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Abstract 

 

Background and purpose: Increasing resistance to Quinolones in Escherichia coli and Klebsiella 

pneumonia in Sari, has caused many problems in treatment. Mutation in gyrA gene lead to changes in 

amino acids and resistance against Fluoroquinolones in E. coli and K. pneumonia. This study aimed at 

identifying remarkable mutations in E. coli and K. pneumonia isolates using PCR-SSCP analysis. 

Materials and methods: Antibiotic sensitivity test (ciprofloxacin, nalidixic acid) was 

performed using Agar Disk Diffusion method. Resistance to fluoroquinolones was confirmed by E-test. 

(MIC experiment). We used PCR-SSCP method to detect mutation in gyrA (ser83 – asp 87) genes. Then, 

the PCR products were randomly sequenced.  

Results: From 103 isolates, 65 (63.2 %) were E. coli and 38 (36.8%) were K. pneumoniae. In all 

E.coli isolates resistant to Ciprofloxacin, at least one mutation was observed. Also, in all K. pneumoniae 

samples resistant to Ciprofloxacin, at least one mutation was seen and in 14 samples two mutation points 

were observed, but in 5 samples that were sensitive to Ciprofloxacin no mutation was observed. 

Conclusion: This study showed that the mutation in gyrA genes is closely related to quinolones 

resistance. High prevalence of quinolones resistance in E. coli and K. pneumoniae isolates requires more 

appropriate infection control programs. 
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 ـدرانــــازنــــي مـــكــــزشــــوم پـــلـــگاه عـشــــه دانــــلــمج

 (14-93)   4931سال    شهریور    461بيست و هشتم   شماره دوره 

 4931 شهریور،  461تم، شماره شدوره بيست و ه                                                 پزشكي مازندران                     مجله دانشگاه علوم            11

 پژوهشی

و كلي  اشريشياباليني هاي  در سويهgyrA  بررسي موتاسيون در ژن
 امام خميني)ره( شهرستان ساري يمارستانازب جدا شدهكلبسيلا پنومونيه 

 
   1بهنام هاشمی

   2علیرضا رفیعی    
     3رضا ولدان    

       1مریم عبدالهی  
  4محمد آهنجان 

  5عیسی نظر     
     6 ظاهر مرسل جهان

    7رضوان خواجوی   
       8مریم صالحیان   

 چكیده
های جدا شده از های اشرشیا کلی و کلبسیلا پنومونیهباکتری در هامقاومت به کوئینولونتعداد افزایش  و هدف: سابقه

منجر به تغییر اسیدهای آمینـه و مقاومـت  gyrAن در ژ. موتاسیون مشکلات فراوانی را در درمـان ایجـاد نموده است، ساری
هـای باشد. هدف ما از این مطالعـه، تشـصیج ج ـشهای اشرشیاکلی و کلبسیلا پنومونیه میها در باکتریبه فلئوروکینولون

 می باشد. SSCP PCRهای جدا شده به روش قابل توجه از ایزوله
سیپروفلوکساسـین، نالیدیکسـی  (ی کیوتیـبآنتـی تیحساسـ تتس و یآورجمع شده جداهای ایزوله ها:مواد و روش

 E-test روشبـه  MIC آزمـون از اسـتفاده با نولونیفلوروک مقاومت. شد انجام آگار وژنیفید س ید روش به معمول (اسید
استفاده شـد. نتـایب بـه دسـت آمـده از  )ser83-asp87) gyrAبرای تشصیج ج ش در ژن  SSCP PCRاز روش . شد دییتا
 طور راندوم، تعیین توالی گردید.برای تایید به SSCP PCRش رو

درصد( کلبسیلا پنومونیـه بودنـد.  3/15نمونه ) 13درصد( اشرشیاکلی و  2/51نمونه ) 56ایزوله جدا شده،  301ز ا ها:یافته
وفلوکساسـین، حـداقل های اشرشیاکلی مقاوم بـه سیپری نمونهبررسی شدند. در همه SSCP PCRهای جدا شده با روش ایزوله

های کلبسیلای مقاوم به سیپروفلوکساسین، حـداقل یـ  موتاسـیون و در چنین در همه نمونهی  موتاسیون مشاهده گردید. هم
 نمونه حساس به سیپروفلوکساسین هیچ موتاسیونی دیده نشد. 6نقطه موتاسیون مشاهده گردید، در حالی که در  2نمونه در هر  31

 مقاومـت وعیشـ شیافـزا. هـا داردنولـونیک مقاومـت بـا ارتبـا  نزدیکـی gyrA در ج ش که داد شانن بینتا استنتاج:
 می باشد. عفونت کنترل یهابرنامه به ازین هدنده نشانجدا شده،  K.penumuneو  E.coli یباکتر انیم در ها نولونیک

 

 نتی بیوتیکیاشرشیا کلی، کلبسیلا پنومونیه، کینولون ها، مقاومت آ واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
ــــی ــــیا کل ــــه و (E.coli) اشرش  کلبســــیلا پنومونی

(K.penumune)   ــرو باکتریاســه واز اعضــای ــواده انت ان
های فرصـت طلـو و از عوامـل باشد که جزء پاتوژنمی

 اولیناشرشیاکلی  د.نباشهای بیمارستانی میشایع عفونت
 

 سط معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی مازندران تامین شده است.است که تو 3326تحقیقاتی شماره این مقاله حاصل طرح 
  ahanjan2007@gmail.com mail:-E  دانشکده پزشکی ،مجتمع دانشگاهی پیامبر اعظم )ص( ،بادآ فرحجاده  31کیلومتر  -ساریمولف مسئول: محمد آهنجان: 

 ، ساری، ایراندانشجویی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران . دانشجوی کارشناسی ارشد میکروبشناسی، کمیته تحقیقات3
 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علوم پزشک ،یمولکول یسلولبیولوژی  قاتیمرکز تحق ،یمونولوژیگروه ا. استاد، 2
 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علوم پزشک ،یمولکول یسلولبیولوژی  قاتیمرکز تحق ،یمونولوژیگروه ا ار،یاستاد. 1
 ، ساری، ایرانمرکز تحقیقات عفونی اطفال، دانشگاه علوم پزشکی مازندران ی،کروبشناسیم، گروه ارینشدا. 1
  د، ایراندانشجوی دکترای آمار زیستی، کمیته تحقیقات دانشجویی، گروه آمار زیستی و اپیدمیولوژی، دانشکده ب داشت، دانشگاه علوم پزشکی مش د، مش .6
  مازندران، ساری، ایران شکیپز علوم ، دانشگاهدانشکده پزشکی، کلیته تحقیقات دانشجویی، ایمونولوژی ارشد کارشناسیدانشجوی . 5
 مازندران، ساری، ایران شکیپز علوم ، دانشگاهدانشکده پزشکی، بیولوژی سلولی مولکولی، مرکز تحقیقات بیولوژی مولکولیکارشناس ارشد .1
 ، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساری، ایرانمیکروب شناسیرشد کارشناس ا .3 

 : 26/1/3131تاریخ تصویو :                 33/3/3135تاریخ ارجاع ج ت اصلاحات :            5/3/3135 تاریخ دریافت 
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 و همکاران بهنام هاشمی     

 19       4931، شهریور  461دوره بيست و هشتم، شماره                           مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                            

 پژوهشی

تـرین شـایع و های بیمارسـتانیپاتوژن کلیدی در عفونت

 های مجـاری ادراری کسـو شـدهعامل ایجادکننده عفونت

 پنومونیـه، بعد از اشرشیاکلی، کلبسیلا .(3)دباشازجامعه می

 های ادراری در بیمـارانترین عامل ایجادکننده عفونتشایع

 .(2)دباشـبا سیستم ایمنی تضعیف شده و دارای کاتتر می

هـا اللـو های بیمارسـتانی ناشـی از ایـن بـاکتریعفونت

ــه ــآطــور موفقیــتب  هــایی چــونبیوتیــ آنتــیا میــزی ب

از ایـن رو . (1)شـوندها درمـان مـیها و بتالاکتامکینولون

هـای بیمارسـتانی بیوتیکی در میـان پـاتوژنمقاومت آنتی

  (.1-6)ها استدلیل اکثر نگرانی

طریـ   از 3352 سـال در بـار اولین برای هاکینولون

انـواع  دهـه، 6 طول شدند. در معرفی اسید نالیدیکسی 

 عرضـه کلینیکـی مصـارف بـرای هـاکینولون از اوتیمتف

  اطر به وریدی یا  وراکی سیپروفلوکساسین (.3-5)شد

تـرین بـیش ادرار، دا ل به مناسو ترشح و سریع جذب

 مقاومـت. (3،30)دارد ادراری عفونت درمانج ت را کاربرد

 ،در حـال افـزایش اسـت یها به طور محسوسبه کینولون

های بالینی درصد سویه 60یش از به طوری که در چین ب

در  .(33)انـدشـدهاشرشیاکلی به سیپروفلوکساسین مقـاوم 

ترین و ها هم از شایعنولونیفلوروکدهه ا یر، مقاومت به 

مکانیسم  (.32)آیدترین عوامل به شمار میلیر قابل کنترل

، سیستم همانندسازی را هدف قرار داده هانولونیکعمل 

عمـل  IVژیراز و توپوایزومراز  DNA هایو روی آنزیم

ها به دو صـورت نولونیک. مکانیسم مقاومت (31)کندمی

ــت ــده اس ــزارش ش ــمیدی گ ــوزومی و پلاس  (.31)کروم

( انباشـتگی موتاسـیون در 3ی شـامل: کرمـوزوممقاومت 

( و یـا A,Bgyr) رازیژ DNA ، ِنولونیکهای هدف آنزیم

در ژن  ( موتاســیون2و  IV (parC,parE) زومرازیتوپــوا

های موجود در باکتری که موجـو انباشـتگی دارو پمپ

 (.36)شوددر دا ل باکتری می

از اهمیـت کـم  parEو gyrB های موتاسیون در ژن

باعـــ   gyrA. موتاســـیون در ژن (35)تــری بر وردارنــد

 این حال با گردد.می Asp-87و Ser-83 تغییر آمینواسید 

موجـو  هـانولـونفلوروکی از اسـتفاده روزافزون افزایش

 هـایبـاکتری در هـاکینولـون بـه نسبت مقاومت افزایش

چنین با توجـه . هم(31)است شده منفی گرم و گرم مثبت

ــون ــتفاده از فلوروکینول ــزون اس ــزایش روز اف ــه اف ــا، ب ه

ــی ــن آنت ــه ای ــت نســبت ب ــزایش مقاوم ــ اف ــا در بیوتی ه

هــا مشــاهده شــده هــای  ــانواده انتروباکتریاســهبــاکتری

 هدف اصلی ما در این مطالعه، تشصیج مقاومـت (.33)است

 ها )سیپروفلوکساسـین( علیه کینولونgyrAکروموزومی)ژن 

کلـی و های بالینی اشرشیاو نالیدیکسی  اسید( در سویه

 باشد.می sscp pcrکلبسیلا پنومونیه با استفاده از متد 
 

 مواد و روش ها
ایی های باکتریـدر این مطالعه آزمایشگاهی، ایزولـه

ادرار،  شـامل) مصتلـف نمونه بالینی 260 ازمورد استفاده 

از  2036از  ـرداد تـا دی مـاه   ون، ترشحات و ز ـم(

 شناسـیمیکروب به آزمایشـگاهبیماران بستری و سرپایی که 

 درمانی امام  مینی )ره( ساری ارسال شده -مرکز آموزشی

 شناسـیهای میکروبتستبودند، جداسازی و با استفاده از 

های ارسالی شناسایی شدند. نمونهاشریشیا کلی  به عنوان

یـا آگـار  مـ  کـانکیو های بلاد آگـار ابتدا در محیط

آگار )بـرای کشـت ادرار( )مرک، آلمان(  EMBمحیط 

درجـه  11سـاعت در دمـای  21 کشت شده و بـه مـدت

هـا، ج ـت شد. پس از رشد کلنیسانتی گراد انکوبه می

ریشیا کلی و کلبسیلا پنومونیه تعیین هویت و شناسایی اش

آمیزی گــرم، تســت های فنــوتیپی شــامل رنــ از تســت

، )مرک، آلمـان(آگار TSI اکسیداز، واکنش در محیط 

، SIMدر محـیط  H2Sبررسی تحـرک، تولیـد انـدول و 

، دکربوکسیلاسـیون لیـزین، آرژینـین و مصرف سـیترات

اســتفاده )مــرک، آلمــان(  MR/VPهای تســت وارنیتـین 

نوترینت بـرا  ها در ، نمونهتعیین هویتپس از  د.گردی

 -20 کشت شده و در دمـایدرصد گلیسرول  36حاوی 

 شدند.های بعدی ذ یره برای بررسیدرجه سانتی گراد 
 

 DNAاستصراج 
 روش  ژنومی  بـه DNA، رشد یافته هایباکتری از
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 4931، شهریور  461دوره بيست و هشتم، شماره    مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                              11

برای این کار به کمـ   .(33)گردید استصراج جوشاندن

ــس اســتریل  ســاعته 21کلنــی تــ  از کشــت  ،یــ  آن

در محـیط و کلبسیلا پنومونیـه  کلی اشریشیاهای باکتری

 استریل مولر هینتون آگار برداشته و در ی  میکروتیوب

 تقطیـر میکرولیتـر آب دو بـار 300میلی لیتر حـاوی  6/3

 36 دمـای در دقیقـه 3 مـدت بـه سپسشده حل گردید. 

هـا ار، نمونـهادامه کـ . درشد جوشانده گرادسانتی درجه

 .نـددقیقه سانتریفیوژ گردید 30به مدت  rpm 5000با دور 

 20منفـی  در دمـای الگـو،  DNAعنوان به رویی محلول

 نگ داری شد. PCRگراد برای انجام سانتی درجه
 

 تست حساسیت آنتی بیوتیکی
 نیپروفلوکساسیسهای بیوتی برای آنتی MICی بررس

انگلستان(  MAST)سا ت شرکت  دیاس  یکسیدینالو 

انجام گردید. در این روش، پس از ت یـه  E-testبا روش 

سوسپانسیون باکتریایی به روش نـیم مـ  فارلنـد، آن را 

روی پلیــت مــولر هینتــون آگــار منتقــل نمــوده و ســپس 

 بیوتیـ هر کدام معرف ی  نوع آنتـی که E-testنوارهای 

ــس از  ــرار داده و پ ــار ق ــر روی آگ ــود، ب ــاعت  21ب س

گراد، منطقه عدم رشـدی درجه سانتی 11یون در انکوباس

به صورت مثلثی شکل ایجاد شـد. سـپس بـا مراجعـه بـه 

 ،E-test جدول ارائه شده توسط شرکت سازنده نوارهای

های بیوتی های مذکور نسبت به آنتیحساسیت باکتری

 سیپروفلوکساسین و نالیدیکسی  اسید مشصج گردید.
 

Polymerase chain reaction (PCR) 

 پرایمرهای مورد استفاده در ایـن مطالعـه در جـدول

 .نشان داده شده است 3 شماره
 

  PCRواکنش در شده استفاده پرایمرهای توالی :1جدول شماره 

Reference Direction Sequence (5′ to 3′) Primer 

39 Forward GTACACCGTCGCGTACTTTA gyrA 
39 Reverse TGCGCCATACGAACGATGGT gyrA 

 

تاییـد و  NCBIاطلاعـاتی  پایگـاه طری  از پرایمرها

Blast تکاپوزیســت  شــرکت توســط آن از شــدند. پــس

کره ارسال گردید. ایـن  Bionerبرای سا ت به شرکت 

سا ته شدند و برای انجـام  pmol 300پرایمرها با للظت 

PCRللظت ، pmol 30 ترتیو این به شد، ت یه ها آن از 

پرایمـر  از میکرولیتـر 30 بـا آب میکرولیتـر 30مقدار  که

 36در حجم  PCRمصلو  اصلی واکنش  .شدند مصلو 

 میکرولیتـر 3میکرولیتر مستر میکس،  6/1میکرولیتر شامل 

میکرولیتـر آب  6/1و  DNAمیکرولیتـر  2از هر پرایمـر، 

 مرحلـه شـامل ترموسایکلر دستگاه برنامه مقطر، ت یه شد.

 بـه گـرادسـانتی هدرجـ 31 در دمای اولیه شدن واسرشته

 ادامـه یافـت. مرحلـه سـیکل 10 بـا بود که دقیقه 2 مدت

 بـه مـدت گـرادسانتی درجه 31 دمای در شدن واسرشته

 بـه گرادسانتی درجه 61 در دمای اتصال مرحله ثانیه، 10

 درجـه 12 دمـای در شـدن طویـل مرحله ثانیه، 10 مدت

 ن ـایی شـدن طویل مرحله و ثانیه 10به مدت  گرادسانتی

 ادامـه دقیقـه 6 مـدت بـه گـرادیسانتدرجه  12 دمای در

از الکتروفـورز ژل  PCRبرای بررسی محصولات  .یافت

 درصد استفاده شد. 2آگاروز 
 

 SSCP PCR(single strand conformation polymorfism) 

با  PCRمیکرولیتر از محصول  PCR ،5بعد از انجام 

برموفنـول  فرمامید،میکرولیتر از بافر بارگیری فرم آمید ) 5

مصلو   ، زایلن سیانول()مولار EDTA (6/0درصد(،  30)

در  Eppendorfدقیقــه دا ــل ترماســایکلر  5و بــه مــدت 

تـ   DNAگراد قرار داده شد تـا درجه سانتی 36دمای 

ها سریعاً در ژل آکریـل آمیـد سپس نمونهشود. ای رشته

 1و در دمای  220ساعت در ولتاژ  33به مدت  درصد 30

شـدندتا از تشـکیل مجـدد  گراد الکتروفورزدرجه سانتی

DNA ای ممانعت شود. بعـد از اتمـام الکتروفـورز،دو رشته 

 آمیزیکننده، رن برای رویت باندها از سه محلول تثبیت

  و ظاهرسازی استفاده گردید.
 

 تعیین توالی

به منظور تعیین توالی هر یـ  از الگوهـای بانـدی، 

( ng/µl 320تـر از)بـیش مناسو با للظت PCRمحصول 

انجام شـد. تعیـین  (Purification)آماده و  الج سازی 

توسـط شـرکت  Forward & Reverseتوالی به صورت 
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 پژوهشی

هـا بـا اسـتفاده از تکاپوزیست انجام شـد و سـپس تـوالی

مـورد تجزیـه و  CLC main work bench 5افـزار نـرم

 تحلیل قرار گرفت.
 

 یافته ها
ایزولـه  56، مطالعـه نیا درله شده نمونه ایزو 301از 

 هاینمونـه ازکلبسـیلا پنومونیـه  مـورد 13 واشرشیا کلی 

امـام  مینـی  مارستانیب به کننده مراجعه مارانیبمصتلف 

تـرین ایزولـه هـای جـدا بـیش .دیگرد زولهیا)ره( ساری 

نمونـه از  60باشند کـه شـامل های ادرار میشده از نمونه

باشـد. در بسـیلا پنومونیـه مـیمـورد کل 35اشرشیاکلی و 

مـورد اشرشـیا  3مورد کلبسـیلا پنومونیـه و  25حالی که 

کلی از ز م جداسازی گردیدند. لازم به ذکر است کـه 

، endotracheal secretionsترین نمونه جدا شـده از کم

مورد )کلبسـیلا پنومونیـه( ایزولـه گردیـد. از بـین  2تن ا 

درصد( و از بین  5/51مورد ) 12های اشرشیا کلی، نمونه

درصــد( از جــنس  1/56مــورد ) 26های کلبســیلا، نمونــه

ها جـدا شـدند. در جـنس ها از  انمی نمونهمذکر و بقیه

ترین تعداد های جدا شده، بیشمذکر، از بین اشرشیاکلی

درصد(  55/55مورد ) 23مربو  به نمونه ادراری ) نمونه

 تعــداد نمونــههای کلبســیلا، بــیش تــرین بــین نمونــهو از 

درصـد( بـوده  36/15مـورد ) 33مربو  به نمونـه ز ـم )

اسـت و از بـین اشرشـیا کلـی هـای جـدا شـده از جـنس 

مربـو  بـه نمونـه ادراری  ، بیش ترین تعداد نمونهمون 

های کلبسیلا پنومونیـه درصد( و از بین نمونه 35/16) 22

مربـو   ترین تعداد نمونه، بیشمون جدا شده از جنس 

دهنـده باشد. که نشـاندرصد( می 6/11) 3نمونه  ون به 

هـای مصتلـف اشرشـیاکلی، این است که در بین عفونـت

شـود، بـه موجو عفونت ادراری مـی تراین باکتری بیش

هـای مصتلـف ها ولی در بـین عفونـت صوص در  انم

کلبسیلا، الگوی  اصی دیـده نشـد و میـزان عفونـت در 

. ظر آماری نزدی  هم استهای مصتلف تقریباً از ننمونه

های مصتلف بـالینی های جدا شده از نمونهفراوانی ایزوله

 شود.مشاهده می 3در نمودار شماره 

 
 

فراوانی باکتری های اشرشیاکلی و کلبسیلا پنومونیه  :1نمودار شماره 

 در عفونت های مصتلف
 

به دسـت آمـده توسـط روش  MICحاصل از  بینتا

E-test نشان  دیاس  یکسیدیو نال نیساسپروفلوکیس یبرا

 (درصـد 1/3)نمونه   ی ، فقطE. coliی باکتردر  داد که

/ کروگـرممی 3≥و  MICحسـاس ) دیاس  یکسیدبه نالی

 نیپروفلوکساسـ( بـه سیدرصـد 5/1)نمونـه  1و ( تریلیلیم

 53 .( بودنـدتریلیلی/ مکروگرممی 3≥و از  MICحساس )

 نیپروفلوکساسـیس مقـاوم در برابـر( درصـد 3/31) نمونه

(MIC  تریلیلی/ م کروگرممی 1 ≤و)  مورد نیمه  3بودند و

هـای هیـپنوموندر میـان کلبسـیلا  .حساس مشاهده گردید

مقـاوم بودنـد، امـا  دیاسـ  یکسیدیجدا شده، همه به نال

 3/31) نمونـه 6 :بود متفاوت نیپروفلوکساسیس تیحساس

 /مکروگرمی 3≥و MIC)نیپروفلوکساسسیبه  اسحسدرصد( 

ــیم ــریلیل ــه 5(، ت ــ 1/36) نمون ــد( دارای مق  اومتـدرص

نمونه نسـبت بـه  21و  نیپروفلوکساسنسبت به سی متوسط

 (.2شماره  تصویرسیپروفلوکساسین مقاوم بودند )

 

 
 

برای باکتری های اشرشیا کلی و MIC نمونه  از  :2تصویر شماره 

 E-testبه روش  کلبسیلا پنومونیه
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 PCRکینولون ها با روش تشصیج ژن های مقاوم به 

هـا بـه کینولـونهای مقاوم بـه در مرحله بعد، ایزوله

 (.1شماره  تصویرمشصج گردید ) PCRوسیله 

 

 
 

در بـاکتری هـای  gyrAالکتروفـوروز محصـول ژن  :3شماره  تصویر

 اشرشیاکلی و کلبسیلا پنومونیه

M1  : مارکر(100 bp،)       2 ،1-5-6-1-1-3      : کنتـرل مثبـت-

 : کنترل منفی33      (،  gyrA ،152 bp: )ژن3-3-30

 
 gyrA(position 83 and 87)تشصیج موتاسیون در ژن 

در باکتری های اشرشیا کلی و کلبسیلا پنومونیه به وسیله 
 SSCP PCRروش 

با توجه بـه ایـن کـه تعیـین تـوالی در ایـن روش بـر 

 36اساس الگوهای متفاوت مـی باشـد، در مطالعـه مـا از 

الگوی متفاوت بر روی ژل پلـی  gyr A ،1نه، در ژن نمو

آکریل مشاهده و تعیین توالی شد و به سکانس فرسـتاده 

دست آمده از تعیین توالی )سکوینسین ( شدند. نتایب به

در این مطالعه برای تشصیج موتاسیون پس از انجام متد 

sscp  نشـــان داد کـــه در ژنgyr A ،33 ( ـــه  1/36نمون

 gyrA (position 83 andدو نقطـه  درصد( در یکـی از

 2درصد( در هر  1/31مورد ) 31موتاسیون داشتند و  (87

موتاسـیون داشـتند  gyrA (position 83 and 87)نقطـه 

که باع  تبدیل اسید آمینه ایزولوسین به فنیـل آلانـین و 

( 2آسپارژین به آلانـین گردیـده اسـت )جـدول شـماره 

ای کـه نمونـه 1است که  لازم به ذکر(. 1شماره  تصویر)

)تصویر یکی از نمونه های  ج ت سکانس ارسال گردید

(، بعـد از انجـام 6.تصـویر شـماره سکانسارسالی بـرای 

تا  (NCBI  Accession ANA95977.1سکویسین  در 

Accession ANA95971.1.ثبت گردید ) 
 

ــای  :2جدددول شددماره  ــه الگوه ــو  ب ــرای ژن  sscpمرب  در  gyrAب

 اشرشیا کلی و کلبسیلا پنومونیهباکتری های 
 

Amino acid  
changes 

Sequencing(N=7) Gene E.coli and  
K.pneumoniae 

SSCP  
Patterns 

 GyrA87 Gyr A83 parC gyrA  (A1-A7) 

Leu-Iso - + + + (E=6,K=4) A1(n=10) 

Iso-Leu - + + + (E=5,K=3) A2(n=8) 

Iso-Phe 

Asp-Al 

+ + + + (E=10,K=4) A3(n=14) 

Iso-Phe - + + + (E=7,K=7) A4(n=14) 

Iso-Tyr - + + + (E=12,K=5) A5(n=17) 

Iso-Ser - + + + (E=13,K=7) A6(n=20) 

Iso-Leu 

Asp-Asn 

- + + + (E=9,K=3) A7(n=12) 

 

A1 تاA7 =( 1الگوهایی که بر روی ژل مشاهده گردید )الگو 

n =30  اشرشیا یا کلبسیلا( از الگوینمونه( A1 باشد.می 

Eباکتری اشرشیا کلی = 
Kباکتری کلبسیلا = 

 

 
 

 GyrAبرای ژن  SSCP PCRالگوهای متفاوت  :4شماره  تصویر

، E4: الگوی E3،    3: الگوی E2،    5-1: الگوی E1،     6-3الگوی 

 E7: الگوی E6،    31: الگوی E5،     32: الگوی 33- 30

 

 
 

 gyrAیین توالی برای ژن ای از تع نمونه :5تصویر شماره 
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 پژوهشی

 بحث
ی هالیباس که شد داده نشانی قبل مطالعات طول در

اشرشـیاکلی   صوصه ب و ESBL دکنندهیتولی منف گرم

  طرنـاک پـاتوژن عوامـل عنـوان بـهکلبسیلا پنومونیه  و

. دنباشـمی مارسـتانیب و جامعـه در هـاعفونت جادیای برا

هـای بـالینی لهبیوتیکی در میان ایزوامروزه مقاومت آنتی

به ویژه  انواده انترو باکتریاسه از معضلات روند درمـان 

ــت ــای بیمارســتانی اســتعفون مصــرف گســترده  (.23)ه

بیـوتیکی در ها باع  افزایش مقاومت آنتـیبیوتی آنتی

طوری که مقاومت این باکتری این باکتری شده است، به

زارش ها در سراسر دنیا گبه سیپروفلوکساسین و بتالاکتام

 .(22)شده است

 هـایبیـوتیکیدر مطالعه حاضر، میزان مقاومت به آنتی

ــد ــ  مت   سیپروفلوکساســین و نالیدیکســی  اســید از طری

E 1/36در بـاکتری اشرشـیاکلی،  گیری شد.تست اندازه 

درصـد بـه  1/3درصد مقاوم به سیپروفلوکساسین و تن ـا 

نالیدیکســی  اســید حســاس بودنــد و در مــورد بــاکتری 

درصد مقاوم به سیپروفلوکساسین و  13سیلا پنومونیه، کلب

 نشان از کههمگی مقاوم به نالیدیکسی  اسید می باشند 

در مطالعه حاضر، با انجام  .باشدمی بالایی مقاومت میزان

الگوی متفـاوت  1ها در نمونه، تمامی SSCP PCRروش 

متفاوت به سکانس فرسـتاده  بندی شدند و الگوهایدسته

س از انجام سکانس مشصج گردید کـه تمـامی شدند. پ

بــــاکتری اشرشــــیاکلی و در  gyrAنمونــــه، در ژن  301

موتاسـیون داشـتند. از  gyrA 83کلبسیلا پنومونیه در نقطه 

، فقـط در gyrAاز ژن  الگوی فرستاده شده به سـکانس 1

 gyrAو  gyrA 83 نمونه( در هـر دو نقطـه 31ی  الگو )

چون سکانس کردن همـه موتاسیون مشاهده گردید.  87

ها هزینه بر و زمان بر است، لـذا در مطالعـه حاضـر نمونه

ــیون در ژن  ــصیج موتاس ــرای تش ــد  gyrAب ــ  مت ــا ی ب

نسبت بـه سـایر مطالعـات انجـام  (SSCP PCR)جدیدتر 

از  gyrA87و  gyrA83موتاســـیون در کـــدون گرفـــت. 

کلـی و کلبسـیلا های اشرشیاهای شایع در باکتریج ش

مقاوم به سیپروفلوکساسین و نالیدیکسی  اسـید پنومونیه 

که در مطالعـات مصتلـف نیـز گـزارش طوریباشد، بهمی

و همکــاران در  Minariniی گردیــده اســت. در مطالعــه

هـای مقـاوم اشرشـیاکلی، درصـد جدایـه 33، 2032سال 

و یـا هـر دو را بـا هـم  31یا  31های موتاسیون در کدون

هیچ موتاسـیونی مشـاهده  های حساسداشتند و در نمونه

 (.21)نشد که با مطالعه حاضر تقریباً شیوع مشاب ی داشتند

 ســال در همکــارانش و نصجــوانی توســط کــه ایهمطالعــ

ــر 2001 ــویه روی ب ــایس ــیاکلی ه ــدا اشریش ــده ج  از ش

 میـزان شـد، انجـام ت ـران شـ ر در ادراری هـایعفونت

 ،و سیپروفلوکساسـین اسید نالیدیکسی  به نسبت مقاومت

 مقایسـه با (.21)درصد بود 2/10و  درصد 1/13به ترتیو 

 ت ــران در شــده انجــام مطالعــه بــا حاضــر مطالعــه نتیجــه

 نالیدیکسـی  بـه مقاومـت میـزان کـه گردد می مشاهده

 توانـدمـی که باشدمی بالاتر بسیار حاضر مطالعه در اسید

 فوق داروی به مقاومت میزان افزایش به رو روند دلیل به

 حاصـل انتصابی فشار از ناشی و سال پنب زمان مدت طی

 در کـه نظر این از اما .باشد فوق داروی بالای مصرف از

 بـالاتر اسید نالیدیکسی  به مقاومت میزان مطالعه دو هر

 باشد،می سیپروفلوکساسین به مقاومت نیاز پیش که بوده

 سیپروفلوکساسـین به مقاومت افزایش .دارد وجود شباهت

 این و PMQRهای ژن افزایش شیوع با ریاسهانتروباکت در

 PMQR هایژن تنوع در افزایششامل  مقاومت در تغییر

 در دو هـر یـا  parCو gyrAهـای ژن در ج ش شیوع و

 . در تحقیقات به دست آمـدهاست مثبت PMQRهای سویه

هـای ( در  صـوص ج ـش2030و همکاران ) Kmetاز 

هـای ه جدایـهنشان داده شده ک gyrA parCرخ داده در 

بـرای  MICمقاوم به نالیدیکسی  اسید بـا سـطح بـالای 

 31و  31هـای سیپروفلوکساسین دارای ج ش در کـدون

هـا ی جدایـهاند و در همـهبوده parCدر  30و  gyrAدر 

رخ داده است که با مطالعه ما همصوانی  gyrAج ش در 

ی نمونه تقریباً در یکی از نقا  موتاسیون داردکه در همه

 2006ای کـه در سـال در مطالعـه (.26)وجود داشته است

نمونـه ی مقـاوم بـه  11در انگلستان انجام شد، با بررسی 

درصد گـزارش  12را  gyrAسیپروفلوکساسین شیوع ژن 
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ــد ــط  (.25)کردن ــه توس ــری ک ــه دیگ و  Whaitدر مطالع

انجام شد، نتایب مشـابه مطالعـه حاضـر ( 2000همکاران )

در ژن  36ی  ج ـش در کـدون  بود، با این تفاوت که

parC (.21)بوده است 

و همکـاران  Sáenz Yدر مطالعه دیگـر کـه توسـط 

ژن انجـام داده  1( بر روی جایگاه ج ش در ایـن 2001)

موتاسـیونی مشـاهده نگردیـد و  gyrBو  parEبودند، در 

هماننـد سـایر مطالعـات  parCو gyrA جایگاه ج ش در 

که بر اساس  SSCP PCRروش  (.23)گزارش شده است

 DNAتکفی  الکتروفورزی، ا تلافات تطبیقی در ردیـف 

هـایی سریع بـرای نمونـه راحت و نسبتاًی  روش  ،است

 چنـین ایـنهـم دارای موتاسیون هستند. است که احتمالاً

جفـت بـازی کـه بـه  100تـا  300های بین با قطعهروش 

 . ازکنـد وبی عمل مـی را به شودایجاد میPCR وسیله 

مقاومـت  روی بر تربیش مولکولی مطالعات ی انجامطرف

ــبت ــه نس ــون ب ــا،فلوروکینول ــتراتژی ه ــایاس ــانی ه  درم

شـود انجـام آمـد، لـذا توصـیه مـی  واهد جدیدی پدید

تر در نژادها، منـاط  جغرافیـایی مصتلـف و بـا مطالعات بیش

 ,gyrAها )چنین مطالعه این ژنتر و همهای بیشتعداد نمونه

parCهای باطشان با ژن( و ارتESBL بتـوان  بررسی شود تـا

 .راه کارهای درمانی مناسو را در پیش گرفت
 

 سپاسگزاری
مقالــه بصشــی از پایــان نامــه دوره ارشــد رشــته  ایــن

مصوب دانشـگاه علـوم پزشـکی باکتری شناسی پزشکی 

باشد. هزینه ایـن مطالعـه از طـرف معاونـت میمازندران 

لـذا نویسـندگان ایـن محترم پژوهشی تامین شـده اسـت. 

ــه ــات  مقال ــه تحقی ــی و کمیت ــرم پژوهش ــت محت از معاون

دانشجویی دانشگاه علوم پزشکی مازندران کمال تشـکر 

 و قدردانی را دارند.
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