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ABSTRACT 

Background and Aim: Klebsiella pneumoniae is one of the most important causes of nosocomial infection which has recently 
received much attention due to its antibiotic resistance. The aim of the present study is the identification and sequencing of blaCTX-M 
genes in clinical isolates of K. pneumonia isolated from Milad Hospital in Tehran. 

Materials and Methods: In this descriptive cross-sectional study, first, antibiotic resistance of 100 K. pnuemoniae isolates to 
cephalosporins was performed by agar diffusion method; then blaCTX-M group2 and blaCTX-M group9 resistance genes were identified by 
PCR. Genotyping was performed based on the sequence of these genes and the dendrogram was drawn using the Mega 6 software 
(version 6). 

Results: According to the antibiotic sensitivity testing, the amount of resistance to cephalosporins was between 30 and 54 percent. 
Overall, 5% of isolates had blaCTX-M group2 and 8% of isolates had blaCTX-M group9 as well as, the genotyping results showed that in this 
study bla CTX-M group2 sequence with the sequences in the global database (NCBI) had little similarity, and the blaCTX-M group9 gene 
sequence was similar to the bla CTX-M-14 sequence gene of E. coli. 

Conclusion: However, the frequency of blaCTX-M genes was low in this study, but due to the ability of these genes to spread by 
mobile genetic elements among enterobacteriaceae, it is considered alarm in the development of drug resistance among K. 
pneumoniae. 
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  مقاله اصيل پژوهشي

  باليني ايزوله هاي در blaCTX-Mهاي  يابي ژن شناسايي و توالي
 جدا شده از بيمارستان ميلاد كلبسيلا پنومونيه 

  
  3خو لاله بابايي ،2مريم قانع، 1پيشه سمر صداقت

  
  چكيده

 اخيراً ،بيوتيكي دليل ايجاد مقاومت آنتي  ترين علل ايجاد عفونت بيمارستاني است كه به يكي از مهمكلبسيلا پنومونيه  :و هدف زمينه
كلبسيلا هاي باليني  در سويه blaCTX-Mهاي  يابي ژن شناسايي و توالي ،هدف از مطالعه حاضر. بسيار مورد توجه قرار گرفته است

  .بودده از بيمارستان ميلاد تهران جدا شپنومونيه 
نسبت به كلبسيلا پنومونيه جدايه باليني  100بيوتيكي  مقطعي، ابتدا مقاومت آنتي-در اين مطالعه توصيفي :تحقيقروش 

با استفاده  blaCTX-M group9و  blaCTX-M group2هاي مقاومت  سپس ژن؛ شار از آگار صورت گرفتها با استفاده از روش انت سفالوسپورين
هاي مذكور انجام گرفت و دندروگرام با  ها بر اساس توالي ژن جدايه در ادامه ژنوتايپينگ تعدادي از. شناسايي شدند PCRاز روش 

  .رسم شد) 6نسخه (افزار مگا  استفاده از نرم
  در مجموع،. درصد بود 54تا  30ها بين  بيوتيكي، ميزان مقاومت به سفالوسپورين حساسيت آنتي آزمايشاساس نتايج ر ب :ها يافته

همچنين نتايج ژنوتايپينگ نشان . بودند blaCTX-M-group9ها داراي ژن  درصد جدايه 8و  blaCTX-M- group2ها داراي ژن  درصد جدايه 5
شباهت اندكي داشت و توالي ژن ) NCBI(جهاني  پايگاه دادهشده در  هاي ثبت در اين مطالعه با توالي blaCTX-M- group2داد كه توالي 

blaCTX-M grop9  مشابه تواليblaCTX-M14  بود اشريشياكليجدايه.  
ق عناصر ژني ها از طري اما با توجه به اينكه اين ژن ،در اين مطالعه پايين بود blaCTX-Mهاي  چند فراواني ژن هر :گيري نتيجه
محسوب  كلبسيلا پنومونيهها قابل انتقال هستند زنگ خطر جدي در گسترش مقاومت دارويي در بين  ك در بين انتروباكترياسهمتحرّ
  .شود مي
   ؛ ژنوتايپينگ؛ بتالاكتاماز؛ مقاومت داروييكلبسيلا پنومونيه :هاي كليدي واژه

  .326-315 ): 4( 26 ؛1398. مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند

  22/05/1398 : پذيرش       29/01/1398: دريافت
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  مقدمه
ي از ميكروفلور طبيعي بدن انسان ئ، جزكلبسيلا پنومونيه

را تشكيل داده و در حدود يك سوم افراد جامعه، ناقل اين 
عنوان يكي از عوامل مهم  باكتري هستند و همچنين به

. آيد ن به حساب ميهاي اكتسابي از جامعه و بيمارستا عفونت
 :ها شامل اين باكتري سبب ايجاد طيف وسيعي از عفونت

جاري ادراري، مننژيت و سمي، پنوموني، عفونت م سپتي
شود  هاي مختلف انسان و دام مي هاي چركي در اندام آبسه

)1.(  
ها داروهاي اصلي و پركاربرد در درمان  سفالوسپورين

كلبسيلا از جمله ها  هاي ناشي از انتروباكترياسه عفونت
د كه متأسفانه در چند سال اخير مقاومت نباش ميپنومونيه 

. )2( ها گزارش شده است بيوتيك بالايي به اين دسته از آنتي
ها، توليد  يكي از دلايل مهم مقاومت به سفالوسپورين

 است CTX-Mهاي گروه  هاي بتالاكتاماز از جمله آنزيم آنزيم
كننده بتالاكتامازهاي توليدنيه كلبسيلا پنوموهاي  سويه). 3(

 ؛هستند، از لحاظ باليني بسيار با اهميت )ESBL(الطيف  وسيع
زيرا باعث افزايش مقاومت دارويي و به دنبال آن افزايش 

هاي ويژه  ويژه در بخش مراقبت مرگ و مير بيماران به
هاي بتالاكتاماز بيشتر بر روي  آنزيم ).4(شوند  ها مي بيمارستان
ها قرار  يابنده مانند ترانسپوزون ا و يا عوامل انتقالپلاسميده

هاي باكتريايي انتشار  طور سريع در بين سويه داشته و به
هاي  بيوتيك يابند و موجب مقاومت چندگانه به آنتي مي

ها با  اين آنزيم. دنگرد ها مي الطيف مانند سفالوسپورين وسيع
ميكروبي دارو بر  تخريب حلقه بتالاكتام در داروها، از تأثير ضد

هاي بتالاكتاماز  تيپ. كنند ها جلوگيري مي سنتز ديواره باكتري
شود  ديده ميكلبسيلا پنومونيه و  اشرشياكليكه بيشتر در 

. باشد مي TEM-1و  CTX-M ،SHV-1معمولاً از نوع 
هاي  عنوان جدايه هاي حامل اين بتالاكتامازها كه به باكتري
ESBL 90اوقات علت بيش از شوند، گاهي  شناخته مي 

هاي بيمارستاني  درصد مرگ و مير افراد مبتلا به عفونت
  ).5(هستند 

بتالاكتامازها هستند  گروهي از  CTX-Mهاي گروه آنزيم
شوند و براي اولين بار در سال  مي كدها كه از طريق پلاسميد

دهنده  نشان ،نام اين آنزيم. اند در آلمان شناسايي شده 1989
بيوتيك سفوتاكسيم  ليت آن براي هيدروليز آنتيپتانسيل فعا

سيلين و  ها باعث ايجاد مقاومت به پني نزيمآاين . )3( است
 :هاي نسل سوم مانند طيف وسيعي از سفالوسپورين

ها مثل  سفتازيديم، سفوتاكسيم، سفترياكسون و مونوباكتام
ها  اما در عين حال مقاومت به سفامايسين ؛شوند آزوترئونام مي

عواملي مانند . )4، 5( ها در آنها وجود ندارد ارباپنمو ك
 ،تازوباكتام و سولباكتام با اثر بازدارندگي ،كلاولانيك اسيد

ها  بررسي. )3( گردند ها مي منجر به مهار عملكرد اين آنزيم
توانند بر  ها مي كننده اين آنزيم هاي حمل اند كه ژن نشان داده

سميد، ترانسپوزون و روي عناصر ژنتيكي متحرك همچون پلا
اينتگرون قرار گرفته و بدين واسطه به راحتي از يك سويه به 

گروه  5به  اين بتالاكتامازها). 5(اي ديگر منتقل شوند  سويه
  ، CTX-M1 ،CTX-M2 ،CTX-M8: اصلي شامل

CTX-M9 و CTX-M25  تقسيم شده كه شيوع آنها در
ها با  زيماين آن. مناطق جغرافيايي متفاوت گزارش شده است

ارتباط ژنتيكي كمي  SHVو TEM بتالاكتامازهاي تيپ
دارند  AmpC اما شباهت زيادي با آنزيم كروموزومي ،دندار

)6 .(  
ها از نظر اپيدميولوژي اهميت  تايپينگ انتروباكترياسه

هاي غالب يك گونه  توان تيپ اي دارد و از اين طريق مي ويژه
جامعه و منابع مختلف را از باكتري و نحوه انتشار آن در بين 

هاي فنوتيپي و ژنوتيپي مختلفي براي  روش). 7(شناسايي كرد 
 SLSTها وجود دارد كه در اين ميان  تايپينگ باكتري

)Single locus sequence typing( ،يك روش سريع ،
). 8(آيد  ها به حساب مي دقيق و مطمئن در تايپينگ باكتري

باكتري تعيين شده و  هاي خاص يك توالي ژن ،در اين روش
) NCBI مانند(جهاني  پايگاه دادههاي ثبت شده در  با توالي

 كلبسيلا پنومونيهژنوتايپينگ  ،در اين ميان. گردد مقايسه مي
كه يكي از عوامل ژني  blaCTX-Mهاي  بر اساس توالي ژن
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 تواند در امر مي ،شود مقاومت به بتالاكتامازها محسوب مي
 ها بيوتيك ها به اين دسته از آنتي كنترل مقاومت باكتري

  ).9(كننده باشد  كمك
ها در درمان  دليل كاربرد وسيع سفالوسپورين در كل به

ي الگو ، لازم استپنومونيه كلبسيلاهاي حاصل از  عفونت
ها و نيز  بيوتيك آنتيحساسيت باكتري به اين دسته از 

قرار طور دائم مورد ارزيابي  هاي مقاومت به آنها به مكانيسم
هاي  هاي بتالاكتاماز ازجمله آنزيم كه آنزيم از آنجايي .گيرد

ها و ساير  در ايجاد مقاومت به سفالوسپورين ،CTX-Mگروه 
ابتدا در مطالعه حاضر  بنابراينها نقش بسزايي دارد،  بتالاكتام

هاي مورد بررسي نسبت به  بيوتيكي ايزوله مقاومت آنتي
 blaCTX-Mشناسايي ژن ايت ها ارزيابي و در نه سفالوسپورين

توالي ژن  هاي مذكور با استفاده از و ژنوتايپينگ جدايه
blaCTX-M ها در  انجام شد تا دلايل مقاومت و نقش اين آنزيم

ايجاد مقاومت مشخص گردد و كنترل عفونت ناشي از اين 
  .خوبي انجام گيرد ها به باكتري
  

  تحقيقروش 
  :جمعيت ميكروبي

كلبسيلا جدايه باليني  100جمعيت ميكروبي شامل 
ادراري هاي  از نمونه قبلي ما،مطالعه  بود كه در پنومونيه

آوري و با  بيمارستان ميلاد تهران جمع دربيماران بستري 
هاي بيوشيميايي و مولكولي تأييد شده بود  آزمايشاستفاده از 

مطالعه با رعايت كامل مفاد كميته اخلاق در اين ). 10(
كميته اخلاق دانشگاه آزاد واحد علوم  پژوهش و مجوز از

انجام  )IR.IAU.TMU.REC.1396.278(پزشكي تهران 
  .شد

  :بيوگرام تست آنتي
ديسك مربوط به  5بيوگرام،  براي انجام تست آنتي

، )µg30 (سفترياكسون  :ها شامل خانواده سفالوسپورين
) µg30 (، سفپيم )µg30 (، سفوكسيتين )µg30(سفوتاكسيم 

مورد استفاده قرار ) انگلستان ،µg30) (Mast (ديم و سفتازي
 ،ديفيوژن بيوگرام با استفاده از روش ديسك تست آنتي. گرفت

هاي  سسه استاندارد روشؤشده توسط م هئطبق روش ارا
  ).11(انجام شد ) CLSI(آزمايشگاهي 
  : DNAاستخراج
ها  روش جوشاندن براي همه جدايه  به DNAاستخراج 
ساعته باكتري در  24كشت ، از طور خلاصهبه . انجام گرفت

ليتر در داخل  ليمي 5، مقدار )، آلمانBHI )Merk محيط
  ميكروتيوب ريخته شد و بعد از عمل سانتريفيوژ 

)rpm 1000( ميكروليتر  500، پلاك باكتري تهيه و به آن
 TE (mM Tris HCl, 1 mM EDTA [pH 8] 10)بافر 

كمپاني (توسط شيكر شده سپس پلاك ايجاد ؛اضافه گرديد
IKAبا بافر ) ، آلمانTE دقيقه  10مدت  يكنواخت شده و به

فاتر الكتريك، (ماري  درجه سانتيگراد در داخل بن 95در دماي 
  ها با دور ميكروتيوب ،بعد از اين مرحله. قرار گرفت) ايران
rpm 14000 عنوان  و مايع رويي به ندشد سانتريفيوژ

DNA كميت و كيفيت . )12( استفاده شدي الگوDNA  با
 طول در )امريكا( 2000استفاده از دستگاه نانودراپ مدل 

در  شد و در نهايت تعيين نانومتر 280 نانومتر و 260هاي  موج
  .هاي مولكولي نگهداري گرديد آزمون براي -C˚20فريزر 

  blaCTX-M group9و  blaCTX-M group2هاي  تكثير ژن
مرهاي سفارش داده شده در ها از پراي براي تكثير اين ژن

 ).1جدول (شركت سيناژن استفاده شد 
  blaCTX-M group9و  blaCTX-M group2هاي  كار رفته براي تكثير ژن پرايمرهاي به -1جدول 

(΄3 -΄5) ژن پرايمر   توالي اليگونوكلئوتيدي 
اندازه محصول  

PCR   )جفت باز( 
 منبع

CTX-M2-F 
CTX-M2-R 

bla CTX-M  group2 
ATGATGACTCAGAGCATTCG 
TGGGTTACGATTTTCGCCGC 865 

(12) CTX-M9-F 
CTX-M9-R 

bla CTX-M  group9 
ATGGTGACAAAGAGAGTGCA 

CCCTTCGGCGATGATTCTC 869 
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 X2 1ميكروليتر مسترميكس 5/12 :شامل PCRواكنش 
   ا وكدام از پرايمره از هرپيكومول  25، )آمپليكون، دانمارك(
به  آب ديونيزهود كه با استفاده از ب الگو DNA ميكروگرم 6

همچنين برنامه  .ميكروليتر رسانده شد 25حجم نهايي 
واسرشت ابتدايي در  :صورت خلاصه شامل به PCRحرارتي 

سيكل تكثيري  32دقيقه،  7گراد براي مدت  درجه سانتي 95
   و ثانيه 45درجه براي  60دقيقه،  يكدرجه براي  94شامل 

دقيقه بود و در نهايت تكثير نهايي  يكدرجه براي مدت  72
در . دقيقه اعمال شد 10گراد براي مدت  درجه سانتي 72در 

شد و  بارگذاريدرصد  يكدر ژل آگارز  PCRادامه محصول 
ترتيب براي  جفت باز به 869و  865از نظر حضور باندهاي 

مورد بررسي  bla CTX-M group9و  bla CTX-M group2هاي  ژن
صورت اعداد  ترتيب به به باندور و عدم حضور حضقرار گرفت و 

  ).13(وارد شد  Excelافزار  صفر و يك در نرم
 و blaCTX-M group2ژن  PCRيابي محصول  توالي

blaCTX-M group9  و رسم دندروگرام:  
 blaCTX-M group9و شش ژن  blaCTX-M group2دو ژن 
  حجم جدايه با استفاده از پرايمرهاي مذكور در  8مربوط به 

اين  PCRمحصولات  ،در ادامه. ميكروليتر تكثير يافتند 60
درصد الكتروفورز شد و با استفاده از   يكها در ژل آگارز  جدايه

، باند مورد نظر خالص و )ايران سيناژن،( DNAكيت تخليص 
با توجه با اينكه طول . به شركت تكاپوزيست ارسال گرديد

 ، بنابرايناز بودجفت ب 900اين ژن نزديك  PCRمحصولات 
با استفاده از  2يابي دو طرفه انجام گرفت و توالي مشابه توالي
دست  هب) 1/14نسخه ( DNAstarافزارهاي بيوانفورماتيك  نرم
افزار مگا  دست آمده با استفاده از نرم هدر ادامه توالي ب. آمد

شده در  ژني ثبتهاي مشابه  با تعدادي از توالي) 6نسخه (
، مقايسه شد و دندروگرام بر اساس ميزان NCBI پايگاه داده

  ).14(تشابه توالي نوكلئوتيدي رسم گرديد 
  

                                                           
1 Mastermix 
2 Consensus 

  :آناليز آماري
، )19 ويرايش( SPSSافزار آماري  نتايج با استفاده از نرم

و آزمون  Spearmanآزمون ضريب همبستگي كمك با 
Chi-squared  05/0داري  در حد معني<P تجزيه و تحليل 

  .شد
  
  ها يافته

  :جامعه آماري
 100مقطعي،  -مطالعه توصيفيجامعه آماري در اين 

هاي  سال ينببود كه در كلبسيلا پنومونيه جدايه ادراري 
 شده بود آوري از بيمارستان ميلاد تهران جمع 1396تا  1395

عنوان  هاي بيوشيميايي به آزمايشها با استفاده از  و همه جدايه
  .ندتأييد شدكلبسيلا پنومونيه جدايه 

 :بيوگرام نتايج تست آنتي

. آورده شده است 1بيوتيكي در نمودار  نتايج مقاومت آنتي
بيشترين مقاومت مربوط به  ،شود كه مشاهده مي طور همان
و كمترين ميزان مقاومت  )درصد 57(بيوتيك سفپيم  آنتي

درصد  13در مجموع . بود) درصد 31(مربوط به سفترياكسون 
  درصد به  30 وتيك،بي ها به يك آنتي جدايه

  درصد به  5بيوتيك،  آنتي 3درصد به  14بيوتيك،  آنتي 2
هاي مورد  درصد به همه سفالوسپورين 15بيوتيك و  آنتي 4

درصد جدايه به همه  23همچنين . بررسي، مقاوم بودند
  .هاي مورد بررسي حساس گزارش شدند بيوتيك آنتي

 blaCTX-Mهاي حضور ژنبررسي نتايج 

 blaCTX-M group2هاي  ژن PCRفورز محصول در الكترو
 ، باندهاي مورد انتظار براي هر كدام ازblaCTX-M group9و 
طبق ). 1 شكل(صورت جداگانه مشاهده و ثبت گرديد  ها به ژن

و  blaCTX-M group2هاي  نتايج الكتروفورز، فراواني ژن
blaCTX-M group9  در  .درصد بود 8و درصد  5به ترتيب

ها  درصد جدايه 87جدايه مورد مطالعه،  100بين مجموع از 
درصد  13هاي مورد بررسي بودند و  يك از ژنفاقد هر 
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  . ها را در بر داشتند ها يكي از ژن جدايه
   :يابي و ژنوتايپينگ توالي

 blaCTX-M جدايه حامل ژن  2نتايج توالي نوكلئوتيدي 

group2 جدايه حامل ژن  6 وblaCTX-M group9 فزار ا با نرم
DNAstar در . دست آمد هآناليز و توالي مشابه هر جدايه ب

صورت جداگانه درخت فيلوژني  ها به ادامه براي هر كدام از ژن
ها با  بر اساس ميزان تشابه توالي درخت فيلوژني .رسم شد

هايي  و توالي رسم شد NCBIشده در سايت  ثبت توالي هاي
در  .ر قرار گرفتندنزديك يكديگ ،كه تشابهات بيشتري داشتند

 blaCTX-M group2جدايه حامل ژن  2الف، توالي  2شكل 
 B17و  B16 TRIR 2017 صورت دايره توپر با اسامي به

TRIR 2017 همانطور كه مشاهده . نشان داده شده است
هر دو جدايه از نظر ژن مربوطه بسيار نزديك به هم  ،شود مي
اما نسبت به  ؛فتندو در درخت فيلوژني كنار هم قرار گر ندبود

، در انتهاي NCBI پايگاه دادههاي ثبت شده در  ساير توالي
هرم دندروگرام جاي داشتند و تفاوت ژنتيكي زيادي با آنها 

هاي مورد  كه نشان از تفاوت بالاي توالي ژن نشان دادند
  .داردهاي ثبت شده  بررسي در اين مطالعه با ساير توالي

  هيپنومون لايكلبس ينيبال هيجدا 100مربوط به  وژنيفيد سكيتست د جينتا -1نمودار 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

: +Cكنترل منفي، چاهك : -C، چاهك blaCTX-M group2و   blaCTX-M group2مربوط به  PCRنتايج الكتروفورز محصول  - 1 شكل
  جفت بازي 100 ماركر وزن مولكولي: Mهاي مورد مطالعه، چاهك  مربوط به جدايه 5تا  1كنترل مثبت، چاهك 
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  )شكل ب( bla CTX-M  group9و ) شكل الف( bla CTX-M  group2 هاي مربوط به توالي دو ژن وگرامردند - 2شكل 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  )شكل ب( bla CTX-M  group9و ) شكل الف( bla CTX-M  group2 هاي مربوط به توالي دو ژن وگرامردند - 2شكل 
  

 blaCTX-Mمل ژن جدايه حا 6ب،  2 در شكل
group9 صورت دايره توپر با اسامي  بهKLIR 1 2017T ،

2017 ،KLIR 2 2017 ،KLIR 4 2017 ،KLIR 4 2017 
جدايه  6در مجموع . نشان داده شده است KLIR 4 2017و 

تايي قرار  تايي، دوتايي و سه مورد بررسي در سه گروه يك
هاي  جدايه دهنده تفاوت ژنتيكي بالا در بين كه نشان گرفتند
بوده است و  blaCTX-M group9شده از نظر ژن  يابي توالي

هاي  به عبارت ديگر منشأ آنها احتمالاً متفاوت بوده و يا جهش

  .هاي الحاقي زيادي در آنها رخ داده است ژني يا توالي
  :نتايج آماري

بيوتيك  داري بين آنتي در مجموع همبستگي معني
رابطه بين  اما ؛)>05/0P( تبا سفيپيم وجود داشسفتازيديم 
با  blaCTX-M group9  و blaCTX-M group2 هاي وجود ژن

 .نبود دار بيوتيكي معني مقاومت آنتي

)الف )ب   
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  بحث
مهم  زاي بيمارييكي از عوامل  ،كلبسيلا پنومونيه

شده از جامعه به حساب  هاي بيمارستاني و كسب عفونت
بخش پزشكي و  يكي از مشكلات اساسي در. آيد مي
كلبسيلا ها از جمله  مقاومت انتروباكترياسه ،پزشكي دام

از جمله (هاي بتالاكتام  بيوتيك به آنتي اشريشياكليو پنومونيه 
هاي  دليل قرارگيري ژن كه به) 15( است) ها سفالوسپورين

هاي مختلف انتشار  راحتي در بين گونه به ،عامل در پلاسميد
ها به  يابد و موجب مقاومت طيف وسيعي از سويه مي
ر از ثّؤاستفاده م. شود هاي بتالاكتام مي بيوتيك نتيآ

شناسي براي تشخيص صحيح و  هاي ميكروب آزمايشگاه
هايي موجب كاهش نياز به  جلوگيري از گسترش چنين پاتوژن

يكي از فاكتورهاي اساسي و ). 5(شود  استفاده از داروها مي
 هاي ها، تشخيص و شناسايي سويه مهم در كنترل عفونت

 ،ها براي شناسايي مقاومت دارويي باكتري. مقاوم است
كه در ) 16(هاي فنوتيپي و ژنوتيپي مختلف وجود دارد  روش

اين مطالعه از هر دو روش فنوتيپي و ژنوتيپي براي شناسايي 
همچنين براي اطلاع دقيق از . هاي مقاوم استفاده شد جدايه

هاي  ي ژنها و مقايسه توال وضعيت اپيدميولوژي اين جدايه
ها  تعدادي از جدايه ،)NCBI(جهاني  پايگاه دادهمقاومت با 

  . يابي و تايپينگ شدند توالي
جدايه  100بيوتيكي تمام  در مطالعه حاضر، مقاومت آنتي

ها با استفاده از  بيوتيك خانواده سفالوسپورين آنتي 5نسبت به 
روش انتشار از آگار بررسي شد و نتايج نشان داد ميزان 

هاي  بيوتيك به آنتيكلبسيلا پنومونيه هاي  ومت ايزولهمقا
سفپيم، سفتازيديم، سفوتاكسيم، سفوكسيتين و سفترياكسون 

  .  درصد بوده است 31و  32،  36،  54، 57 :ترتيب به
و همكاران  نجار پيرايهاي كه توسط  مطالعه ،در اين مورد

جام ان كلبسيلا پنومونيهنمونه باليني  85 در تهران بر روي
و  هاي سفتازيديم بيوتيك ميزان مقاومت به آنتي ،گرفت

اي ديگر كه  در مطالعه). 17(درصد گزارش شد  5/56سفيپيم 
ميزان  ،آبادي و همكاران در تهران انجام گرفت توسط فيض

 71ترتيب  هاي سفيپيم و سفتازيديم به بيوتيك مقاومت به آنتي
البته بايد گفت كه دلايل ). 18(درصد گزارش شد  85و 

متعددي در متغير بودن نتايج حساسيت دارويي يك گونه 
جمله  نكه از آ باكتري در مطالعات مختلف وجود دارد

هاي مورد بررسي و ميزان حساسيت  توان به نوع ديسك مي
همچنين تفاوت در منطقه . روش مورد استفاده اشاره كرد
ند در تنوع نتايج مقاومت توا جغرافيايي و منشأ نمونه هم مي
اگرچه در هر دو مطالعه . دارويي باكتري نقش داشته باشد

ها نسبت به مطالعه ما  ميزان مقاومت به سفالوسپورين ،مذكور
همه بايد خاطر نشان  با اين ،از ميزان بالاتري برخوردار بود

ها  كرد كه در مطالعه حاضر نيز مقاومت به سفالوسپورين
  .درصد بود 50 شته و بيش ازوضعيت مناسبي ندا

 blaCTX-M group2در اين مطالعه همچنين فراواني دو ژن 
نتايج  .سنجيده شد PCRبا استفاده از  blaCTX-M group9و 

در . هاي مورد بررسي بود ها در ايزوله حاكي از حضور اين ژن
كه از  كلبسيلا پنومونيهجدايه  65مطالعه سروش و قانع، 

هاي آموزشي تهران  بيمارستان ههاي ويژ بخش مراقبت
، blaCTX-Mهاي  آوري شده بود، از نظر فراواني ژن جمع

blaTEM  و blaSHV مطالعه نتايج . مورد بررسي قرار گرفت
در  blaCTX-Mژن  %)3/55(حاكي از بالا بودن فراواني آنها 

در مطالعه ). 19( بودكلبسيلا پنومونيه هاي  بين جدايه
Chaudhary  هاي  فراواني ژنو همكارانblaCTX-M 

)CTX-M3  وCTX-M9 ( كلبسيلا جدايه  150در بين
آنها همچنين بيان كردند كه . درصد گزارش شد 37 پنومونيه،

هاي  داري همراه با ژن طور معني به CTX-Mوجود ژن 
TEM  وSHV  در مطالعه ). 20(بوده استEdelstein  و

 16، اشريشياكليو كلبسيلا پنومونيه جدايه  904همكاران، از 
 CTX-M1بودند كه در دو گروه  blaCTX-Mدرصد حامل ژن 

كلبسيلا جاي داشتند و در مجموع سهم  CTX-M2و 
بيشتر  CTX-Mهاي  در داشتن ژن اشريشياكلياز پنومونيه 

اما در مطالعه ترشيزي و همكاران، فراواني ژن  ؛)21(بود 
blaCTX-M  مطالعه  جدايه انتروباكترياسه مورد 325در بين
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قرار گرفت و نتايج نشان داد كه فراواني اين ژن در بين 
و ) درصد 15( انتروباكتربيشتر از ) درصد 20( اشريشياكلي

دو  ،در مطالعه حاضر). 22(است ) درصد 4(كلبسيلا پنومونيه 
تري  ژن مورد بررسي نسبت به بقيه مطالعات از فراواني پايين

دو ژن  ها فاقد اين جدايه درصد 87و در واقع  ندبرخوردار بود
بودن فراواني اين دو گروه از  بودند كه از يك ديدگاه كم

اما به دليل اينكه  ،رسد مطلوب به نظر مي blaCTX-Mهاي  ژن
CTX-Mهاي مختلف و متعددي هستند  ها داراي گروه
براي آگاهي و اطلاع دقيق از وضعيت شيوع اين  بنابراين

ها نيز مورد  ساير گروه ،ديها بهتر است در مطالعات بع ژن
بررسي و آناليز قرار گيرد تا براي كنترل وضعيت بتالاكتامازها 

  . شده انجام گيرد تصميم بهتر و كارشناسي
در اين مطالعه همچنين ارتباط فنوتيپي و ژنوتيپي 

ها مورد بررسي و آناليز  بيوتيك ها از نظر مقاومت به آنتي جدايه
هاي  د كه بين وجود هر كدام از ژنقرار گرفت و نتايج نشان دا

هاي مذكور رابطه  بيوتيك مورد بررسي با مقاومت به آنتي
 استاين يافته به اين دليل . )>05/0P( ردوجود ندا داري معني

هاي  بيوتيك كه عوامل ژني زيادي در مقاومت به آنتي
براي بررسي علت مقاومت  بنابراين ؛)23( بتالاكتام وجود دارد

هاي مقاومت متعددي بررسي  تر است مكانيسمدارويي، به
هاي باكتريايي براي بررسي  همچنين تعداد ايزوله. گردد

هاي مقاومت دارويي و مكانيسم ايجاد مقاومت، از  فراواني ژن
 100چند در مطالعه حاضر  اهميت بالايي برخوردار است و هر

بودن ررسي قرار گرفت، اما در صورت بالاباليني مورد ب جدايه
تري هم داشته  تر و دقيق توانست نتايج مطلوب اين تعداد مي

داري بين مقاومت به  همبستگي معني ،با اين همه. باشد
ديده شد كلبسيلا پنومونيه هاي  سفيپيم در جدايه سفتازيديم و

ها،  بيوتيككه يكي از دلايل وجود همبستگي بين آنتي
در بين تواند ناشي از حمل پلاسميدهاي مقاومت مشابه  مي

  ). 24(هاي باكتري باشد  جدايه
ها بر اساس توالي دو ژن  ژنوتايپينگ تعدادي از جدايه

blaCTX-M group2  وblaCTX-M group9  به صورت دو دندروگرام

 blaCTX-Mدر دندروگرام مربوط به ژن . نشان داده شده است

group2 با مقاومت چند داروييكلبسيلا پنومونيه ، چهار سويه 
)MDR(، هاي ما داشتند  نزديكترين توالي را نسبت به جدايه

كه اين امر مي تواند نقش احتمالي اين ژن را در مقاومت 
همچنين  .ها نشان دهد بيوتيك به آنتيكلبسيلا پنومونيه بالاي 

از نظر جغرافيايي هر چهار سويه، از قاره آسيا گزارش شده بود 
هاي حامل اي پلاسميد كه اين مطلب احتمال شيوع منطقه

البته بايد خاطر نشان كرد كه تنوع . رساند اين ژن را مي
هاي  هاي بتالاكتاماز معمولاً در بين جدايه ژنتيكي ژن

و  Henriquesانتروباكترياسه در مطالعات مختلفي مانند 
مشترك  نيايپايين گزارش شده است كه نشان از همكاران 
و  Gaticaدر اين مورد حتي در مطالعه ). 25(آنها دارد 
دليل تشابه ژنتيكي بالا بين  نشان داده شد كه به همكاران

هاي غير باليني و باليني، احتمال  جدايهدر هاي بتالاكتاماز  ژن
هاي محيطي به  صورت افقي از باكتري انتقال آنها به

  ).26(هاي عامل مولد بيماري انساني وجود دارد  باكتري
ج نشان داد كه تنوع ، نتايblaCTX-M group9در دندروگرام 

  از ميزان بالاتري برخوردار است و  2اين ژن نسبت به گروه 
در دسته اول . جدايه مورد بررسي در سه دسته جاي داشتند 6

KLIR 4  قرار داشت كه از نظر مقايسه توالي، مشابه يك
در دسته دوم . ثبت شده در چين بودكلبسيلا پنومونيه سويه 

وجود داشت كه از KLIR3 و  KLIR 1 ،KLIR 2سه جدايه 
هاي  در سويه blaCTX-M-14نظر توالي نوكلئوتيدي مشابه ژن 

در دسته سوم هم دو سويه . شده در اروپا بود ثبت كلياشريشيا
KLIR 5  وKLIR 6  قرار داشت كه مشابه با توالي دو
 كلبسيلاترتيب در  به pFAM22321و  pJEG011پلاسميد 

 blaCTX-M group9 ژن ز نظردر مجموع ا. بود اشريشاكليو 
شده در جهان  هاي ثبت در هرم سويه مطالعه حاضر هاي سويه

تفاوت زيادي  blaCTX-M group2 ژن اما از نظر ،قرار داشتند
هاي ثبت شده وجود داشت  با سويههاي اين مطالعه  بين سويه

انتهاي  صورت جداگانه در به ،شده در دندروگرام رسم كه
تواند ناشي از دلايل  البته اين امر مي. اند هدندروگرام جاي گرفت



  پيشه و همكاران سمر صداقت                                     ...هاي باليني كلبسيلا پنومونيه جدا شده  در سويه blaCTX-Mهاي  يابي ژن شناسايي و توالي

 324

. اي باشد هاي نقطه هاي الحاقي و جهش متفاوتي مانند توالي
هاي  دليل مطالعات نادر در مورد توالي ژن همچنين به

اي از ايران در دندروگرام  بتالاكتاماز در ايران، هيچ جدايه
  .شده براي دو ژن مورد مطالعه مشاهده نشد رسم

  
  يريگ نتيجه

 بيوتيكي در مجموع در اين مطالعه نتايج مقاومت آنتي
ها كه جزء داروهاي پركاربرد در  نشان داد كه سفالوسپورين

كم اثر خود را در درمان  كم ،هستندكلبسيلا پنومونيه درمان 
دهند و احتمال افزايش  ها از دست مي اين نوع از عفونت

گرچه فراواني ا. خانواده در آينده زياد است مقاومت به اين
در بين  blaCTX-M group9و  blaCTX-M group2هاي  ژن

دليل مقاومت  ولي به ،هاي مورد مطالعه زياد نبود جدايه
هاي  ها، احتمال وجود ساير ژن بيوتيك فنوتيپي بالا به اين آنتي

ها  ها در بين اين جدايه مرتبط با مقاومت به سفالوسپورين
هاي  شخص شد كه تيپيابي هم م در توالي. بيشتر است

 ها در ايران وجود دارد كه البته تنوع ژنتيكي متنوعي از اين ژن

blaCTX-M group9  ازblaCTX-M group2 همچنين . بيشتر بود
از نظر توالي  كلبسيلاپنومونيههاي  دليل تشابه جدايه به

هاي  هاي بتالاكتاماز در اين مطالعه با سويه نوكلئوتيدي ژن
MDR شده در  ثبتNCBIهاي  ، خطر گسترش تيپMDR 
  .در تهران بيشتر است كلبسيلا
  

  تقدير و تشكر
نامه دانشجويي مقطع  برگرفته از پايان مقالهاين 

. است) 23130513961001 كد مصوب( كارشناسي ارشد
حوزه معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد مقاله از  نويسندگان

را  يارزگ تشكر و سپاس يتنها ،سلامي واحد اسلامشهرا
  .دارند

  
   تضاد منافع

گونه تضاد منافعي در  دارند هيچ مي منويسندگان اعلا
   .پژوهش حاضر وجود ندارد

  :منابع
1- Li B, Zhao Y, Liu C, Chen Z, Zhou D. Molecular pathogenesis of Klebsiella pneumoniae. Future Microbiol. 2014; 
9(9): 1071-81. doi: 10.2217/fmb.14.48. 

2- Vuotto C, Longo F, Pascolini C, Donelli G, Balice MP, Libori MF, et al. Biofilm formation and antibiotic resistance 
in Klebsiella pneumoniae urinary strains. J Appl Microbiol. 2017; 123(4): 1003-18. doi: 10.1111/jam.13533. 

3- Drieux L, Brossier F, Sougakoff W, Jarlier V. Phenotypic detection of extended-spectrum β-lactamase production in 
Enterobacteriaceae: review and bench guide. Clin Microbiol Infect. 2008; 14 Suppl 1: 90-103. doi: 10.1111/j.1469-
0691.2007.01846.x 

4- Díaz-Agero Pérez C, López-Fresneña N, Rincon Carlavilla AL, Hernandez Garcia M, Ruiz-Garbajosa P, Aranaz-
Andrés JM, et al. Local prevalence of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) producing Enterobacteriaceae 
intestinal carriers at admission and co-expression of ESBL and OXA-48 carbapenemase in Klebsiella pneumoniae: a 
prevalence survey in a Spanish University Hospital. BMJ open. 2019; 9(3): e024879. doi: 10.1136/bmjopen-2018-
024879. 

5- Paterson DL, Ko WC, Von Gottberg A, Casellas JM, Mulazimoglu L, Klugman KP, et al. Outcome of cephalosporin 
treatment for serious infections due to apparently susceptible organisms producing extended-spectrum β-lactamases: 
implications for the clinical microbiology laboratory. J Clin Microbiol. 2001; 39(6): 2206-12. DOI: 
10.1128/JCM.39.6.2206-2212.2001 

6- Swanson E, Freeman L, Seleem M, Guba Jr A, Morris S, Yang D, et al. Extended-spectrum beta-lactamases: a 
clinical update. J Am Vet Med Assoc. 2014; 244(10): 1126-7. doi: 10.2460/javma.244.10.1126 

7- Hakimi Alni R, Ghobadi N, Najafi Asl M, Sharifi A. Genotyping of Escherichia coli isolated from human and water 
samples using ERIC-PCR method in Hamadan city. J Birjand Univ Med Sci. 2018; 25(4): 297-306. [Persian] 



 1398زمستان  ،4 ، شماره26 دوره                                                                            علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند                                  مجله 

 325

8- Hakimi Alni R, Mohammadzadeh A, Mahmoodi P. Molecular typing of Staphylococcus aureus of different origins 
based on the polymorphism of the spa gene: characterization of a novel spa type. 3 Biotech. 2018; 8(1): 58. doi: 
10.1007/s13205-017-1061-6. 

9- Poirel L, Gniadkowski M, Nordmann P. Biochemical analysis of the ceftazidime-hydrolysing extended-spectrum β-
lactamase CTX-M-15 and of its structurally related β-lactamase CTX-M-3. J Antimicrob Chemother. 2002; 50(6): 
1031-4. DOI: 10.1093/jac/dkf240 

10- Amiri M, Ghane M, BabaeeKhou L. Molecular typing and investigating the presence of efflux genes in urinary 
isolates of Klebsiella pneumoniae. J Urmia Univ Med Sci. 2019; 30(1): 8-20. [Persian] 

11- CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fifth Informational Supplement. 
CLSI document M100-S25. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2015.   

12- Ribeiro Junior JC, Tamanini R, Fritegoto Soares B, Marangon de Oliveira A, de Godoi Silva F, Fernandes da Silva 
F, et al. Efficiency of boiling and four other methods for genomic DNA extraction of deteriorating spore-forming 
bacteria from milk. Semina: Ciências Agrárias. 2016; 37(5): 3069-78. doi: 10.5433/1679-0359.2016v37n5p3069 

13- Guessennd N, Bremont S, Gbonon V, Kacou-Ndouba A, Ekaza E, Lambert T, et al. [Qnr-type quinolone resistance 
in extended-spectrum beta-lactamase producing enterobacteria in Abidjan, Ivory Coast]. Pathol Biol (Paris). 2008; 
56(7-8): 439-46. [French] doi: 10.1016/j.patbio.2008.07.025. 

14- Grillová L, Bawa T, Mikalová L, Gayet-Ageron A, Nieselt K, Strouhal M, et al. Molecular characterization of 
Treponema pallidum subsp. pallidum in Switzerland and France with a new multilocus sequence typing scheme. PloS 
one. 2018; 13(7): e0200773. doi: 10.1371/journal.pone.0200773. 

15- Wyres KL, Holt KE. Klebsiella pneumoniae population genomics and antimicrobial-resistant clones. Trends 
Microbiol. 2016; 24(12): 944-56. doi: 10.1016/j.tim.2016.09.007. 

16- Lee CR, Lee JH, Park KS, Kim YB, Jeong BC, Lee SH. Global dissemination of carbapenemase-producing 
Klebsiella pneumoniae: epidemiology, genetic context, treatment options, and detection methods. Front Microbiol. 
2016; 7: 895. doi: 10.3389/fmicb.2016.00895. 

17- Najar-Peerayeh S, Derakhshan S, Fallah F, Bakhshi B, Alebouyeh M. Prevalence of Extended-Spectrum β-
Lactamases Among Klebsiella pneumoniae Isolated from Intensive Care Unit Patients in a Tertiary Hospital. Arch Clin 
Infect Dis. 2019; 14(1):e69199. doi: 10.5812/archcid.69199. 

18- Feizabadi MM, Mahamadi-Yeganeh S, Mirsalehian A, Mirafshar SM, Mahboobi M, Nili F, et al. Genetic 
characterization of ESBL producing strains of Klebsiella pneumoniae from Tehran hospitals. J Infect Dev Ctries. 2010; 
4(10): 609-15. 

19- Soroush Z, Ghane M. Molecular identification of CTX-M, TEM and SHV β-lactamases in Klebsiella pneumoniae 
isolated from respiratory system of patients in the ICU of educational hospitals in Tehran. Feyz. 2017; 21(3): 232-9. 
[Persian] 

20- Chaudhary M, Payasi A. Antimicrobial susceptibility patterns and molecular characterization of Klebsiella 
pneumoniae clinical isolates from north Indian patients. Int J Med Med Sci. 2013; 46(2): 1218-24. 

21- Edelstein M, Pimkin M, Palagin I, Edelstein I, Stratchounski L. Prevalence and molecular epidemiology of CTX-M 
extended-spectrum β-lactamase-producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae in Russian hospitals. Antimicrob 
Agents Chemother. 2003; 47(12): 3724-32. doi: 10.1128/aac.47.12.3724-3732.2003 

22- Torshizi R, Zamanzad B, Mokhtareyan K, Karimi A. Determination of CTX-M genes in Enterobacteriaceae 
producing extended-spectrum beta-lactamase using PCR method. J Shahrekord Univ Med Sci. 2011; 3(13): 9-17. 
[Persian] 

23- Falagas ME, Karageorgopoulos DE. Extended-spectrum β-lactamase-producing organisms. J Hosp Infect. 2009; 
73(4): 345-54. doi: 10.1016/j.jhin.2009.02.021. 

24- Hosseini Jazani N, Omrani MD, Yekta Z, Nejadrahim R, Afshar Yavari SH, Zardashti M. Plasmid profile of 
Pseudomonas aeruginosa and its relation with antibiotic resistance in hospital isolates. J Kerman UnivMed Sci. 2008; 
15(1): 9-17. [Persian] 



  پيشه و همكاران سمر صداقت                                     ...هاي باليني كلبسيلا پنومونيه جدا شده  در سويه blaCTX-Mهاي  يابي ژن شناسايي و توالي

 326

25- Henriques IS, Fonseca F, Alves A, Saavedra MJ, Correia A. Occurrence and diversity of integrons and β-lactamase 
genes among ampicillin-resistant isolates from estuarine waters. Res Microbiol. 2006; 157(10): 938-47. DOI: 
10.1016/j.resmic.2006.09.003 

26- Gatica J, Jurkevitch E, Cytryn E. Comparative Metagenomics and Network Analyses Provide Novel Insights Into 
the Scope and Distribution of beta-Lactamase Homologs in the Environment. Front Microbiol. 2019; 10: 146. doi: 
10.3389/fmicb.2019.00146. 


