  با توجه به دستورالعملCLSI  استفاده
به اين صورت كه بر روي محيط مولر هينتون آگـار  . شد
متـر از ديسـك    ميلـي  30يسك سـفتازيدم را بـه فاصـله    د

كلاولانيك اسـيد، ديسـك سفوتاكسـيم بـه      /سفتازيديم
كلاولانيـك   /متر از ديسـك سفوتاكسـيم   ميلي 30فاصله 

 متر از ديسك ميلي30اسيد و ديسك سفپودوكسيم به فاصله 
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قرار ) انگليس MAST(كلاولانيك اسيد  /سفپودوكسيم
ه قطــر هالــه ممانعــت از رشــد هــايي كــ ايزولــه. شــد داده

ديسك سفالوسپورين همراه كلاوونيك اسـيد نسـبت بـه    
تـر يـا    ديسك سفالوسپورين فاقد كلاولانيك اسيد بـيش 

هاي توليدكننـده   متر بود، به عنوان باكتري ميلي 5مساوي 
ESBL ــدند ــه شـ ــه . در نظـــر گرفتـ از كلبســـيلا پنومونيـ

ATCC700603  حــاوي بتالاكتامــاز بــا طيــف وســيع بــه 
   .)10 ،9(عنوان سوش كنترل مثبت استفاده گرديد

  
  KPC(هاي توليدكننده  تعيين باكتري

، KPCهاي توليدكننده آنـزيم   براي غربالگري سويه
اين روش . استفاده شد Modified Hodge Test از روش

ابتـدا از سـويه اسـتاندارد    : شـود  در چند مرحله انجام مـي 
E.Coli ATCC 25922 كنـيم  يـه مـي  نيم مك فارلند ته .

ــت     ــد رق ــك فارلن ــيم م ــه دوم از ن ــه  1:10در مرحل تهي
در مرحله سوم بـا اسـتفاده از سـواب از محلـول     . كنيم مي

. كنـيم  بر روي محيط مولر هينتون آگار تلقـيح مـي   1:10
ميكروگرمـي ارتـاپنم    10در مرحله چهارم يك ديسـك  

در مرحله پنجم از باكتري . دهيم در مركز محيط قرار مي
 هاي مثبت و منفي به صورت مسـتقيم، از  و كنترلمشكوك 

 18كنيم و به مـدت   لبه ديسك تا انتها با سواب تلقيح مي
در صـورتي كـه   . دهيم قرار مي 37ساعت در دماي  24تا 

اي شـبيه بـه گـل     بين كنترل مثبت و نمونه مشكوك هالـه 
  .)7(شود شبدر ايجاد شود، تست مثبت در نظر گرفته مي

  
 براي شناسايي ژن هاي PCR, Sequencingهاي انجام روش

OqxA, OqxB  
ــتخراج  ــتخراج    :  DNAاس ــت اس ــتفاده از كي ــا اس ب

انجام  (Bionner Company,Cat.No.K-3030-1)شركت 
بــراي  OqxA,OqxBهــاي  بــراي ژن PCRانجــام  .گرفــت

اي از  هاي نـامبرده شـده، مجموعـه    دروني ژن تكثير ناحيه
تـوالي پرايمرهـا بـا    . پرايمرها مورد اسـتفاده قـرار گرفـت   

 Gene Bankاطلاعــات تــوالي نوكلئوتيــدي موجــود در 
)blast ( چك گرديد) 1جدول شماره .(PCR   بر اسـاس

  .انجام شد 2شرايط جدول شماره 

 OqxA,OqxBمشخصات پرايمرها براي تكثير ژن هاي  :1جدول شماره 
  

 نام پرايمر
  ژن 

 شناسايي شده
 سكانس ژن

  اندازه 
 BP محصول

OqxA-F
OqxA-R 

OqxA 5 ' -CTCGGCGCGATGATGCT-3 ' 
5 ' -CCACTCTTCACGGGAGACGA-3 

392  

OqxB-F
OqxB-R 

OqxB 5 ' -TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC-3 
5 ' -CTCGGCCATTTTGGCGCGTA-3 ' 

512 

 
  OqxABهاي  ژن PCR انجام شرايط مورد استفاده براي :2جدول شماره

 

Time Tempreture(ºC) Factor 

OqxB OqxA OqxB OqxA مرحله 

5 min 5 min 94 94 Initial denaturation 

60s 60s 94 94 Denaturation 

60 s 60 s 59 57 Anealing 

60 s 60 s 72 72 Extention 

5min 5min 72 72 Final extention 

 36 36 Cycle 

 
ـــركــش MasterMix 2xاز  ـــاكلــت سينــ   ون ــــ

(CAT.NO.: PR8252C)  براي انجامPCR استفاده شد .
 ميكروليتر 1س، ميكروليتر از مسترميك 5/12كه  بدين ترتيب

 Reverse ،3ميكروليتر از پرايمـر   Forward ،1از پرايمر 
ميكروليتــر آب تزريقــي اضــافه  5/7و  DNAميكروليتــر از 

  .پيكومول بود 10پرايمرهاي مورد استفاده با غلظت . گرديد
  

  OqxA ,OqxBانجام الكتروفورز براي ژن هاي 
درصد با  1را بر روي ژل آگاروز  PCRمحصولات 

ــاف ــده   Tris-borate EDTA (TBE)ر ب ــورز ش الكتروف
رنـگ  ) µg ml-1 0.5(وسپس ژل را با اتيـديوم برومايـد   

   پـــس از پايـــان الكتروفـــورز، ژل بـــا دســـتگاه. گرديـــد
)Gel doc (280 و در طول موجnm از نظر وجود باندهاي 

هدف در كنار ماركر مولكـولي و كنتـرل مثبـت و منفـي     
 .مورد بررسي قرار گرفت

  
  Sequencing انجام

محصول آن را رانـد كـرده و بـا     PCRپس از انجام 
 استفاده از كيت، باندهاي ژن مورد نظر را اسـتخراج كـرده  

 هـاي فـوق از روش   و براي تاييـد سـويه هـاي حـاوي ژن    
Sequencing نمونه ها براي انجام تعيـين  . استفاده كرديم

كشور كره جنوبي ارسال شـد   Bioneerتوالي به شركت 
و  Chromas 1.45افـزار   نتايج بـا اسـتفاده از نـرم   و سپس 

Blast  درNCBI 11(مورد بررسي قرار گرفت(.  



     
  علي هاشمي و همكاران     
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 پژوهشي

  Real-Time PCRانجام روش 
ــتخراج  ــركت   RNAاسـ ــتفاده از كيـــت شـ ــا اسـ بـ

 (RNX-Plus Solution, SinaClon, Iran)ســيناكلون 
  اسـتخراج شــده   RNAدر مرحلـه بعــد تيمـار   . انجـام شـد  
ــزيم   ــا آن ــت    DNaseب ــورت گرف ــاز ص ــركت فرمنت   . ش

ــاخت  ــرون    cDNAس ــت شــركت اينت ــتفاده از كي ــا اس   ب
)25081 CAT. NO.: (   انجام گرديد و سپس بـا اسـتفاده

ــاي  ــه CDNAو  Real-Time PCRاز پرايمره ــا  نمون ه
انجام شد تا از اختصاصـيت پرايمرهـاي    RT-PCRروش 

OqxA وrpoB چنين به دست آوردن دماي مناسب  و هم
Annealing از  .اطمينــان حاصــل كــردMasterMix 2x 

  راي ــب (CAT. NO.: PR8252C)ون ــاكلــركت سينـش
ــ ـــاستف RT-PCRام ـانجـ ــدــ ــــدر م. اده شـ   ه بعـــد ـرحلـ

Real-Time PCR    با استفاده كيـت شـركت اينـويتروژن 
SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix Universal   

  

(Invitrogen, Cat.No. 11762-100)  ــاي و پرايمرهـ
  .ديدانجام گر 3جدول شماره 

 
   Real-Time PCRتوالي پرايمرهاي مورد استفاده در  .3جدول شماره 

  

 نام پرايمر
ژن شناسايي 

 شده
 اندازه محصول سكانس ژن

BP 

OqxA-F  
OqxA-R  

 

OqxA  
 

5 ' -GGCAAGAGCCAAAACGCAGG-3 ' 
5 ' -GGGGCGGTCACTTTGGTGAA-3 

 

201 
 

RpoB-F  
RpoB-R rpoB AACGTCGTATCTCCGCACTC 

CGATACGGCGTCTCAAGGAA 
196 

  
براي محاسـبه ميـزان بيـان ژنـي و رسـم نمودارهـاي       

  .استفاده شد Restمربوطه از نرم افزار 
 

 Pulse Field Gel (PFGE) زيسپالس فيلد ژل الكتروفور

Electrophoresis 
كشـت و بـه مـدت     LB ها در محيط مايع ابتدا سويه

گـراد   درجـه سـانتي   37ساعت در انكوباتور شيكردار  18
بـراي هضـم   . ها تهيه گرديد و سپس پلاك ار داده شدقر

اسـتفاده   Xba1 (Cat.NO. EN-143S)آنزيمي از آنزيم 
ــد ــر از آگــارز  ميلــي 100. گردي محصــول (درصــد  1ليت

Invitrogen ( تهيه گرديد و داخل سيني ژل ريخته شد و
هـاي ژل   هـا داخـل چاهـك    پس از سرد شدن ژل، پلاك

  ليتــر از بــافر  2توســط تانــك الكتروفــورز . قــرار گرفــت

TBE 0.5X    ــرار دادن ژل در ــد از قـ ــرده و بعـ ــر كـ   پـ
  داخـــل تانـــك الكتروفـــورز، برنامـــه توســـط دســـتگاه  

)CHEF-DR III System (Bio-Rad   بعـد از  . اجـرا شـد
 g/ml µl 30ساعت، ژل در محلول اتيـديوم برومايـد    18

دقيقـه   30آميزي گرديد و بعد از  دقيقه رنگ 45به مدت 
 در آب مقطـر توسـط دسـتگاه ترانسـلوميناتور     رنگ بري

)Bio-Doc ( ــد ــه ش ــي  . از ژل عكــس تهي ــوي ژنتيك الگ
 5/6نسـخه   IIها با استفاده از نـرم افـزار ژل كـامپير     سويه

(GelCompar 6.5) بلژيكــــي  متعلــــق بــــه شــــركت  
Applied Maths ــا  . انجــام شــد ــزان تشــابه ب بررســي مي

و بررسـي   (Dice coefficient)استفاده از ضريب دايـس  
 هـا بـا اسـتفاده از روش    ميزان شـباهت مـاتريكس خوشـه   

UPGAMA محاسبه شد.  
  

  هاي تجزيه و تحليل داده ها روش
ــزار   ــرم اف ــا وارد ن بررســي  .شــد MINITAB13داده

فراواني و توزيع نسبي متغيرها با استفاده از ايـن نـرم افزارهـا    
ــت  ــام گرف ــه از روش   .انج ــن مطالع ــراي  UPGMAدر اي ب

  .تحليل و ترسيم درخت فيلوژني استفاده شد تجزيه و
  

  يافته ها
، 1392تـا اسـفند مـاه سـال      1391از اسفند ماه سـال  

 55صد ايزوله كلبسيلا پنومونيه جدا شد كه در اين ميان، 
 45( 45هــا از بيمارســتان طالقــاني و  ايزولــه) درصــد 55(

) درصـد  57( 57ها از بيمارستان مفيد بود كه  ايزوله) درصد
  .ها جدا شده بود از خانم) درصد 43( 43ردان و از م

  
  نتايج حاصل از آنتي بيوگرام

هاي كلبسيلا پنومونيه  الگوي مقاومت دارويي ايزوله
 كننده و حداقل غلظت ممانعت 4جدا شده درجدول شماره 

  .نشان داده شده است 5در جدول شماره  (MIC)از رشد 
  

 نتايج حاصل از شناسايي آنزيم ها

  اصل از شناسايي بتالاكتاماز با طيف وسيعنتايج ح
   ايزوله كلبسيلاپنومونيه جدا شده از بيمـاران،  100از 
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ها با اسـتفاده از ديسـك    درصد از ايزوله) درصد 48( 48
ــا    ــب ب ــايي و در تركي ــه تنه ــفتازيديم ب سفوتاكســيم و س
كلاولانيك اسيد داراي بتالاكتاماز با طيف وسـيع بودنـد   

ايزوله مربوط به بيمارستان طالقـاني و   28كه در اين ميان 
  .ايزوله از بيماران بستري در بيمارستان مفيد جدا شد 20

  
  نتايج تست حساسيت دارويي :4جدول شماره 

  

Antibiotic Resistant 

 )درصد(تعداد 

Intermediate 

 )درصد(تعداد 

Sensitive 

 )درصد(تعداد 

Aztreonam (10 μg) 56)56( 8)8( 36)36( 

Meropenem (10 μg) 20)20( 10)10( 70)70( 

Gentamicin(10 µg) 36)36( 4)4( 60)60.( 

Ciprofloxacin (30 μg) 53)53( 7)7( 40)40( 

Amikacin (30 µg) 26)26( 4)4( 70)70( 

Imipenem(10 μg) 20)20( 10)10( 70)70( 

Cefotaxime(30 µg) 57)57( 3)3( 40)40( 

Cefepime(FEP, 30 μg) 37)37( 10)10( 53)53( 

Tetracycline(TE,10 μg) 50)50( 7)7( 43)43( 

Ampicillin(AMP,10 μg) 73)73( 7)7( 20)20( 

Piperacillin(PIP,100 μg) 57)57( 3)3( 40)40( 

Ceftriaxone(CRO,30 μg) 56)56( 4)4( 40)40( 

Cefpodoxime(CPD,30μg) 64)64( 6)6( 30)30( 

Tigecycline(TGC,15μg) 5)5( 30)30( 56)56( 

Doripenem(DOR,10 μg) 20)20( 10)10( 70)70( 

Ertapenem(ETP, 10 μg) 20)20( 10)10( 70)70( 

Piperacillin/Tazobactam(PTZ,100/10μg)29)29( 10)10( 61)61( 

Fosfomycin/Trometamol(FOT, 200 μg) 3)3( 12)12( 85)85( 

Ceftazidime (30 µg) 54)54( 6)6( 40)40( 

Colistin(C0,10 µg) 0)0/0( 0)0/0( 100)100( 

  
  (MIC)نتايج حداقل غلطت ممانعت كننده از رشد :5جدول شماره 

  

Antibiotics 
MIC(µg/ml) 

Range 50% 90% 

Meropenem 256-25/0 1 32 

Imipenem 256-25/0 1 16 

Ceftazidime 256>-1 64 256> 

Ceftriaxone 256>-5/0 16 256> 

Cefepime 256>5/0 16 256> 

cefotaxime 256>5/0 16 256> 

Piperacillin/Tazobactam 256-25/0 4 128 

Ampicillin 256>-2 256 256> 

  
 KPCنتايج حاصل از شناسايي 

ــزيم    ــايي آنـــــ ــراي شناســـــ   از روش  KPCبـــــ
Test(MHT) Modified Hodge   ــه ــد كـ ــتفاده شـ   اسـ

بودند كه در ايـن   KPCايزوله داراي آنزيم  )درصد 5( 5
ايزولـه   2ايزولـه مربـوط بـه بيمارسـتان طالقـاني و       3ميان 

  .مربوط به بيمارستان مفيد بود

  OqxA,OqxBهاي  ژن PCRنتايج حاصل از 
  هـاي كلبســيلا پنومونيــه   شـيوع هــر دو ژن در ايزولــه 

ايزوله جدا شده از  oqxAتوالي ژن . بود) درصد 50( 50
در بانـك ژن   KF547036بيمارستان طالقـاني بـا شـماره    

  .ثبت شده است
  

  OqxAژن PCR  Real-Timeتفسير نتايج حاصل از
ــا   ــه م ــه  53در مطالع ــد از ايزول ــه   درص ــاوم ب ــا مق ه

 ها درصد ايزوله 40درصد نيمه حساس و7سپروفلوكساسين، 
بــين مقاومــت بــه  .بــه سيپروفلوكساســين حســاس بودنــد
هـا ارتبـاط وجـود     سيپروفلوكساسين و حضور بعضـي ژن 

 نقشـي در مقاومـت   OqxA براي تعيين اين كه آيا ژن. دارد
   كنــد يــا نــه، از روش   هــا ايفــا مــي   بــه فلوروكينولــون 

Real-Time RT-PCR    براي آناليز بيان ايـن ژن اسـتفاده
  .كرديم

ا بـه  هاي حاوي بتالاكتاماز با طيـف وسـيع ر   ما نمونه
يـك دسـته كـه در مقابـل     . بنـدي كـرديم   دو دسته گروه

ميكروگرمي سيپروفلوكساسين از خـود داراي   5ديسك 
ــيش  ــه عــدم رشــدي ب ــر از  هال ــر داشــتند و  33ت ميلــي مت

گرم  ميلي /ميكروگرم 5/0تر از  كم MICچنين داراي  هم
 5دســته دوم كــه در مقابــل ديســك ). ايزولــه 10(بودنــد 

ساسين داراي هالـه عـدم رشـدي    ميكروگرمي سيپروفلوك
 MICچنـين داراي   متـر داشـتند و هـم    ميلـي  30تر از  بيش
). ايزولـه  10(گرم بودنـد   ميلي /ميكروگرم 5/0تر از  بيش

هـاي كــه كــاهش   نشــان داد كـه ســوش  RT-PCRنتـايج  
حساسيت به سيپروفلوكساسين داشتند، ميـزان بيـان پمـپ    

OqxA ،3/2 كـه حسـاس    هاي بـود  تر از ايزوله برابر بيش
سـويه   OqxAميزان بيـان ژن  . به سيپروفلوكساسين بودند

ــتاندارد ــر  K.pneumoniae ATCC700603 16 اس براب
 K.pneumoniae ATCC 27799تر از سويه استاندارد  بيش
گونه ژن مقاومت به فلوروكينولون در  در ضمن هيچ. بود

 MICاين دو سويه وجود نداشت و با توجه به اين كه ميزان 
 ATCC27799 و ATCC 700603 روفلوكساسين برايسيپ

ــب   ــه ترتي ــي 03/0و 25/0ب ــش    م ــتي نق ــه درس ــد، ب   باش
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ــه سيپروفلوكساســين مشــخص   ايــن پمــپ در مقاومــت ب
ــي ــود مـ ــتاندارد  . شـ ــوش اسـ ــه سـ ــمن در مقايسـ   در ضـ

K. K.pneumoniae ATCC700603   نشان داده شد كـه
ه ميزان بيان اي پمپ بيش تـر از ايزولـه بـاليني حسـاس ب ـ    

  .سيپروفلوكساسين بود
  

  PFGEنتايج حاصل از 
 15در مجموع  Xba-1با استفاده از هضم آنزيمي با 

شناسايي شد كه درون سـه خوشـه اصـلي     PFGEالگوي 
A,B,C هـاي   بـزرگ تـرين الگـوي   . اند تقسيم بندي شده
PFGE  در خوشهA هـاي از   مشاهده شد كه شامل ايزوله

 PFGEهاي الگوي  شهخو. بيمارستان طالقاني و مفيد بود
هاي بود كـه حـاوي بتالاكتامـاز بـا طيـف       مرتبط با ايزوله
  هــاي مــرتبط در خوشــه  بســياري از نمونــه. وســيع بودنــد

علاوه بر بتالاكتاماز با طيف وسيع داراي آنـزيم   Aگروه 
Amp-C هـاي   ايزوله. هم بودندKK2,K44 هـاي   ، ايزولـه
K7,K43هاي  ، ايزولهK13, KK1  نزديك داراي ارتباط

  .بودند

  
  

ايزوله توليد كننده بتالاكتاماز با  15دندروگرام  :1نمودار شماره 
  PFGEطيف وسيع بر اساس نتايج 

  

  بحث
هـــــاي  بـــــه كـــــارگيري مـــــوثر از آزمايشـــــگاه

شناسي براي تشـخيص صـحيح و جلـوگيري از     ميكروب
هــاي مقــاوم، موجــب كــاهش نيــاز بــه  گســترش پــاتوژن

 كنترل عفونت براي بيماران بسيار. شود استفاده از داروها مي
سودمند و موجب كاهش ميزان مرگ و ميـر در سرتاسـر   

شناسـي   تجربـه در آزمايشـگاه ميكـروب   . گردد جهان مي
. اسـت براي تشخيص باكتري هـاي مقـاوم بسـيار حيـاتي     

ها ممكن است درسـت تشـخيص داده    بسياري از باكتري
م و يـا  هاي آزمايشگاهي به اشـتباه مقـاو   نشوند و در تست

موجـب آن مـي شـود     ،حساس گزارش شوند كه اين امر
كه بيماران داروهاي نامناسب را دريافت و باعـث انتقـال   

از ايـن رو شناسـايي   . شـود  ها به ديگر بيماران مـي  باكتري
 هـاي  سنجش. هاي با مقاومت مخفي ضروري است باكتري

هـاي مقاومـت مـورد نيـاز      مفيد بـراي شناسـايي مكانيسـم   
تـوان بـه    هـاي مقاومـت مـي    تـرين مكانيسـم   ماز مه. است

  .)7(ترشحي نام برد هاي بتالاكتامازها و پمپ
 

هــاي مقــاوم و تعيــين حــداقل غلظــت   شناســايي بــاكتري
  )MIC(ممانعت كننده از رشد 

هــاي كلبســيلا پنومونيــه،    در ايــن تحقيــق ايزولــه  
هـاي فسفومايسـين    بيوتيك ترين حساسيت را به آنتي بيش

ــ. و تيجيســيكلين را داشــتند ــه  در اي ــه مقاومــت ب ن مطالع
هـــا از جملـــه ســـفتازيديم، سفوتاكســـيم،  سفالســـپورين

ــب     ــه ترتي ــيم ب ــفپيم و سفپودوكس ــون، س  54سفترياكس
درصـد   64درصـد و   37درصـد،   56درصد،  57درصد، 

ها، سفپيم آنتي بيوتيك نسـل   بودكه در ميان سفالسپورين
علـت اصـلي مقاومـت بـه     . چهارم بهتـرين اثـر را داشـت   

باشـند   ا، بتالاكتامازهاي با طيف وسـيع مـي  ه سفالسپورين
هـا مشـاهده    هاي مقاوم بـه سفالسـپورين   كه در ميان نمونه

در تحقيقي كه شاهچراغي و همكاران در سـال  . مي شود
هـاي كلبسـيلا    در شهر تهران انجـام دادنـد، ايزولـه    2007

درصد به آنتي بيوتيـك هـاي    32و  31پنومونيه به ترتيب 
مقايسه ميـزان   .)12(يم مقاوم بودندسفتازيديم و سفوتاكس

مقاومت در دو مطالعه نشان مي دهد كه به مرور زمان بـه  
دن بـاكتري هـا، ميـزان مقاومـت در سـال      علت مقاوم ش ـ

درصد مقاوم  36در اين مطالعه . افزايش يافته است 2013
. درصـد مقـاوم بـه آميكاسـين بودنـد      26به جنتامايسين و 
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هاي  مقاومت به آمينوگليكوزيدها بيش تر به وسيله آنزيم
16SRNA Methelayse   گيـرد كـه توسـط     صـورت مـي

ــ... و RmtA,RmtB,RmtCهــاي  ژن . )13(شــوند يكــد م
هـا در كلبسـيلا پنومونيـه كـاري در      هنوز بر روي اين ژن

اي كـه بـر روي    عهاما در مطال. ايران صورت نگرفته است
هـاي سـودوموناس آئروژينـوزا هـاي      ها در سـويه  اين ژن

 2013ايزوله شده از بيمارسـتان مطهـري تهـران در سـال     
هـا عامـل اصـلي     انجام شد، مشخص گرديد كـه ايـن ژن  

امـا  . )13(دها به آمينوگليكوزيـدها هسـتن   مقاومت باكتري
ــين ژن    ــه سيپروفلوكساس ــت ب ــلي مقاوم ــت اص ــاي  عل   ه

Qnr, aac(6′)-Ib-cr, QepA    هستند كه باعـث مقاومـت
 53در مطالعـه مـا   . شـوند  ها مـي  ها به فلوركينولون كتريبا

در  .ها مقاوم بـه سپروفلوكساسـين بودنـد    درصد از ايزوله
در  2010تحقيقي كه فيض آبـادي و همكـاران در سـال    

شهر تهران انجـام دادنـد، يـك ايزولـه كلبسـيلا پنومونيـه       
درصـد بـه ترتيـب     25و  2/44 مقاوم به ايمـي پـنم بـود و   

ــه آم  ــاوم ب ــد  مق ــين بودن ــين و سيپروفلوكساس . )14(يكاس
هايي هستند كه در برابـر   بيوتيك ها از جمله آنتي كارباپنم
به عنوان مثال ايمـي پـنم   . پايدارند +ESBLهاي  ارگانيسم

هـا   بر روي بسـياري از ايـن ارگانيسـم    invitroدر شرايط 
هاي تحـت بررسـي    بيوتيك در بين آنتي. مؤثر بوده است

هاي  ها در درمان عفونت در اين تحقيق نيز، تأثير كارباپنم
ــي از ــه  ناش ــيلا پنوموني ــد  كلبس ــت  ESBLمول ــارز اس . ب

هـاي تحـت بررسـي     درصد از ايزوله 20ا طوري كه تنه به
ــي  ــه آنت ــاوم ب ــد  مق ــاپنم بودن ــك كارب ــتفاده از . بيوتي اس

هاي انتخـابي در درمـان    بيوتيك ها به عنوان آنتي كارباپنم
، در ESBLهـاي واجـد    هـاي ناشـي از ارگانيسـم    عفونت

به عنـوان  . تحقيقات علمي ديگر نيز به اثبات رسيده است
 2013ر شـهر تهـران در سـال    مثال، رستگار و همكاران د

) درصـد  28/54( 19ايزوله كلبسيلا پنومونيـه فقـط    35از 
ــد   ــنم بودن ــه ايمــي پ ــاوم ب ــه مق ــم. )15(ايزول ــين در  ه چن

در  2012اي كه شـاهچراغي و همكـاران در سـال     مطالعه
 3/6هاي كلبسيلا پنومونيـه   شهر تهران انجام دادند، ايزوله

درصد مقاوم  1/1درصد به ارتاپنم و  3درصد به مروپنم، 

هـاي   ميـزان مقاومـت در ايزولـه   . )16(به ايمي پـنم بودنـد  
كلبسيلا پنومونيه جدا شده در تحقيق رستگار و همكاران 

تـوان در نـوع    تر بود كه علت آن را مـي  از مطالعه ما بيش
 هاي جدا شده از بيماران نمونه مطرح كرد، چرا كه نمونه

ايـن افـراد ايمنــي   . تــري دارنـد  سـوختگي مقاومـت بـيش   
ــتان   ضــعيف شــده ــادي در بيمارس ــدت زي ــد و م اي دارن

جـاي خوشـبختي    .گيرنـد  بستري و تحت درمان قرار مـي 
هـاي   است كه بتالاكتامازهاي باكتريـايي از جملـه آنـزيم   

قـادر بـه هيـدروليز    ) ESBLs(بتالاكتاماز با طيـف وسـيع   
ولي بايد توجه داشته . نم نيستندپنم و مروپ داروهاي ايمي

پـنم و مـروپنم    ها نسبت به ايمي باشيم كه حساسيت سويه
نبايد ما را در مصرف و تجويز بي روية اين دارو ترغيـب  
نمايد، چه بسـا ايـن گونـه اقـدامات ممكـن اسـت باعـث        

هاي مقاوم به ايمي پـنم و مـروپنم    پيدايش و شيوع سوش
ر نيز گزارشـاتي مبنـي   هاي اخي چنان كه در سال شود، هم

هاي مقاوم پسودوموناس و باكتري هاي  بر پيدايش سوش
  .ديگر در برابر ايمي پنم و مروپنم گزارش شده است

  
  )ESBL(شناسايي بتالاكتاماز با طيف وسيع 
 يكي ازعوامل) ESBLs(بتالاكتامازهاي با طيف وسيع 

هـاي   بيوتيـك  موثر در افـزايش مقاومـت نسـبت بـه آنتـي     
هـاي وسـيع طيـف     خانواده سفالسپورين م از جملهبتالاكتا

هـا   هايي كـه داراي ايـن آنـزيم    ميكروارگانيسم. باشند مي
ــه     ــي و در نتيج ــت داروي ــزايش مقاوم ــث اف ــتند، باع هس

گردند و جامعه را با خطر  بيماري زايي در بين بيماران مي
بنـابراين تشـخيص صـحيح    . جدي مواجـه خواهنـد كـرد   

و انتخــاب آنتــي بيوتيــك آزمايشــگاهي عامــل عفونــت 
مناسب، براي جلوگيري از شكسـت درمـان بسـيار حـائز     

هـاي   متأسفانه در كشور مـا بـروز مقاومـت   . اهميت است
 هـا،  باكتريايي و عوامل دخيل در افزايش اين قبيل مقاومت

 كه شايسته است، مورد بررسي وتوجه قرار نگرفتـه  چنان آن
هــاي  تاسـت و لـذا امـروزه شـاهد آن هسـتيم كـه عفون ـ      

 هاي مربوط به كلبسـيلا پنومونيـه   ويژه عفونت بيمارستاني به
 در. )2(انـد  آمار قابل تـوجهي را بـه خـود اختصـاص داده    
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هاي جدا شـده بـه    درصد از ايزوله 56انجام شده،  تحقيق
هـاي كلبسـيلا    ايزولـه . بيوتيك آزترونام مقاوم بودند آنتي

فـرد   24پنومونيه توليدكننده بتالاكتاماز با طيف وسـيع از  
دو در ) درصـد  48( 48كـودك و در مجمـوع    33بالغ و 

ايـن مطالعـه نقـش آشـكار كلبسـيلا      . بيمارستان جدا شـد 
ــا طيــف وســيع را در   ــاز ب ــده بتالاكتام ــه توليدكنن پنوموني

اي كــه  در مطالعــه .كنــد هــاي كودكــان تاييــد مــي بخــش
 3/55منصوري و همكاران در شهر كرمان انجـام دادنـد،   

هــاي كلبســيلا پنومونيــه و اشريشــياكلي  درصــد از نمونــه
اي  در مطالعـه . )17(از با طيف وسيع بودنـد داراي بتالاكتام

 2/59كه غفوريان و همكاران در شهر ايلام انجام دادند، 
درصد از نمونه هاي كلبسيلا پنومونيه داراي بتالاكتاماز با 

 136، از اي در ايتاليـا در مطالعـه  . )18(طيف وسيع بودنـد 
هـا داراي   درصد از ايزولـه  1/37ايزوله كلبسيلا پنومونيه، 

مقاومت چند دارويي و هم چنين توليد كننده بتالاكتاماز 
در مطالعه اي از كشور اسپانيا، نتايج  .با طيف وسيع بودند

كودك با كلبسـيلا پنومونيـه    29بالغ و  133نشان داد كه 
. )7(آلـوده بودنـد  توليد كننده بتالاكتاماز بـا طيـف وسـيع    

درصد شيوع بتالاكتاماز با طيف وسيع در مطالعه مـا بسـيار   
و كرمـان انجـام    ر ايـلام شبيه به مطالعاتي است كه در شـه 

استفاده گسترده از داروها ممكن است باعـث  . شده است
و از ايـن رو   بيوتيكي شـود  تسهيل گسترش مقاومت آنتي

هاي توليدكننده بتالاكتاماز با طيف وسـيع   كنترل باكتري
هـاي مـرتبط بـا كودكـان بايـد جـزوه        به ويـژه در بخـش  

  .شود اولويت ها محسوب مي
  

  )KPC(ازهاي كلبسيلا پنومونيه شناسايي كارباپنم
ــزيم   ــار آن ــين ب ــاي  اول ــا   KPCه ــور آمريك در كش

ــان     ــر جه ــد از آن در سرتاس ــدند و بع ــخيص داده ش تش
از  2نفـر از بـالغين و    3در اين مطالعه، . )2(گسترش يافتند

 KPCكودكان آلـوده بـه كلبسـيلا پنومونيـه توليدكننـده      
در مطالعات قبلي، رستگار و همكاران به صـورت  . بودند

ن هـا را در بخـش سـوختگي بيمارسـتا     فنوتيپي اين آنـزيم 
مطهري تعيين كردند، ولي به صورت مولكولي هنـوز در  

بـه  . )15(ايران و خاورميانه ايـن ژن شناسـايي نشـده اسـت    
عـلاوه بـر شناسـايي     CLSIرسد روش پيشنهادي  نظر مي
بتالاكتامـاز هـا را    Aهاي گروه  ، ديگر آنزيمKPCآنزيم 

بعضي از محققان براي شناسايي اين . كند نيز شناسايي مي
آنزيم روش ديسك تركيبي با استفاده از برونيـك اسـيد   

اي در كشـور چـين نشـان داد     مطالعه. اند را پيشنهاد كرده
هـــاي كلبســـيلا پنومونيـــه  درصـــد از ايزولـــه 6/70 كـــه

ها  درصد از ايزوله 6/50بودند و  KPC توليدكننده آنزيم
، بتالاكتاماز با طيف وسيع هم توليد KPCعلاوه بر آنزيم 

و همكاران نشان دادند كـه دو   Virgincar .)7(كردند مي
هاي كلبسيلا  بيمار مبتلا به عفونت ادراري آلوده به ايروله

ايـن ژن  . بودنـد  KPCمونيه مقاوم به دارو توليدكننده پنو
  .)19(هاي اروپا و آمريكا ديده شده است در قاره
  
  OqxBو  OqxAهاي  پمپ

OqxAB    ــه ــت ب ــث مقاوم -Quinoxaline-di-Nباع

oxide olaquindox (a quinoxaline) شوند كه اولين  مي
. )20(بار در اشريشياكلي جدا شده از خوك مشاهده شـد 

ها بـه   درصد از سويه 53هاي مورد بررسي،  در بين ايزوله
درصد هم كاهش حساسيت  7سيپروفلوكساسين مقاوم و 

بـراي تعيـين ايـن كـه آيـا      . بيوتيك را داشتند به اين آنتي
ها  در مقاومت به فلوروكينولون OqxA,OqxBهاي  پمپ

بـراي   Real-Time RT-PCRنقش دارند يا نـه، از روش  
هـا اسـتفاده شـد كـه بـه دو       مشخص كردن ميزان بيان آن

ــه ــاليني حســاس  گــروه ايزول ــاي ب ــه   ه و نيمــه حســاس ب
عـدم رشـد در اطـراف ديسـك     هالـه  (سيپروفلوكساسين 

هـاي   متـر و ايزولـه   ميلـي  33تـر از   سيپروفلوكساسين بيش
بندي  تقسيم) متر ميلي 30باليني با هاله عدم رشد كم تر از 

 هـاي بـا كـاهش    تر ايزوله برابر بيش 3/2بيان  RT-PCR. شد
ــه ايزولــه . هــاي حســاس را نشــان داد حساســيت نســبت ب

 داراي بيان ژن ATCC 700603چنين كلبسيلا پنومونيه  هم
OqxA 16 تر نسبت به سويه حساس  برابر بيشATCC27799 
 GyrA,ParCاين دو سويه داراي توالي اسـيد آمينـه   . بود

 (GenBank accession number NC009648)شبيه بـه  
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در  Ompk36,Ompk35هستند و هم چنين هر دو پورين 
گونــه ژن  چنــين هــيچ مــا هــم. هــر دو ســويه وجــود دارد

ها را در اين دو سـويه مشـاهده    مت به فلوروكينولونمقاو
ــيوع . نكــرديم ــوبي   OqxABش ــره جن ــور ك  4/0در كش

درصد  76چين  درصد و در 8/1درصد، در كشور سوئد 
درصد  50ها در مطالعه ما  ميزان شيوع اين ژن. )22 ،21(بود

  .)22(تر بود بود كه فقط از كشور چين كم
Olaquindox    در كشور چين براي اسـتفاده ممنـوع

شده است و براي پرندگان هم در غلظت بسيار كم مورد 
ي هـم بــر رو  OqxABهـاي   ژن. گيـرد  اسـتفاده قـرار مـي   

توانـد   پلاسميد و هم بر روي كروموزوم قـرار دارد و مـي  
ما  در مطالعه. )23(ها منتقل شود به راحتي به ديگر باكتري

هـا، هـم چنـين داراي     هاي داراي اين پمـپ  تر ايزوله بيش
CTX-M-15   ــه بودنــد كــه هــم زمــان باعــث مقاومــت ب
اي  در مطالعـه . شوند ها مي ها و فلوروكينولون سفالسپورين

 در كشور چين بر 2012و همكاران در سال  Liuكه توسط 
 177انجام شد،  oqxABهاي  نمونه حاوي پمپ 215روي 

هاي مقـاوم بـه سيپروفلوكساسـين     از سويه )درصد 3/82(
هـاي حسـاس بـه     هـا در ايزولـه   بودند و شـيوع ايـن پمـپ   

هـاي مقـاوم    درصـد و در ايزولـه   9/30سيپروفلوكساسين 
 و همكـاران  Liuاي كه در توسـط   در مطالعه. )24(بود 6/47

هــاي  در كشــور چــين بــر روي نمونــه    2011در ســال 
اشريشياكلي انجام شد، يك ايزوله اشريشياكلي هم زمان 

در . )25(بودنـــــد OqxABو  CTX-Mهـــــاي  داراي ژن
در كشـوركره جنـوبي بـر روي     2009در سـال  اي  مطالعه
هـا انجـام شـد،     هاي اشريشياكلي جدا شده از انسـان  نمونه

بــا  pOLA52 هــا را بـر روي پلاسـميد   اولـين بـار ايـن ژن   
اي  در مطالعـه . )25(كردنـد مشـاهده   كيلو دالتون 52ه انداز

و همكــاران در ســال  Rodríguez-Martínezكــه توســط 
ايزولــه حــاوي   114در كشــور اســپانيا بــر روي    2013

بتالاكتاماز با طيف وسيع انجام شـد، بـا اسـتفاده از روش    
PCR,Sequencing  ــه ترتيــب درصــد حــاوي  75و  76ب

-Real اسـتفاده از روش بـا   .بودنـد  oqxB و oqxAپمپ 

Time RT-PCR  ميزان بيان ژنOqxA هـاي بـا    در نمونه

كاهش حساسيت به سيپروفلوكساسين چهار برابر بيش تر 
بيوتيك بود و در ضـمن   هاي حساس به اين آنتي از ايزوله

 ATCC 700603ميزان بيان اين پمپ در سويه استاندارد 
 ATCC 27799 هيجده برابر بيش تر از سـويه اسـتاندارد  

  .)6(بود
  

  PFGEبررسي نتايج حاصل از 
اي دسترسي به ارتباط ژنتيكي بين بر PFGEتكنيك 

بـا اسـتفاده از هضـم    . گيرد ها مورد استفاده قرار مي سويه
 شناسـايي  PFGEالگوي  15در مجموع  Xba-1آنزيمي با 

بنــدي  تقســيم A,B,Cشــد كــه درون ســه خوشــه اصــلي  
 A در شـاخه  PFGEهـاي   تـرين الگـوي   بـزرگ . انـد  شده

ن طالقـاني و  هاي از بيمارستا مشاهده شد كه شامل ايزوله
هـايي   مرتبط با ايزوله PFGEهاي الگوي  شاخه. مفيد بود

بسياري از . بود كه حاوي بتالاكتاماز با طيف وسيع بودند
علاوه بـر بتالاكتامـاز    Aهاي مرتبط در شاخه گروه  نمونه

. هـــم بودنـــد Amp-Cبـــا طيـــف وســـيع داراي آنـــزيم 
 ،K43بـــاK7 هـــاي ، ايزولـــهK44بـــا KK2هـــاي  ايزولـــه
هـر  . داراي ارتباط نزديك بودند KK1با  K13هاي ايزوله

بيمارستان طالقاني جدا  ICUاي كه از بخش  چهار ايزوله
 قرار گرفتند و داراي ارتباط كلـوني  Bشده بود، در خوشه 
 NICUاي كه از بخـش   چنين دو نمونه نزديكي بودند و هم

بيمارستان طالقاني جدا شده بود، داراي ارتبـاط نزديكـي   
 15هر . دهد آلودگي بخش را نشان مي احتمالاً بودند كه

هـا از   ايزوله اي كه مورد بررسي قرار گرفتند، به كارباپنم
چنـين   جمله ايمي پنم، مروپنم، ارتاپنم و دوري پنم و هم

  .ها مقاوم بودند بيوتيك به بسياري از آنتي
هـا بـه ويـژه در بيمارسـتان      بيوتيـك  مقاومت به آنتي
پزشكان بايد در تجويز دارو دقت . دكودكان مفيد بالا بو

لازم را داشــته باشــند و نمونــه مــورد نظــر را بــراي انجــام 
بيوگرام به آزمايشگاه ارسال كننـد تـا بهتـرين     تست آنتي

 .گزينــه دارويــي بــراي بيمــار مــورد اســتفاده قــرار گيــرد 
كارشناسان آزمايشگاه بايد بر روي نمونه مورد نظر تست 

ــي ــام دهنـ ـ  آنت ــوگرام انج ــد   بي ــد بتوانن ــمن باي د و در ض



     
  علي هاشمي و همكاران     
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 پژوهشي

تـرين آن هـا    هاي مقاومت بـه داروهـا، كـه مهـم     مكانيسم
باشد، را شناسـايي و بـه پزشـكان اطـلاع      بتالاكتامازها مي

پرســنل آزمايشــگاه و پرســتاران و كســاني كــه بــا . دهنــد
بيماران در بيمارستان در تماس هستند، بايد بـراي وجـود   

ار گيرنـد تـا در   هـاي مقـاوم مـورد بررسـي قـر      اين ايزوله
. ها آلوده هستند، درمان شـوند  صورتي كه به اين باكتري

هاي  در صورت مشاهده عفونت بيمارستاني، بايد از مكان
گيـري انجـام    چنين بيمـاران نمونـه   ها و هم مختلف بخش

در مطالعه حاضـر شـيوع   . گيرد تا منبع آلودگي پيدا شود
م اسـت  بتالاكتامازهاي بـا طيـف وسـيع بـالا بـود كـه لاز      

پزشكان به بيماران آلوده بهتـرين دارو ر تجـويز كننـد و    
هــاي مقــاوم بــه دارو را از  كارشناســان آزمايشــگاه نمونــه

مطالعه  .لحاظ وجود بتالاكتامازها مورد بررسي قرار دهند
هاي كلبسـيلا پنومونيـه حـاوي     ما اولين گزارش از ايزوله

ــپ ــحي   پم ــاي ترش ــار در    OqxABه ــين ب ــه اول ــود ك ب
از طريق فراوردهاي حيـواني   ات ديد شد و احتمالاًحيوان

هـاي   ها در سـويه  بيان اين پمپ. به انسان منتقل شده است
كلبسيلا پنومونيه مقاوم زياد بـود كـه ايـن عمـل يكـي از      

  .دلايل مقاومت به داروها به ويژه سيپروفلوكساسين بود
  

  سپاسگزاري
 انبدين وسيله از پرسنل مركز تحقيقات اطفال بيمارست

مفيد و همكاران بخش ميكروب شناسـي دانشـگاه علـوم    
  .پزشكي شهيد بهشتي شهر تهران كمال تشكر را داريم
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