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Background: The increasing emergence of antimicrobial resistance among gram negative bacteria especially 
Enterobacteriaceae has become a global problem. Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen, which 
recently due to causing broad spectrum of disease and antibiotic resistance has been lionized. Efflux pumps are one 
of the antibiotic resistance mechanisms, which were introduced in this bacteria. Therefore, the aims of this study 
were detection of oqxA, oqxB, acrA and acrB genes, evaluation of expression level of oqxA and acrA genes and 
determination of antibiotic resistance patterns  among Klebsiella pneumoniae  isolated at Tehran hospitals. 
Materials and Methods: In this descriptive study 83 Klebsiella pneumoniae were collected from patients attending 
to three hospitals in Tehran. Antibiotic susceptibility test was performed by disk diffusion method. The presence of 
oqxA, oqxB, acrA and acrB resistance genes was detected by PCR. The CCCP was used as efflux pump inhibitor and 
the oqxA, acrA genes expression level was analyzed by using real-time PCR.
Results: The most of strains showed to have OqxAB (96%) and AcrAB (97%) pumps. The use of efflux pump inhibitor 
showed different results for ciprofloxacin MIC. Real-time PCR assay showed higher expression level of OqxAB (2.3 
folds) and AcrAB (4 folds) pumps in resistant strains.
Conclusion: The existence of antibiotic resistance genes, increasing of Klebsiella pneumoniae strains, which become 
resistant to common antibiotics and nosocomial infections, highlights the need for particular detection,  prevention 
and control of spread of resistant bacteria.
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بررسی مقاومت آنتی‌بیوتیکی ایزوله‌های کلبسیلاپنومونیه و میزان بیان ژن‌های 
Real-Time PCR بااستفاده از acrA و oqxA

آرزو سعادتیان فریور1، جمیله نوروزی1*، گیتا اسلامی2، آذر سبکبار1، علی هاشمی2

1- گروه میکروب‌شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرج 
2- گروه میکروب‌شناسی دانشکده پزشکی دانشگاه شهید بهشتی

چكيده

 مقدمه: 
خانواده  از  و  غیرمتحرک  اختیاری،  بی‌هوازی  منفی،  گرم  باسیل  کلبسیلا‌پنومونیه 
انتروباکتریاسه است. این باکتری به‌عنوان پاتوژن فرصت‌طلب و عامل عفونت‌های 
می‌توان  باکتری  این  از  ناشی  عفونت‌های  جمله  از  است.  اکتسابی  و  بیمارستانی 
عفونت‌های‌تنفسی،  زخم،  عفونت  سپتی‌سمی،  ادراری،  عفونت‌های  پنومونی،  به 

آبسه‌های‌کبدی و مننژیت اشاره کرد. این عفونت‌ها اغلب توسط کلبسیلا‌پنومونیه 
مقاوم به چند دارو ایجاد می‌شوند که باعث نگرانی مراکز درمانی شده است)1(. 

افقی ژن‌های  انتقال  از طریق  را  دارویی  باکتری‌ها مقاومت چند  احتمال می‌رود  
آورده‌اند‌)2(.  به‌دست  انتگرون‌ها  مثل  ژنتیکی  متحرک  عناصر  واسطه  به  مقاومت 
ژن‌های   کینولون‌ها)3(،  به  مقاومت  ژن  به  می‌توان  مقاومت  ژن‌های  جمله  از 

نویسنده مسئول: جمیله نوروزی 
nowrooziJ@yahoo.com :پست الکترونیک

مقاله پژوهشی

سابقه و هدف: افزایش مقاومت ضد میکروبی در باکتری‌های گرم منفی به خصوص  خانواده انتروباکتریاسه به مشکل جهانی تبدیل شده است. کلبسیلا‌پنومونیه 
پاتوژن فرصت‌طلب گرم منفی است که به  دلیل ایجاد طیف وسیعی از بیماری‌ها و مقاومت آنتی‌بیوتیکی امروزه مورد توجه قرار گرفته است. پمپ‌های ترشحی 
 oqxB ,oqxA ,acrA ,acrB به‌عنوان یکی از مکانیزم‌های مقاومت به آنتی‌بیوتیک‌ها در این باکتری مطرح است.  بنابراین هدف از این مطالعه تشخیص ژن‌های
تعیین میزان بیان ژن‌های oqxA ,acrA و بررسی الگوی مقاومت آنتی‌بیوتیکی در میان ایزوله‌های بالینی کلبسیلا‌پنومونیه جداشده از بیمارستان‌های تهران بوده است. 
حساسیت  تست  شدند.  جمع‌آوری  تهران  در  بیمارستان  سه  به  مراجعه‌کننده  بیماران  از  کلبسیلا‌پنومونیه   83 تعداد  توصیفی،  مطالعه  این  در  بررسی:  روش 
آنتی‌بیوتیکی با روش انتشار از دیسک انجام شد. وجود ژن‌های مقاومت oqxA, oqxB, acrA و acrB با استفاده از تکنیک PCR بررسی شد. از CCCP به‌عنوان 

مهارکننده استفاده شد و سپس میزان بیان ژن‌های oqxA و acrA از طریق Real-time PCR بررسی شد. 
 MIC در  را  متفاوتی  نتایج  دفعی،  پمپ  مهارکننده  از  استفاده  بودند.  97درصد(   AcrAB و  درصد(   96  OqxAB( پمپ‌های  دارای  نمونه‌ها  اکثر  یافته‌ها: 
سیپروفلوکساسین نشان داد. Real-time PCR، افزایش بیان 2/3 برابری پمپ دفعی OqxAB و  چهار برابری پمپ دفعی AcrAB در سویه‌های مقاوم را آشکار کرد. 
نتیجه‌‌گیری: وجود ژن‌های مقاومت آنتی‌بیوتیکی، افزایش سویه‌های کلبسیلا‌پنومونیه مقاوم به آنتی بیوتیک‌های متداول و افزایش عفونت‌های بیمارستانی، لزوم 

تشخیص دقیق باکتری‌های مقاوم و جلوگیری از ایجاد مقاومت‌های جدید و کنترل گسترش مقاومت‌ها را ضروری  می‌کند. 

Real-Time PCR -واژگان کلیدی: کلبسیلا‌پنومونیه- پمپ‌های ترشحی- مقاومت ضدمیکروبی

تاریخ پذیرش مقاله: 1395/3/25 		 تاریخ دریافت مقاله: 1394/9/29

     دور 40، شماره 1، 1395، صفحات 42 تا 48
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کرد)4(.  اشاره   (ESBLs)وسیع‌الطیف بتالاکتامازهای  ترانسفراز،  متیل   16SrRNA
مقاومت  از  شده‌ای  شناخته  مکانیسم  آنتی‌بیوتیک،  دفع  پمپ‌های  دیگر،  از طرف 
 E.coli بار به‌عنوان عامل مقاومت به تتراسایکلین در باکتری‌هاست که نخستین 
توصیف شد‌)7(‌. از آن به بعد، پمپ‌های دفعی بسیاری در باکتری‌های گرم مثبت و 
گرم منفی گزارش شده است)8(. این سیستم‌ها، مواد محلول را به خارج از سلول 
دفع می‌کنند. پمپ‌های دفعی باکتریایی براساس تعداد  ترکیب‌های تشکیل دهنده، 
تعداد مناطق transmembrane- Spanning، منبع انرژی  استفاده شده پمپ و نوع 

مولکول‌هایی که دفع می‌کنند به  شش خانواده تقسیم می‌شوند: 
 .)9( ABC 1، MFS2، MATE 3، SMR 4، RND 5، DMT 6

در  آنتی‌بیوتیکی  مقاومت  ایجاد  در   ،RND خانواده  دفعی،  پمپ‌های  میان  از 
باکتری‌های گرم منفی  به خصوص سودوموناس آئروجینوزا و گونه‌های متعلق به 
خانواده انتروباکتریاسه اهمیت دارند که این پمپ‌ها از طریق دفع مواد غیرضروری از 
میان غشای سیتوپلاسمی عمل می‌کنند )8(. در مقابل، در باکتری‌های گرم مثبت، 

پمپ‌های دفعی MFS و ABC بیشتر یافت می‌شوند‌)9(. 
از میان پمپ‌های دفعی متعلق به خانواده RND می‌توان به پمپ دفعی OqxAB و 
AcrAB اشاره کرد که وجود آن در کلبسیلا‌پنومونیه هم گزارش شده است‌)10(. 
پمپ دفعی OqxAB از دو ژن oqxA و oqxB تشکیل شده که هم روی کروموزوم 
در  مقاومت  ایجاد  عامل  پمپ‌ها  این   .)12 دارند‌)11و  قرار  پلاسمید  روی  هم  و 
برابر فلوروکینولون‌ها و بیوسایدهایی از قبیل تریکلوسان، کلروهگزیدین و اتیدیوم 
دودسیل  )سدیم    SDS برابر  در  تحمل  افزایش  همچنین  هستند‌)12(.  بروماید  
وجود  خمیردندان  و  شامپو  مثل  خانگی  موادشیمیایی  از  بسیاری  در  که  سولفات( 
دارد، در سویه‌های حاوی پمپ OqxAB گزارش شده است‌)13(.  به تازگی دو ژن 
 )14(MGH75878‌ کلبسیلا‌پنومونیه کروموزوم  روی   oqxAB اپرون  با  ارتباط  در 
 oqxR و  رونویسی(  کنده  فعال  )کدکننده    rarA شامل  که  است  شده  شناخته 
بیان  افزایش  از آن است که  نتایج حاکی  )کدکننده مهارکننده رونویسی( هستند. 

rarA در کنار کاهش بیان oqxR باعث بیان اپرون oqxAB می‌شود‌)15(. 
سویه‌های  ذاتی  مقاومت  ایجادکننده  اصلی  پمپ‌های  از   AcrAB ترشحی  پمپ 
پمپ  این  است.  سیپروفلوکساسین  به‌ویژه  فلوروکینولون‌ها  علیه  کلبسیلا‌پنومونیه 
تتراسایکلین،  کلرامفنیکل،  به  مقاومت  سبب  کینولون‌ها  به  مقاومت  بر  علاوه 
‌تری متوپریم، بتالاکتام‌ها و ماکرولیدها هم می‌شود)16(. در نتیجه فلوروکینولون‌ها 
که به نظر می‌آمد انتخابی مناسب در درمان عفونت‌های ناشی از کلبسیلا‌پنومونیه 
باشد، در  مطالعه‌های بسیاری ، افزایش مقاومت باکتری نسبت به آنتی‌بیوتیک‌های 
فوق گزارش شده است‌)13(. این مسئله‌مشکلات جدی در درمان انسان‌ها به وجود 
افزایش  کلبسیلا‌پنومونیه  در  است.  کرده  محدود  را  درمانی  انتخاب‌های  و  آورده 
بیان پمپ AcrAB و به تازگی OqxAB در ارتباط با افزایش مقاومت آنتی‌بیوتیکی 
به  است.  نشده  شناسایی  آن  تنظیم  مکانیسم‌های  سایر  ولی  است،  شده  گزارش 
علاوه نشان داده شده که AcrAB در بیماری‌زایی باکتری هم دخالت دارد، ولی 
نقش OqxAB هنوز مشخص نیست. در مطالعه‌ای گزارش شده که افزایش بیان 
oqxAB که در نتیجه جهش در ژن oqxR  است، به مقاومت آنتی‌بیوتیکی ایزوله‌های 
بالینی کلبسیلا‌پنومونیه منجر می‌شود که البته تیجسیکلین مستثنا است. همچنین 
گزارش شده که حضور پمپ AcrAB به همراه افزایش بیان پمپ OqxAB در ایجاد 

پتانسیل بالای بیماری‌زایی دخیل است‌)17(. 
از  استفاده  باکتری‌ها  در  مختلف  پمپ‌های  فعالیت  تشخیص  روش‌های  از  یکی 
فعالیت پمپ متوقف  این صورت که در حضور مهارکننده،  به  مهارکننده‌ها است. 
می‌شود و در نتیجه باعث کاهش MIC آنتی‌بیوتیک مدنظر در باکتری مورد مطالعه 
می‌شود. بنابراین مهارکننده می‌تواند به ما نشان دهد که چه آنتی‌بیوتیک‌هایی در 

1. ATP-binding cassette (ABC) Super family 	
2.The major facilitator super family (MFS) 	
3.The multidrug and toxic compound extrusion (MATE) 	
4.The Small multidrug resistance (SMR) family 	
5.The resistance-nodulation-division(RND) superfamily 	
6.The drug metabolite transpoter (DMT) superfamily 	

درمان عفونت‌های حاصل از باکتری مورد مطالعه،  به احتمال بی‌اثر است)16، 19، 18(.
(Carbonyl Cyanide m-chlorophenyl hydrazone CCCP) جزو مهارکننده‌های 
انجام  غشا  از  پروتون  گرادیان  مسدودکردن  طریق  از  را  مهار  که  است  سنتتیک 

می‌دهد‌)19(. 
میزان بیان پمپ‌های دفعی می‌تواند در افزایش یا کاهش مقاومت باکتری نسبت 
روش  از طریق  میزان  این  بررسی  که  باشد  داشته  دخالت  آنتی‌بیوتیک خاص  به 
Real-time PCR امکان‌پذیراست )12(.  بنابراین هدف از این مطالعه نقش ژن‌های 
acrB ,acrA ,oqxB ,oqxA در میان ایزوله‌های بالینی کلبسیلا‌پنومونیه جداشده از 
است.  بوده  خمینی  امام  و  طالقانی  مفید،  بیمارستان‌های  به  مراجعه‌کننده  بیماران 
 ،Real-time PCR از طریق acrA و oqxA همچنین بررسی میزان بیان ژن‌های
مطالعه الگوی مقاومت آنتی‌بیوتیکی و تعیین ارتباط آن با میزان بیان پمپ‌ها انجام  

شده است. 
مواد و روش‌ها: 

جمع‌آوری باکتری‌ها و انجام تست حساسیت آنتی‌بیوتیکی 
به  مشکوک  نمونه‌های   ،94 مرداد  تا   93 شهریور  از  توصیفی  مطالعه  این  در 
طالقانی  مفید،  بیمارستان‌های  به  مراجعه‌کننده  بیماران  از  کلبسیلا‌پنومونیه  وجود 
تحقیقاتی  آزمایشگاه  به  انتقال  از  پس  نمونه‌ها  شدند.  جمع‌آوری  امام‌خمینی  و 
و   EMB محیط‌های  روی  بهشتی،  شهید  پزشکی  علوم  دانشگاه  میکروب‌شناسی 
مک کانکی آگار کشت داده شدند و در 37 درجه سانتی‌گراد به مدت 24 ساعت 
تست‌های  منفی،  گرم  باسیل‌های  مشاهده  و  لام  تهیه  از  بعد  شدند.  نگهداری 
 ،MRVP ,TSI ,SIM ،بیوشیمیایی معمول نظیر کشت در محیط لیزین دکربوکسیلاز
سپس  شد.  انجام  کلبسیلا‌پنومونیه  تأیید  برای  اکسیداز   تست  و  سیترات  و  اوره 
درجه   -70 در  گلیسرول  و   TSB (Triptic Soy broth) محیط  در  باکتری‌ها 

سانتی‌گراد برای انجام مراحل بعدی مطالعه ذخیره شدند. 
محیط  روی  دیسک  از  کربی‌‌بوئرانتشار  روش  با  میکروبی  ضد  حساسیت  تست 
مولرهینتون آگار، نسبت به 16دیسک آنتی‌بیوتیکی (Mast Group. UK) افلوکساسین 
OFx ,5µgr، سیپروفلوکساسین CIP, 5µgr، نورفلوکساسین NOR,10µg جنتامایسین 
GM, 10µgr ، آمیکاسین AK, 30µgr، استرپتومایسین HLS, 10µgr، توبرامایسین 
 CTX, سفوتاکسیم ،TIC, 75µgr تیکارسیلین ،K ,30µgr کانامایسین ،TOB, 10µgr
 ،IMI, 10µgr ایمیپنم ATM, 30µgr آزترونام ،CAZ, 30µrg 30، سفتازیدیمµgr
‌تری متوپریم TR, 5µgr، کلرامفنیکل C, 30µgr و کلیستین CO, 10µgr انجام و از 
 E. coli ATCC 25922 به‌عنوان کنترل کیفی استفاده شد و نتایج طبق رهنمودهای

CLSI clinical and laboratory standards Insitute)2013( بررسی شدند. 
:DNA استخراج

 37 در  و  شده  داده  کشت   (Luria-Bertani broth LB) محیط  در  باکتری‌ها 
درجه سانتی‌گراد به مدت 24 ساعت نگهداری شدند. سپس DNA با استفاده از 
کیت Genet bio )کره جنوبی( طبق دستورالعمل کیت استخراج شد و DNA در 

20- درجه سانتی‌گراد برای مراحل بعدی  مطالعه ذخیره شد. 
 :acrB, acrA, oqxB, oqxA شناسایی ژن‌های

حضور ژن‌های acrB, acrA, oqxB, oqxA با استفاده از تکنیک PCR و پرایمرهای 
در  موجود  نوکلئوتیدی  توالی  اطلاعات  با  پرایمرها  توالی  شد.  بررسی  اختصاصی 
در  تکثیر  واکنش   .)1 شماره  )جدول  شد  تأیید  و  مقایسه   (blast Gene Bank)
اصلی مخلوط  از   12/5µL شامل   (eppendrof Master Cycler 25µL) حجم 

    0 / 4 m M ,
 Taq واحد   0/08 و  فسفات  نوکلئوتید‌تری  داکسی  از  هرکدام  از   3mM mgCl2
از  کدام  هر  از  میکرو‌لیتر  یک  یونیزه،  آب  میکرولیتر   7/5 پلیمراز،   DNA
شرایط:  در  و  الگو   DNA از  میکرو‌لیتر   3 و   Reverse,Forward پرایمرهای 
/5 و به دنبال آن 36 چرخه شامل  اولیه 94 درجه‌سانتی‌گراد برای  دناتوره شدن 
پرایمر  به  )وابسته    annealing  ،45" برای  درجه‌سانتی‌گراد   94 شدن  دناتوره 
نهایی  و طویل شدن   45" برای  استفاده شده(، طویل شدن 72 درجه‌سانتی‌گراد 
 )  w ( % 1 در ژل آگارز PCR 72 درجه‌سانتی‌گراد برای /5 انجام شد. محصولات
و بافر EDTA) TBE، اسیدبوریک و Tric HCl( در ولتاژ 95 برای "45 الکتروفورز 

بررسی مقاومت آنتی بیوتیکی ایزوله‌های کلبسیلا پنومونیه /  44  
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:)CAT. NO: PR8252C شرکت سیناکلون، کرج- ایران master mix2x(

__
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شدند و سپس با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی شده و  با دستگاه gel doc بررسی 
شدند. اندازه قطعات تکثیر شده با کمک ladder100bp  )شرکت سیناکلون(مقایسه 
و مشخص شد. سپس نمونه‌ها  برای تأیید توالی به شرکت Bioneer )کره جنوبی( 
فرستاده شدند و نتایج با استفاده از نرم‌افزار FinchT.V و Blast در NCBI، بررسی 
نمونه‌های  و   ATCC  700603 کلبسیلا‌پنومونیه  بررسی  این  در  شدند.  تأیید  و 

اهدایی از بیمارستان به‌عنوان کنترل مثبت استفاده شدند. 
پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه

: CCCP روش
 Minimum inhibitory concentration (MIC) یا  بازدارندگی  غلظت  حداقل 
سیپروفلوکساسین با استفاده از روش میکرودیلوشن براث در حضور و عدم حضور 
غلظت ثابتی از ترکیب CCCP به‌عنوان مهارکننده پمپ ترشحی بررسی شد. نقش 
آن در سویه‌های دارای OqxAB و AcrAB در ایجاد مقاومت به سیپروفلوکساسین 
بود.   25µg/mL چاهک‌ها  در   CCCP نهایی  غلظت  آمد.  دست  به  طریق  بدین 
مقایسه MIC سیپروفلوکساسین در حضور CCCP و در غیاب آن  برای آشکارشدن 
سیپروفلوکساسین  به  حساس  نیمه  و  مقاوم  سویه‌های  در  دفعی  پمپ  نقش 
نشان‌دهنده   ،CCCP اضافه شدن  از  بعد   MIC برابری  کاهش 2-16  انجام شد. 
سودوموناس  از  بود ‌)20(.  سیپروفلوکساسین  به  مقاومت  ایجاد  در  پمپ‌ها  نقش 
آئروجینوزا ATCC27853 و سودوموناس آئروجینوزا PAO1 به‌عنوان کنترل مثبت 
رشد  شد.  استفاده  منفی  کنترل  به‌عنوان  سیپروفلوکساسین  فاقد  چاهک‌های  و 
باکتری‌ها در پلیت حاوی 25µg/mL CCCP و فاقد آنتی‌بیوتیک، موید این مطلب 

بود که این غلظت از CCCP، ممانعتی برای رشد باکتری ندارد. 
:Real-time PCR انجام روش

استخراج کیت  توسط  شده،  ایزوله  کلبسیلا‌پنومونیه  سویه‌های  از   RNA 
RNA RNX-plus solution  )شرکت سیناکلون، کرج ایران( استخراج شد. 

در مرحله بعدی با استفاده از آنزیم DNase )شرکت فرمنتاز(، ‌DNA های احتمالی که 
به کمک کیت سنتز  آن  از  بودند، حذف شدند. پس  استخراج شده   RNA به همراه 
ساخته   cDNA شده،  استخراج  RNAهای  از   ،(TaKaRa cat. PRO37Q) CDNA
 cDNA کیفیت ،Real- time PCR شد. بعد از آن  برای تأیید اختصاصیت پرایمر‌های
انجام شد.   RT-PCR،annealing مناسب  دمای  آوردن  به دست  برای  و  سنتز شده 
شده  داده  نشان   oqxA, acrA ژن‌های  برای  شده  استفاده  پرایمرهای   2 جدول  در 
شرکت  کیت  از  استفاده  با  میکرو‌لیتر  حجم20  در   Real time PCR سپس  است. 
Genet bio  CAT. NO: Q9210 کره جنوبی به‌صورت زیر انجام شد: 10میکرولیتر از 
Prime Qmaster mix (2x) with syber green، پنج میکرو‌لیتر از Depc water، یک 
میکرو لیتر از پرایمر Forward،  یک‌میکرو‌لیتر از پرایمر Reverse،  یک میکرولیتر از 
 Corbet تکثیر  قطعه‌های موردنظر در دستگاه .CDNA و 2 میکرولیتر از Rox dye
با برنامه دناتوراسیون اولیه  95 درجه سانتی‌گراد برای یک دقیقه )1 چرخه( و تکثیر 
و  ثانیه   30 برای  سانتی‌گراد  درجه   57 ثانیه،   30 برای  سانتی‌گراد  درجه   95 شامل 

72 درجه سانتی‌گراد برای 50 ثانیه و 40 چرخه انجام شد. 
 برای ژن oqxA )21( از ژن خانه‌دار PROB )22( و برای ژن acrA از ژن خانه‌دار 
استفاده شد. سپس  ایزوله  برای هر  بیان ژن هدف  با میزان  برای مقایسه   rrSE
برای محاسبه میزان بیان ژنی و رسم نمودارهای مربوطه از نرم‌افزار Rest استفاده 
شد، بدین صورت که CT (critical threshold cycle) با نرم‌افزار مشخص و مقدار 
بیان ژن هدف محاسبه شد. آنالیز میزان بیان با اندازه‌گیری نسبی بیان mRNA در 

مقایسه با سویه استاندارد کلبسیلا‌پنومونیه )ATCC700603( انجام شد. 
آنالیز آماری داده‌ها:

داده‌های جمع‌آوری شده با استفاده از نرم‌افزار آماری spss v.22 تحلیل شد. برای 
تحلیل داده‌ها از آمار توصیفی )فراوانی، درصد، میانگین( استفاده شد و در بخش 
استنباطی ارتباط بین متغیرهای بررسی شده از طریق آزمون‌های ضریب بررسی 
 P>برای تعیین ارتباط معناداری در سطح احتمال 5 درصد  Chi-square اسپیرمن و

بررسی  شده است. 
یافته‌ها:

جداسازی باکتری‌ها و الگوی مقاومت آنتی‌بیوتیکی :
83 مورد کلبسیلا‌پنومونیه از بیماران ایزوله شدند. 29 )35درصد( باکتری از بیماران 
مراجعه‌کننده به بیمارستان طالقانی، 21 )25/3درصد( باکتری از بیمارستان مفید،  
)39/8درصد( باکتری از بیماران مراجعه‌کننده به بیمارستان امام خمینی جمع‌آوری 
 )%19/3( ادراری،16  نمونه‌های  از  مورد   )% 61/4(  51 ایزوله   83 کل  شد.از 
مورد از نمونه خون، 5 )6%( مورد از زخم، 4 )4/8%( مورد از خلط، 3 )%3/6( 
میان  از  منابع جداسازی شدند.  از سایر  مورد   )%4/8( و 4  درون شکم   از  مورد 
بیماران مراجعه کننده 29 )35 %( مرد، 25 )30/1%( زن، 26 )31/3%( کودک و 
3 )3/6%( مورد نامشخص بود. 58 )69/9%( مورد از بیماران بستری در بیمارستان 
بودند و 19)22/9%( مورد مراجعه کننده به اورژانس و 6 )7/2%( مورد هم نامعلوم 

45 / جمیله نوروزی و همکاران
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GGCAAGAGCCAAAACGCAGGoqxA-F
GGGGCGTCATTTGGTGoqxA-R

CGAAGAAAGACCTCCCACCCoqxB-F
CGCCGCCAATGAGATACAoqxB-R

ATTAACCCTGACGCCCTGCTAcrA-F
TGCGCTTTTACCTGCACACCAcrA-R

CGTCTCCATCAGCGACATTAACAcrB-F
GAACCGTATTCCCAACGCGAAcrB-R

 Real Time PCR جدول 2. پرایمرهای استفاده شده در
PCRGGCAAGAGCCCAAAAACGCAGGoqxA-F

GGGGCGTCATTTGGTGoqxA-R

AACGTCGTATCTCCGCACTCRPOB-F

CGATACGGCGTCTCAAGGAARPOB-R
ATTAACCCTGACGCCCTGCTacrA-F
TGCGCTTTTACCTGCACACCacrA-R

TTGACGTTACCCGCAGAAGAArrsE-F
GCTTGCACCTCCGTATTACCrrsE-R

(%) مقاوم(%) نیمه حساس(%) حساسآنتی‌بیوتیک

 )65%(54 )7/2%(6 )27/8%( 23افلوکساسین
 )68/7%(57 )7/2%(6 )24/1%(20سیپروفلوکساسین
 )66/3%(55 )7/2%(6 )26/5%(22نورفلوکساسین
 )66/3%(55 )9/6%(8 )24/1%(20جنتامایسین
 )51/8%(43 )6%(5 )42/2%(35آمیکاسین

 )56/7%(47 )9/6%(8 )33/7%(28توبرامایسین
 )79/5%(66 )10/9%(9 )9/6%(8کانامایسین
 )82%(68 )4/8%(4 )13/2%(11تیکارسیلین

 )16/9%(14 )7/2%(6 )75/9%(63استرپتومایسین
 )85/5%(71 )6%(5 )8/5%(7سفوتاکسیم
 )78/3%(65 )8/4%(7 )13/3%(11سفتازیدیم
 )79/5%(66 )7/2%(6 )13/3%(11آزترونام
 )45/8%(38 )8/4%(7 )45/8%(38ایمیپنم

 )74/7%(62 )4/8%(4 )20/5%(17تری‌متوپریم
 )21/7%(18 )22/9%(19 )55/4%(46کلروامفنیکل

 )16/9%(14- )83/1%(69کلیستین

جدول 1. نتایج تست حساسیت آنتی‌بیوتیکی کلبسیلا‌پنومونیه ایزوله شده از بیماران
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بود.. الگوی مقاومت آنتی‌بیوتیکی در جدول شماره 1 آمده است. از میان نمونه‌ها 
و  نورفلوکساسین  افلوکساسین،  یعنی  فلوروکینولون‌های  به  مقاومت  30 سویه که 
سیپروفلوکساسین را نشان دادند، به سایر عوامل ضدمیکروبی استفاده شده در این 

مطالعه )جز کلیستین( هم مقاوم بودند. 
یا بیشتر مقاوم بودند که  آنتی‌بیوتیک‌ها  از  از 83 نمونه، 66 نمونه به سه کلاس 
MDR  (Multi drug resistant)ها  جزو  )79/5درصد(  نمونه    66 این  نتیجه  در 
طبقه‌بندی شدند. از 57 سویه مقاوم به سیپروفلوکساسین، 55 )96/5درصد( سویه 
MDR بودند و از شش سویه  نیمه حساس به سیپرو فلوکساسین 3 )50 درصد( 

مورد فنوتیپ MDR نشان دادند. 
 :acrB, acrA, oqxB, oqxA ژن‌های PCR نتایج حاصل از

روش PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی نشان داد که 96درصد از سویه‌های 
از  97درصد  همچنین  بودند.   oqxB و   oqxA ژن‌های  دارای  کلبسیلا‌پنومونیه 
سویه‌های جداشده حاوی ژن‌های acrA و acrB بودند. همه سویه‌های مقاوم به 
فلوروکینولون‌ها  )افلوکساسین، سیپروفلوکساسین و نورفلوکساسین( جز سه مورد 
دارای ژن‌های oqxA و oqxB بودند. همچنین این سویه‌های مقاوم جز در دو مورد، 

بقیه وجود acrA و acrB را هم نشان دادند. 
:CCCP نتایج

همانطور که گفته شد  برای آشکارشدن نقش پمپ دفعی در سویه‌های مقاوم به 
هم  با  نتایج  و  انجام   ،CCCP حضور  عدم  و  حضور  در   MIC سیپروفلوکساسین، 
دسته  دو  به  سیپروفلوکساسین  به  حساس  نیمه  و  مقاوم  نمونه‌های  شد.  مقایسه 
تقسیم شدند. دسته اول آن‌هایی که در حضور MIC ,CCCP آن‌ها تغییری نکرد. 
دسته دوم کاهش 16-2 برابری MIC را در حضور CCCP نشان دادند. در گروه 
اخیر به دلیل کاهش MIC در حضور CCCP، احتمال دخالت پمپ دفعی در ایجاد 
مقاومت به سیپروفلوکساسین در سویه‌های مذکور وجود دارد. رشد این سویه‌ها در 
پلیت حاوی µg/mL CCCP 25 موید این مطلب بود که مهارکننده در این غلظت 

به تنهایی اثر ضدمیکروبی ندارد. 
ایزوله    38 حساس،  نیمه  نمونه  و شش  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم  نمونه   57 از 
)40درصد(  نمونه   25 اما  ندادند.  نشان   MIC تغییر   CCCP در حضور  )60درصد( 

کاهش 2-16 برابری داشتند. 
:Real-time PCR نتایج

واضح است که ارتباطی بین مقاومت به آنتی‌بیوتیک‌ها و حضور بعضی ژن‌ها وجود 
فلوروکینولون‌ها  به  مقاومت  در   acrA و   oqxA ژن‌های  نقش  تعیین  برای  دارد. 
به‌ویژه سیپروفلوکساسین، از روش Real-time PCR استفاده شد. در مطالعه حاضر 
و  حساس  نیمه  7/2درصد  سیپروفلوکساسین،  به  مقاوم  ایزوله‌ها  از  68/7درصد 
24/1درصد به سیپروفلوکساسین حساس بودند. همانطور که گفته شد نمونه‌های 
مقاوم به سیپروفلوکساسین به دو دسته تقسیم شدند. دسته اول ایزوله‌هایی که با 
مهار کننده، تغییری در MIC نداشتند، اما دسته دوم، ایزوله‌هایی بودند که در حضور 
مهار‌کننده، کاهشی در MIC را نشان دادند. نتایج Real-time PCR برای سویه‌هایی 
که تغیر در MIC سیپرو‌فلوکساسین در حضور مهارکننده را نشان داده بودند، حاکی 
از افزایش چهار برابری بیان acrA و 2/3 برابری oqxA نسبت به سویه استاندارد 
ایزوله‌های ذکر شده،  بیان  ATCC700603 بود. همچنین میزان  کلبسیلا‌پنومونیه 
از   استاندارد کمتر  MIC سویه  اینکه  به  توجه  با  بود.  نمونه‌های حساس  از  بیشتر 
بالینی حساس به  از سویه‌های  بیان پمپ در آن بیشتر  دو بود و همچنین میزان 
این  در  سیپرو‌فلوکساسین  به  مقاومت  ژن  هیچ  طرفی  از  بود؛  سیپرو‌فلوکساسین 
سویه مشاهده نشده‌)12(نقش این پمپ در مقاومت به سیپرو فلوکساسین مشخص 

می‌شود. 
بحث:

تحقیق نشان داد بیشترین حساسیت به آنتی‌بیوتیک‌های کلیستین،استرپتومایسین، 
جمله  از  فلوروکینولون‌ها  مقاومت  شد.  داده  نشان  ایمیپنم  و  کلرامفنیکل 
سیپروفلوکساسین، نوروفلوکساسین و افلوکساسین بترتیب 68/7درصد، 66/3درصد، 
65درصد بود. Yuan و همکارانش‌)23( مقاومت به سیپروفلوکساسین را در 66درصد 
و حضور ژن‌های oqxA و oqxB را در نمونه‌های مقاوم به کلبسیلا‌پنومونیه100درصد 

گزارش کردند)23(. نتایج مطالعه حاضر که مقاومت 68/7 درصد به سیپروفلوکساسین 
را نشان داد و اینکه96 درصد سویه‌ها دارای ژن‌های oqxA و oqxB بودند با نتایج 
Yuan مطابقت دارد. همچنین 97 درصد از ایزوله‌های کلبسیلا‌پنومونیه دارای ژن 
acrA بودند. در مطالعه پاکزاد و همکارانش تمام سویه‌های کلبسیلا‌پنومونیه مقاوم 
به سیپروفلوکساسین در PCR ژن acrA را دارا بودند)16( که با نتیجه مطالعه حاضر 

هماهنگ است. 
همانطور که گفته شد در مواقعی، مقاومت آنتی‌بیوتیکی می‌تواند در نتیجه عملکرد 
مهارکننده‌های  که  کرده  مطالعه‌هایی مشخص  تازگی  به  باشد.   دفعی  پمپ‌های 
پمپ‌های دفعی قادر به تغییر الگوی مقاومت از طریق انسداد پمپ‌های دفعی و خارج 
کردن آنتی‌بیوتیک‌ها  هستند )24(. بنابراین برای بررسی اینکه آیا وجود پمپ‌ها در 
کلبسیلا‌پنومونیه می‌تواند عامل مقاومت باشد یا نه، از مهارکننده CCCP استفاده 
برگشت  باعث   CCCP در مطالعه حاضر،  ارزیابی شود.  دفعی  فعالیت پمپ  تا  شد 
حساسیت دو تا 16 برابری در40درصد از سویه‌ها نسبت به سیپروفلوکساسین شد 
مقاومت  ایجاد  در  می‌تواند  پمپ‌ها  این  وجود  که  داد  را  احتمال  این  می‌توان  و 
به  مقاوم  سویه‌های  از  60درصد  اما  باشند،  داشته  نقش  سیپروفلوکساسین  به 
سیپروفلوکساسین، هیچ کاهشی را در MIC پس از استفاده از CCCP نشان ندادند. 
در نگاه اول می‌توان نتیجه گرفت که CCCP در مهار پمپ مؤثر نبوده است. این 
را می‌توان چنین توجیه کرد که عملکرد مهار‌کننده‌ها در مقابل پمپ‌های  مسئله 
دفعی مختلف ممکن است اختصاصی باشد و به‌عنوان مثال این امکان وجود دارد 
 PABN  (Phe-Arg-B-naphtylamine) مثل  دیگری  مهارکننده  از  استفاده  که 
ممکن بود، حساسیت سیپروفلوکساسین را به سویه‌های مقاوم به سیپروفلوکساسین 
برگرداند‌)24(. اما وجود سویه‌های که تغییری در MIC سیپروفلوکساسین آن‌ها ایجاد 
نشد، می‌تواند موئد این مطلب باشد که احتمال دارد مکانیسم‌های مقاومتی دیگری 
در این سویه‌ها وجود دارد که قوی‌تر از پمپ‌های دفعی عمل کرده و مقاومت به 
سیپروفلوکساسین را باعث شود‌)24(، مثلًا موتاسیون در پروتئین هدف DNA جیراز 
و آنزیم توپوایزومراز IVیا دارا بودن qnr که مقاومت به سیپروفلوکساسین را ایجاد 

می‌کنند )25(. 
به‌عنوان   CCCP از  استفاده  از  پس  که  کردند  گزارش   )16( همکارانش  و  پاکزاد 
مهارکننده، کاهش 32-2 برابری MIC در 47/5درصد از سویه‌های کلبسیلا‌پنومونیه 
مقاوم به سیپروفلوکساسین مشاهده کردند )16(که می‌تواند تأییدی بر نتیجه مطالعه 
حاضر باشد‌ )40درصد کاهش 16-2 برابری(. کاهش MIC آنتی‌بیوتیک‌ها از جمله 
سیپروفلوکساسین، پس از استفاده از مهارکننده CCCP، در  مطالعه‌های دیگری از 
جمله Abdi و همکاران)26(، Hasdemir و همکاران)Aathitan ،)27 و همکاران 

)28( و Rana و همکاران)29( نیز گزارش شده است. 
 برای بررسی ارتباط بین افزایش بیان AcrAB، OqxAB با MDR بودن، یافته‌های 
مقاومت دارویی برای هر سویه کلبسیلا‌پنومونیه بررسی شد و میزان بیان ژن‌های 
آنتی‌بیوتیک‌های  Real-time-PCR مشخص شد.  از طریق روش   acrA و   oqxA
کرباپنم،  پنی‌سیلین،  فلوروکینولون،  آمینوگلیکوزید،  استفاده شده شامل گروه‌های: 
به  توجه  با  بود.  کلیستین  و  سولفانامید  منوباکتام،  سوم،  نسل  سفالوسپورین‌های 
اینکه MDR به سویه‌هایی اطلاق می‌شود که به سه گروه آنتی‌بیوتیکی یا بیشتر 
مقاوم باشد‌)25(، ایزوله‌های کلبسیلا‌پنومونیه به دو گروه MDR  )79/5درصد( و 
non-MDR )20/5درصد( تقسیم شدند. از کل نمونه‌های مقاوم به سیپروفلوکساسین 
  23 نمونه،   55 این  از  دادند.  نشان  را   MDR فنوتیپ  ایزوله  )96/5درصد(   55
 MIC کاهش 16-2 برابری در ،CCCP 41/8درصد( ایزوله در حضور مهارکننده(
سیپروفلوکساسین را نشان دادند. 2 )3/6درصد( نمونه مقاوم به سیپروفلوکساسین، 
 MIC کاهش 4-2 برابری ،CCCP را نشان ندادند، ولی در حضور MDR فنوتیپ

را داشتند. 
Real-Time-PCR در فنوتیپ‌های MDR، بیان پمپ را آشکار کرد. Michelle و 
همکارانش در مطالعه‌ای که روی ایزوله‌های کلبسیلا‌پنومونیه MDR انجام دادند، 
افزایش بیان پمپ‌های AcrAB در این سویه‌ها را گزارش کردند‌)30(. باوجود اثر 
مستقیم پمپ‌های دفعی روی مقاومت فلوروکینولون‌ها و برخی از آنتی‌بیوتیک‌های 
دیگر، الگوی مقاومتی اکثر آنتی‌بیوتیک‌های استفاده شده تحت تأثیر بیان پمپ‌ها 
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را   MDR و  فلوروکینولون‌ها  به  مقاومت  بین  ارتباط  احتمال  مسئله  این  نبودند. 
نشان می‌دهد، چون فلوروکینولون‌ها زیاد تجویز شدند‌)30( بنابراین این امر فشار 
انتخابی قوی برای مقاوم شدن باکتری‌ها به این گروه از آنتی‌بیوتیک‌هاست. اگر 
نمونه‌هایی  می‌آمد،  پیش  فلوروکینولون‌ها  از  قبل  آنتی‌بیوتیک‌ها  سایر  با  برخورد 
که به دنبال استفاده از فلوروکینولون‌ها افزایش بیان پمپ داشتند، به احتمال هم 
مقاوم به فلوروکینولون‌ها می‌شدند و هم فنوتیپ MDR را نشان می‌دادند. پس این 
پمپ‌ها باعث ایجاد سویه MDR نیستند، ولی می‌توانند به‌عنوان بیومارکری برای 

سویه‌های MDR باشند‌)30(. 
که  جانی  و  مالی  هزینه‌های  و  درمان  به  مقاوم  باکتری‌های  افزایش  به  توجه  با 
درمان‌های  به  دستیابی  لزوم  می‌پردازند،  عفونت‌هایی  چنین  درمان  در  کشور‌ها 
با کمترین عوارض جانبی  آنتی‌بیوتیک‌های جدید  جدید احساس می‌شود. ساخت 

و بیشترین اثربخشی مستلزم  مطالعه و  تحقیق در مدت زمان طولانی و صرف 
هزینه‌های بالاست. به همین دلیل امروزه استفاده از مهارکننده‌ها، به‌عنوان روشی 
نوین در درمان مورد توجه قرار گرفته است. اما با وجود تعداد زیاد مهارکننده‌های 
کلینیکی  استفاده  برای  هیچ‌کدام  گیاهان،  عصاره  از  برگرفته  طبیعی  یا  سنتتیک 
تأیید نشده‌اند. با توجه به گزارش‌هایی که حاکی از اثر مهارکننده‌ها روی کاهش 
نظر  به  ضروری  آن‌ها،  با  مرتبط  مطالعه‌های  دارد،  وجود  آنتی‌بیوتیک‌ها   MIC

پیشگیری  برای  راه‌حلی  یافتن  و  مقاومت  ژن‌های  تشخیص  همچنین  می‌رسد. 
مصرف  کاهش  طریق  از  می‌تواند  مهم  این  است.  ضروری  مقاومت‌ها  کاهش  و 
آنتی‌بیوتیک‌های متداول و  مطالعه‌های بیشتر در زمینه اثرگذاری و عوارض جانبی 

استفاده از مهارکننده‌های پمپ‌ها به جای آنتی‌بیوتیک‌ها حاصل شود.
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