
 

 

Majallah-i mīkrub/shināsī-i pizishkī-i Īrān. وب شناسی پزشکی ایرانمجله میکر 

871 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Frequency of Pathogenic Genes fimH ،irp2  ،rmpA، allS and wcaG of Klebsiella 

pneumoniae Isolates by Multiplex-PCR Method 
 
 

 

Bahman Hormozi1, Ahmad Rashki2, Majid Alipour Eskandani3, Mohsen Najimi2 

 
1. Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, University of Zabol, Zabol, Iran 

2. Department of Physiopathology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zabol, Zabol, Iran 

3. Department of Food Hygiene, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zabol, Zabol, Iran 

 

Article Information 
 

 

 

 

 

Abstract 

Article history: 
Received: 2016/10/11 

Accepted: 2018/01/11 

Available online: 2018/02/19 

 

Article Subject: 

Molecular Microbiology 
 

IJMM 2018; 11(6): 178-183 

 

Background and Aims: Klebsiella pneumoniae that causes bloodstream and urinary tract 

infections has several virulence factors encoding genes. Factors like the ability of adherence to 

the host cell surface, presence of sidrophore receptors and regulation of mucoid phenotype are 

the common virulence ones involved in the pathogenesis of K. pneumoniae. The aim of this 

study was to determine the frequency of virulence factor encoding genes in K. pneumoniae 

isolates, collected from hospitalized patients by Multiplex PCR. 

Materials and Methods: In this descriptive study, the frequency of genes encoding 

virulence factor irp2, wcaG, rmpA, rmpA، allS and fimH were evaluated in 100 K. pneumoniae 

isolates, collected from patients referred to teaching hospitals of Zahedan city by Multiplex 

PCR.  

Results: Among 100 clinical isolates of K. pneumoniae, allS gene had the highest 

frequency, 90%, and rmpA had the lowest frequency, 6%. The frequency of genes fimH, irp2, 

wcaG and rmpA were 88%, 87%, 33% and 6% respectively. 

Conclusions: The results of this study showed that the allS, irp2 and fimH genes were 

more frequent among K. pneumoniae isolated from studied patients in Zahedan city. These 

findings provide important information on the importance of these virulence factors on 

pathology of urogenital tract infection, management of Klebsiella infection and success of 

treatment strategies. 
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کلبسیلا های در ایزوله wcaGو  fimH  ،irp2   ، rmpA، allS زایهای بیماریفراوانی ژن بررسی

 Multiplex-PCRبه روش  پنومونیه
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شود حاوی چندین ژن کدکنندۀ های دستگاه گردش خون و ادرار میکه باعث عفونت کلبسیلا پنومونیه :زمینه و هدف

و تنظیم فنوتیپ مخاطی  آهن جذب ستمیس ˛سیدروفور هایگیرنده وجود ˛سطوح به اتصال زا است. عواملی مثل تواناییعوامل بیماری

 هایژن میزان حضور تعیین هدف با مطالعه هستند. این پنومونیه کلبسیلااز سوی  بیماری ایجاد در دخیل فاکتورهای تریناساسی زءج

 .انجام شد Multiplex-PCRروش شده با جداشده از بیماران بستری کلبسیلا پنومونیۀ در زااین فاکتورهای بیماری کدکنندۀ

 811در  fimHو   irp2 ،wcaG ،rmpA، allSزای های بیماریفراوانی ژن ˛توصیفی لعۀدر این مطا :کارروش و مواد 

در سال   Multiplex-PCR های آموزشی زاهدان با روش آوری شده از بیماران بستری در بیمارستانجمع کلبسیلا پنومونیۀایزولۀ 

 بررسی شد.8313

 %6با  rmpA بیشترین فراوانی و ژن %11 با allS، ژن شدهالعهمط کلبسیلا پنومونیۀ ۀایزول 811درمجموع از  :هایافته

 گزارش گردید.  %33و  %17، %11ترتیب به wcaGو   fimH،  irp2 هایکمترین فراوانی ژنی را داشتند. فراوانی ژنی برای ژن

کلبسیلا پنومونیۀ  هایهای کدکنندۀ فاکتورهای حدت در ایزولهترین ژنشایع wcaGو  alS ،irp2 ،fimH :گیرینتیجه

ها که شناسی عفونتها در آسیبتواند اطلاعاتی در رابطه با اهمیت آنشده از بیماران تحت مطالعه در زاهدان است. این مسئله می جدا

 شود در اختیار محققین قرار دهد.های مؤثر میمنجر به دستیابی به درمان

 ای پلیمرازواکنش زنجیرهزایی، روش ، فاکتورهای بیماریکلبسیلا پنومونیه :کلمات کلیدی
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مهمقد

عفونت باکتریایی از علل عمدۀ بستری بیماران در 

ومیر در جامعه است بزرگترین علت مرگ احتمالا ها وبیمارستان

های سنی مستعد به افراد کهنسال از مهمترین گروه (. نوزادان و1)

از مهمترین  کلبسیلا پنومونیه .(1)های باکتریایی هستند عفونت

. (2)ها است های اکتسابی از بیمارستانکنندۀ عفونتوامل ایجادع

 از سویه چندین اما رسد،نظر میبه ضررباکتری اگرچه گاهی بی این

خاصیت  هاآن به که اندآورده دستبه زا رابیماری هایژن آن

زای های بیماریرسد سویهنظر می. به(3)بخشد می زاییبیماری

 زایی در دستگاه ادراری،که قابلیت بیماری کلبسیلا پنومونیه

-الریه و شوکرا دارند از عامل ذات (5)و خون  (0)دستگاه تنفسی 

های ها ویژگیهای سپتیک تهدیدکنندۀ زندگی هستند. این سویه

 کلونیزاسیون در که دهندمی نشان خود از ویرولانس مختلفی

. از (1 ,5)د دارن نقش میزبانی دفاع مهار و مخاطی میزبان سطوح

 ،Oژن توان به آنتیمی زایی این سویه،مهمترین عوامل بیماری

 کنندۀ آهن،، فاکتورهای مربوط به سیستم جمعKژن آنتی

های . ژن(0)اشاره کرد  هاسنتز سیتوتوکسین و هاآدهسین

، irp2مختلفی فاکتورهای ویریولانس از جمله سیستم جذب آهن )

allS،) هاآدهسین ((fimH ،کپسول( هاwcaG)  و rmpAعنوان به

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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. پروتئین ادهسین (8)کنند را کد می فنوتیپ مخاطی عامل

کلبسیلا زایی (، یک نقش مرکزی را در بیماریfimفیمبریا )
های مخاطی دستگاه تنفسی، ازطریق حمله به سلول پنومونیه

کند، که باعث کلونیزاسیون و ای بازی میروده -دستگاه ادراری 

شود. برخی از های میزبان میباکتری در لایۀ مخاطی سلولتکثیر 

عنوان فاکتور که به rmpA و   irp2  allS ˛ wcaGها همچون  ژن

و  کلبسیلا پنومونیههای نقش مهمی را در پاتوژنز سویه - ̨ زابیماری

. داشتن اطلاعات درخصوص (8)عهده دارند ایجاد بیماری به

مناطق  و نحوۀ توزیع آنها در فراوانی فاکتورهای ویرولانس

تواند اطلاعات جامع دربارۀ میزان توزیع جغرافیایی مختلف می

ها زا در اختیار اپیدمیولوژیستهای واجد فاکتورهای بیماریسویه

و  ها، کمک شایانی به مراکز درمانیقرار دهد. همچنین این داده

ات صحیح موقع در اتخاذ تصمیمبیمارستانی برای اقدام سریع و به

منظور تعیین میزان . بنابراین مطالعۀ حاضر به(12, 1)نمایدمی

سیستم جذب آهن  ویرولانس فاکتورهای کدکنندۀ هایفراوانی ژن

(irp2 ،allS،) هاآدهسین ((fimH( کپسول ،wcaG)  و rmpA به 

 فنوتیپ مخاطی انجام گرفت. عنوان عامل

 هاروشمواد و 

 هاتهیۀ و شناسایی نمونه

توصیفی بوده و جامعه بررسی  -ن مطالعه از نوع مقطعیای

ادرار و ترشحات دستگاه  ̨چرک ̨نمونه کلینیکی )خون 8811شده 

های آموزشی زاهدان در شده در بیمارستانتنفسی( بیماران بستری

 پنومونیه کلبسیلا ایزوله  های بررسی این دربود.  8313سال 

 آزمایش های و ناسیمیکروب ش استاندارد روش های با جداشده

 رشد بر روی محیط ˛آمیزی گرمرایج ازجمله رنگبیوشیمیایی 

دی  اورنیتین ˛لیزین ˛اوره ˛سیترات ˛اکسیداز ˛EMBمکانکی و 

و مولکولی )استفاده از  TSI˛SIM˛ MR˛ VP ˛کربوکسیلاز

درآزمایشگاه میکروب شناسی دانشکده پرایمرهای اختصاصی(

قرار گرفته و تایید شدند. نمونه  شناسایی مورد دامپزشکی زابل

 و کشت سیترات انعقاد ضد ماده حاوی TSBمحیط  در خون های

 .شدند نگهداری C 37˚ حرارت در درجه هفته یک مدت به

 ژنومیDNA استخراج 

محیط  mL8در لولۀ حاوی  کلبسیلا پنومونیههای ایزوله

ساعت در  22-81مدت ( بهLuria-Bertani broth) LBکشت 

دقیقه با  8مدت کشت داده شدند. سپس نمونه به C 37°دمای 

 2 ،سانتریفیوژ شد. بعد از خارج کردن مایع رویی rpm82111دور 

PBS (1X) (Phosphate Buffer Salin )محلول 1mL بار با 

آب مقطر استریل به  mcl811شستشو داده شد. در این مرحله 

داخل  C 18°یدر دما دقیقه 81مدت تیوب اضافه و نمونه به

دقیقه  8مدت اپندورف، آلمان( قرار گرفت. مجددا به ترمومیکسر )

سانتریفیوژ و سپس مایع رویی به تیوب جدید  rpm82111با دور 

 .نگهداری شد –C 21°استخراج شده در دمای  DNAمنتقل شد. 

اپندورف، در مایع رویی با استفاده از اسپکتروفتومتر ) DNAوجود 

 .(11)بررسی قرار گرفت  تحت nm261ذب در و با بررسی ج (آلمان

  Multiplex-PCRواکنش 

های کدکنندۀ فاکتورهای حدت برای شناسایی وجود ژن

irp2 ،alS ،wcaG ، rmpAاز  کلبسیلا پنومونیههای ایزوله ، در

استفاده شد. پرایمرهای استفاده شده  Multiplex-PCRتکنیک 

-16S از ژن آمده است. همچنین  )8(درمطالعه در جدول 

23SrRNA عنوان کنترل داخلی استفاده شد. واکنش بهPCR  با

انجام گردید.  )اپندورف،  آلمان(استفاده از دستگاه ترموسایکلر 

)پیشگام،  Master Mix RED ×2آنزیم  PCRبرای انجام فرایند 

 الگو،  DNAاز  ng 81ایران( خریداری شد. در این واکنش 

MgCl2 mM2   ،88/1 % 21Tween ،mM 22/1  از هر نوکلئوتید

(dNTP ،)88/1  واحد در میکرولیترAmpliqon Taq DNA 

polymerase  pM81  از پرایمرهایForward  وReverse  را با

 µl28بار تقطیر به  2یکدیگر مخلوط و حجم نهایی با آب مقطر 

واجد مراحل زیر بود:  PCRهای رسانده شد. برنامۀ اجرایی سیکل

دقیقه و  8مدت به C12°( اولیه در denaturation) سازیواسرشت

مدت به C12°سازی در سیکل تکثیر شامل واسرشت 38سپس 

 C81°الگو در  DNA( به annealingپرایمرها ) و اتصال ثانیه 31

 C72°( در extensionثانیه و طویل شدن رشته الگو ) 81مدت به

 7مدت ( بهfinal extensionثانیه و طویل شدن نهایی ) 71مدت به

از  uL8پس از انجام واکنش انجام شد. C72°دقیقه در دمای 

 11دقیقه باولتاژ  21مدت به %2محصولات واکنش در ژل آگارز 

الکتروفورز شد و قطعات تکثیرشده با استفاده از نشانگر 

Ladder100 آزمون فیشر از استفاده با پایان، نتایج ارزیابی شد. در 

  .ندتحلیل شدوتجزیه
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 شده در این مطالعهپرایمرهای استفاده .1جدول

 ژن (5_/3/توالی پرایمرها ) دما اندازه

357 bp)) 59 TGCGCATGGCTCAAATGGGGAA F 
alS 

59 TGACTGCCTTGCTCATGCACAG R 

(535pb) 
59 ACTGGGCTACCTCTGCTTCA F 

rmpA 
59 CTTGCATGAGCCATCTTTCA R 

(169bp) 
59 GGTTGGGTCAGCAATCGTA F 

wcaG 
59 ACTATTCCGCCAACTTTTGC R 

(623bp) 
59 AGCATCGCCTGCTAAAACTGAA F 

irp2 
59 CAGACGATGCAGGGCGTTATTA R 

170bp)) 
59 ATTCCTCACAATCAGCGCACTT F 

fimH 
59 ATCAGCAGTACAGCAAACAGGG R 

(133bp) 
59 ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT F 

16S-23S rRNA 
59 TTCACCTAAGTTTTCTTGTGTTC R 

 

 هاافتهی

های زنجیرۀ پلیمراز طیف ژن واکنش وتحلیلتجزیه در

متغیر بود  allSبرای ژن  %11تا  rmpAبرای ژن  %6ویرولانس از 

انداز فاصله ۀناحیهای جداشده حاوی (. تمامی ایزوله8)نمودار 

    16S-23S rRNA( نشانگر مولکولیITSداخلی ) ۀشوندرونویسی

کلبسیلا های تشخیصی جام تستدهندۀ صحت انبودند که نشان
 (.8بود )شکل  پنومونیه

 
بارگذاری شده روی ژل  Multiplex-PCRای  از .  نمونه1شکل 

 % 2آگارز 

 16S-23S rRNA (133bp) ،irp2 (623bp) ،wcaGهای ژن 

(169bp)  ،rmpA (535pb) 357وbp))alS   در دمایº C51 
 

در  allS ˛شدهدۀ سیستم جذب آهن مطالعهژن کدکنن 2از 

 %11ها شناسایی شد )در تعداد بیشتری از ایزوله irp2مقایسه با 

ای دیده نشد. از میان ( ولی تفاوت قابل ملاحظه%17در مقایسه با 

و  %31در  wcaGژن  ˛شدهمطالعه کلبسیلا پنومونیۀایزولۀ  811

ین مطالعه مشخص (. در ا8مشاهده شد ) نمودار  %6در  rmpAژن 

بیشترین  allSفراوانی ژن  ˛شدههای بررسیشد که در بین ایزوله

های آدهسین فراوانی ژن مقدار را به خود اختصاص داده است و

(fimH( سیستم جذب آهن ،)irp2 کپسول پلی ساکاریدی ،)

(wcaG فنوتیپ مخاطی ،) A(rmpAبه )های بعدی ترتیب در رده

ایزوله از  81) %66نشان داد که  8آن نمودار قرار داشتند. علاوه بر 

 88) %81 ˛های جداشده از ترشحات تنفسایزوله( ایزوله 88

ایزوله از  8) %16های جداشده از ادرار و ایزوله( ایزوله 71ایزوله از 

را داشتند. ژن  wcaGهای جداشده از خون، ژن ایزوله( ایزوله 6

rmpA های ادرار های جداشده از نمونهایزوله %7و  %6ترتیب در به

و  %13در  ˛های ادراریایزوله %18در  allS و خون دیده شد. ژن

های خون و ترشحات تنفسی های جداشده از نمونهایزوله 67%

 fimHهای جداشده از خون حاوی ژن یافت شد. تمامی ایزوله

 بودند.

 
های کلبسیلا شده در ایزولههای بررسی. درصد فراوانی ژن1نمودار 

 پنومونیه به تفکیک محل جداسازی
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 بحث

کلبسیلا های این مطالعه برای اولین بار بر روی ایزوله
های آموزشی جداشده از بیماران بستری در بیمارستان پنومونیۀ

 ترین فاکتورهای ویرولانس انجام گرفت. درزاهدان براساس شایع

بیشترین فراوانی و  %11با  allS که ژن پژوهش مشخص شد  این

های بین ایزوله در کمترین فراوانی ژنی را %6 با  rmpAژن 

شهرستان زاهدان داشت. فراوانی ژنی برای  در پنومونیه کلبسیلا

مشاهده  %31و  %17، %11ترتیب بهwcaG و   fimH ،irp2هایژن

جز ده بهشد. نتایج این پژوهش با آنچه در سایر کشورها انجام ش

ها نقش مهمی را مطابقت دارد، که ممکن است این ژن rmpAژن 

ها ایفا کنند های دربرگیرندۀ این ژندر ایجاد بیماری در سویه

(12-10) . 

به  rmpAدر تحقیقی که در تایوان صورت گرفت، فراوانی ژن 

. در گزارشی دیگر در تایوان، میزان (12)گزارش شد  %21میزان 

 تولیدکنندۀ پنومونیۀ کلبسیلاهای سویه در rmpAفراوانی ژن  

ESBL 78% های غیرسویه در و ESBL   (13)بود  %23فراوانی آن .

 2117و همکاران در سال  Kuo-Ming Yehای که از در مطالعه

و  %68ترتیب به magAو  rmpAهای انجام شد، میزان فراوانی ژن

نی کمتری را برای فراوا . نتایج مطالعۀ حاضر(15)گزارش شد  32%

دهد که مهمترین مطالعۀ فوق نشان می 3نسبت به  rmpAژن 

های غالب این های ایزولهدلیل آن ممکن است تفاوت سروتیپ

 cps capsularدر خوشۀ ژنی  rmpAمنطقه باشد. ژن 

polysaccharide synthesis)  سروتیپ )k1  قرار پنومونیه  کلبسیلا

  (18-11)دارد 

و همکاران در  El Fertas-Aissaniاز سوی در تحقیقی که 

و  %811ترتیب به irp2و  fimHهای انجام شد، ژن 2183سال  

. در (11)گزارش شد که با تحقیق حاضر تقریبا مطابقت دارد  11%

های ایزوله %67و  %13، %18ترتیب در به allSمطالعۀ حاضر ژن 

ین در همچن جداشده از ادرار، ترشحات حلق و خون یافت شد.

های کبدی انجام ایزولۀ جداشده از آبسه 82ای که بر روی مطالعه

ها مشاهده شد که با در تمام نمونه allSمیزان فراوانی ژن  ˛گرفت

در allS که ژن . درحالی(22)تحقیق حاضر تقریبا مطابقت دارد 

و همکاران  Linهای جداشده از سوی ایزوله 26کدام از  هیچ

عنوان کردند  2112و همکاران در سال  Chou. (21)مشاهده نشد 

های کبدی دیده های جداشده از آبسهبیشتر در ایزوله allSکه ژن 

های ایزوله %18که در مطالعۀ حاضر در ، درحالی(22)شود می

های کدکنندۀ فاکتورهای جداشده از ادرار مشاهده شد. وجود ژن

شده از جداۀ کلبسیلا پنومونیهای شده در ایزولهحدت مطالعه

دهندۀ وجود پتانسیل خطر بالای این تواند نشانمی ˛منابع مختلف

 های بیمارستانی باشد.پاتوژن در بیماران مبتلا به عفونت

 سپاسگزاری

نامۀ بهمن هرمزی، دانشجوی این پژوهش بخشی از پایان

-IR  کارشناسی ارشد رشتۀ ژنتیک دانشگاه زابل با کد اخلاق  

UOZ-93008 .شناسی وسیله از حمایت بخش میکروببدین است

دانشکدۀ دامپزشکی دانشگاه زابل و دوستانی که ما را در اجرای 

 کنیم.اند تقدیر و تشکر میاین تحقیق صمیمانه یاری داده

 تعارض منافع

 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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