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 ABSTRACT 
 

 Background:   Klebsiella pneumoniae has received attention due to a wide range of diseases and antibiotic resistance.The 
resistance to fluoroquinolones in gram-negative bacteria is often due to chromosomal mutations in the gyr and par genes. 
This research aimed at investigating the pattern of fluoroquinolone resistance and its relation with a mutation in the parC 
gene among clinical isolates of K. pneumoniae. 

 Materials & Methods:  In this descriptive-analytical study, 95 K. pneumoniae, after biochemical and molecular diagnosis, were 
evaluated for resistance to different antibiotics by disk diffusion agar according to CLSI recommendations and screening for 
ciprofloxacin-resistant isolates. Mutation in the ciprofloxacin resistance determinant region of the parC gene of K. pneumoniae 
resistant to ciprofloxacin was performed by PCR amplification and then amplified fragment sequencing and finally with the 
standard bacterial genome sequencing available at NCBI site, became BLAST through online software, Insilico, and Clustalw2. 

Results:  The result of the antibiogram showed implies an expansion of MDR bacteria. 3.1% of isolates were resistant to all 
13 antibiotics studied and 24.2% were ciprofloxacin-resistant. The highest and lowest percentages of antibiotic resistance 
were determined for ampicillin and amoxicillin (98.9%) and imipenem (13.6%), respectively. Sequence analysis of the parC 
gene showed that of 23 isolates resistant to ciprofloxacin, 16 isolates at codon 80 (I80S), one at codon 84 (E84K) were and 3 
isolates also had frame-shift mutations. 

Conclusion:  Mutations in the parC gene can be one of the major contributors to resistance to fluoroquinolones and increased 
MDR bacteria and nosocomial infections. 
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Introduction
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) is an 

opportunistic bacterium and an important pathogen is 
responsible for a wide range of nosocomial acquired from 
the hospital and is the cause of urinary tract infections, 
neonatal arthritis, meningitis, wound infections, 

nosocomial pneumonia, bacteremia, septicemia, and soft 
tissue infections (1). The microorganism is also a 
potentially pathogenic community-acquired pathogen (1). 
Most K. pneumoniae isolates are multidrug-resistant (2). 
Although fluoroquinolones such as ciprofloxacin are often 
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used to treat K. pneumoniae infections, the resistance of 
this bacterium to this group of antibiotics is increasing (3, 
4). The resistance to fluoroquinolones in gram-negative 
bacteria is often due to chromosomal mutations in 
the gyr and par genes (5, 6). This research aimed at 
investigating the pattern of fluoroquinolone resistance 
and its relation with a mutation in the parC gene among 
clinical isolates of K. pneumoniae. 

 

Materials and Methods 
Bacterial identification and Antibacterial susceptibility 
testing 

In this descriptive-analytic study, 95 K. pneumoniae. 
Isolates were initially identified using standard 
laboratory methods including growth on MacConkey 
agar medium (Merck, Germany) at 37 ˚C, showing the 
purple appearance, Gram stain (Gram-negative 
coccobacillus), oxidase test (negative), sulfide indole 

motility (SIM), methyl red-Voges-Proskauer (MR-VP), 
citrate utilization, urease test, triple sugar iron 
(lactose fermentative or acid/acid, G+, H2S-) and for 
molecular diagnosis, Presence of 16S rRNA gene was 
verified using PCR (fig 1). The total genomic DNA was 
extracted from K. pneumoniae colonies grown on LB 
broth (Merck Co., Germany) by the boiling method. 
DNA quality and concentrations were determined by 
Nanodrop spectrophotometer (Nanodrop 
Technologies, Wilmington, DE, USA) and agarose gel 
electrophoresis. Whole extracted DNAs were 
immediately stored at -70°C.  

After biochemical and molecular diagnosis screened 
for resistance to fluoroquinolones and anther 
antibiotics by the Kirby-Bauer disc diffusion technique 
on Mueller-Hinton Agar (Merck Co., Germany) 
medium according to the Clinical and Laboratory 
Standards Institute 2018 (CLSI) strategies. 

 

 

 
Figure 1. PCR product electrophoresis results for proliferation of 16S rRNA gene with molecules with a molecular 
weight of 130 bp, column1, marker100 bp (Sina Clone Company) and column 2, positive control, columns 3-13, 

product bp130 PCR gene 16S rRNA gene, clinical isolates of K. pneumoniae and Column 14 Negative control 

 

Table 1. Primers used in this study 

Referenc
e Product size Seq Gene 

)4 ( 340 bp F 5′-CAGCTCGGCATACTTCGAC-3′ 
R 5′-CCTGAACTACTCCATGTACGTGAT-3′ parC 

)15 ( 130 bp F 5′-ATTTGAAGAGGTTGCAACGAT-3′ 
R 5′-TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC-3′ 16S rRNA 
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Table 2. Thermocycler PCR protocol for the 16S rRNA gene 

Time Temperature Steps 
4 min 94˚C Initial Denaturation 
45 sec 94˚C Denaturation 
45 sec 59˚C Annealing 
45 sec 72˚C Extension 
10 min 72˚C Final Extension 

 

Table 3. Thermocycler PCR protocol for the parC gene 

Time Temperature Steps 
4 min 94˚C Initial Denaturation 
30 sec 94˚C Denaturation 
30 sec 50˚C Annealing 
1 min 72˚C Extension 
7min 72˚C Final Extension 

 

Determination of MIC of ciprofloxacin by microbial 
dilution method 

The MIC of ciprofloxacin was measured by dilution 
microbial assay at concentrations ranging from 0.25 - 
1024 µg / ml. 

PCR assay for detection of parC genes 

The mutation in the determining area for resistance 
to ciprofloxacin in the parC gene of resistant K. 
pneumoniae was performed by the reproduction of this 
gene using the PCR method and nucleotide sequencing 
analysis (Figure 2,3 ,4 5). 

The desired genes and their primer sequences used 
in our study were demonstrated in Table 1. The total 
volume of reaction per each PCR test was 25 µL in the 
PCR tube. The reaction mixtures for detection of parC 
gene contained 1 μL DNA (10 pmol/L), 12.5 μL ready 2× 
PCR Master Mix (SinaClon BioScience Co., Iran), 1 μL of 
10 pmol/L of each primer and 9.5 μL of sterile ultrapure 
water up to 25 µl volumes. Thermal cycling conditions 
for gene amplification were performed in Table 2 & 
3. Finally, the effect of the mutation on the structure of 
IV topoisomerase enzyme and its possible role in 
resistance to Ciprofloxacin was investigated using 
online Blast, Insilico, and Clustalw2 software. 

Results 
The antimicrobial susceptibility pattern of K. 

pneumoniae isolates was determined by the Kirby-
Bauer disc diffusion technique on Mueller-Hinton Agar 
(Merck Co., Germany) medium. The results showed 
that 1.3% of isolates were resistant to all 13 antibiotics 
and 23 isolates were resistant to ciprofloxacin (24.2%). 
The highest percentage of antibiotic resistance was 
obtained for ampicillin and amoxicillin (98.9%) and the 
lowest percentage of antibiotic resistance was 

determined for ampicillin (13.6%). The results of the 
antimicrobial susceptibility pattern of K. pneumoniae 
isolates showed in table 4.  Results showed 67 isolates 
from 95 isolates studied were Multi-Drug Resistant 
(MDR) and 8 isolates were Extensive Drug-Resistant 
(XDR). 

Sequencing analysis showed that 16 of 23 isolates 
resistant to ciprofloxacin had I80S mutations and an 
isolate also had an E84K mutation in the parC gene. 
According to the results, a mutation in parC gene is one 
of the most important mechanisms of resistance to 
fluoroquinolones in clinical isolates of K. pneumoniae. 
The mutation in the parC gene induces resistance to 
ciprofloxacin in K. pneumoniae by altering the tendency 
of ciprofloxacin to IV topoisomerase, and this can 
contribute to the increase of K. pneumoniae isolates 
resistant to common antibiotics and the increased 
incidence of nosocomial infections. 

 

 
Figure 1. Electrophoresis results of PCR product for parC 
gene proliferation with bands with a molecular weight of 
340 bp, column 1 of 100 bp marker (Sina Clone Company) 
and column 2 of positive control, columns 3-13 of product 
340 bp PCR gene of parC gene, clinical isolates of K. 
pneumoniae and Column 14 Negative control 
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Table 4. The results of the antimicrobial susceptibility pattern of K. pneumoniae isolates 

Antibiotics Susceptible Intermediate Resistance 
Cefepime 30 μg 67 (70.53%) 1 (1.05%) 27 (28.42%) 
Tobramycin 10 μg 72 (75.79%) 8 (8.42%) 15 (15.79) 
Chloramphenicol 30 μg 71 (74.74%) 8 (8.42%) 16 (15.79%) 
Ciprofloxacin 5 μg 61 (64.21%) 11 (11.58%) 23 (24.21%) 
Nalidixic acid 30 μg 56 (58.95%) 13 (13.68%) 26 (27.37%) 
Trimethoprim-sulfamethoxazole 75 μg 62(65.26%) 0 33(34.74%) 
Piperacillin 100 μg 9 (9.48%) 20 (21.05%) 66 (69.47%) 
Tetracycline 30 μg 65(68.42%) 6 (6.32%) 24 (25.26%) 
Imipenem 10 μg 77 (81.05%) 5 (5.26%) 13(13.69%) 
Cefecxim 5 μg 57 (60%) 3 (3.16%) 35 (36.84%) 
Meropenem 10 μg 75 (78.95%) 1 (1.05%) 19 (20%) 
Ampicillin 10 μg 1 (1.05%) 0 94 (98.95%) 
Amoxicillin 10 μg 1 (1.05%) 0 94 (98.95%) 

 

 

DNA topoisomerase IV subunit A 

Query 11 GCATGGCGGCG--AGATTTGGGATCGTCCGGCGCCCCCCAGTTTCCCTGACCATCCACCA 68 

 ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701656 GCATGGCGGCGAAAGATTTGGGATCGTCCGGCGCCCCCCAGTTTCCCTGACCATCCACCA 701597 

 

Query 69 GCGGATAGCGGTAAGAGAACGGCTGCGCCATCAGCACCATCGCTTCATAGCAGGCGATGT 128 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701596 GCGGATAGCGGTAAGAGAACGGCTGCGCCATCAGCACCATCGCTTCATAGCAGGCGATGT 701537 

 

Query 129 CGCCGTGCGGGTGATATTTACCCAACACGTCGCCGACAGTGCGGGCGGACTTTTTGAATT 188 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701536 CGCCGTGCGGGTGATATTTACCCAACACGTCGCCGACAGTGCGGGCGGACTTTTTGAATT 701477 

 

Query 189 TCGCGCTGGCGTTCAGCCCCAGCTCGGACATCGCATAGACGATGCGACGCTGGACCGGTT 248 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701476 TCGCGCTGGCGTTCAGCCCCAGCTCGGACATCGCATAGACGATGCGACGCTGGACCGGTT 701417 

 

Query 249 TTAAGCCATCGCCAATAAACGGTAATGCCCTGTCCATGATCACGTACATGGAGTAGTTCA 308 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701416 TTAAGCCATCGCCAATAAACGGTAATGCCCTGTCCATGATCACGTACATGGAGTAGTTCA 701357 

 

Query 309 GG 310 

 || 

Sbjct 701356 GG 701355 
 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP033946.1?report=gbwithparts&from=701302&to=703560&RID=32BAMBJS015
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Figure 3. Examining the presence of mutations in a fragment of a replicated parC gene and comparing it with the standard 
sample available on the NCBI site shows the color of the mutation site in code 80. 

 
Fig 4. Chart for electrogram, one of the examples of sequence determination 

EMBOSS_001 1 ----------------------MYVIMDRALPFIGDGLKPVQRRIVYAMS 28 

 |||||||||||||||||||||||||||| 

EMBOSS_001 1 MSDMAERLALHEFTENAYLNYSMYVIMDRALPFIGDGLKPVQRRIVYAMS 50 

 

EMBOSS_001 29 ELGLNASAKFKKSARTVGDVLGKYHPHGDIACYEAMVLMAQPFSYRYPLV 78 

 |||||||||||||||||||||||||||||.|||||||||||||||||||| 

EMBOSS_001 51 ELGLNASAKFKKSARTVGDVLGKYHPHGDSACYEAMVLMAQPFSYRYPLV 100 

 

EMBOSS_001 79 DGQGNWGAPDDPKS---RRHANQ--------------------------- 98 

 ||||||||||||||.|:... 

EMBOSS_001 101 DGQGNWGAPDDPKSFAAMRYTESRLSKYSELLLSELGQGTADWVPNFDGT 150 

 

EMBOSS_001 99 -------------------------------------------------- 98 

 

EMBOSS_001 151 LQEPKMLPARLPNILLNGTTGIAVGMATDIPPHNLREVAQAAIALIDQPK 200 

 

EMBOSS_001 99 -------------------------------------------------- 98 

 

EMBOSS_001 201 TTLDQLLDIVQGPDYPTEAEIITSRAEIRKIYENGRGSVRMRAVWKKEDG 250 
 

Figure 5. Shows a comparison of the amino acid sequence of a gene amplified with a standard sample and the location of 
the amino acid change that the catheter shows instead of isoleucine instead of serine. 

 

Discussion 
Klebsiella is the cause of a wide range of diseases 

and one of the most important bacteria that we have 
witnessed in recent decades due to the indiscriminate 

and unscientific use of antibiotics (3). 
Fluoroquinolones are a group of broad-spectrum 
synthetic antibiotics that are widely used in medicine 
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due to their high oral absorption. However, the 
widespread use of these antibiotics has led to an 
increase of resistance to them in recent years (17-19). 
Enzymes, DNA gyrase, and topoisomerase IV, which 
are essential for replication and transcription, are the 
targets of fluoroquinolones. The resistance of gram-
negative bacteria to fluoroquinolones is often the 
result of chromosomal mutations and the 
displacement of certain amino acids in the Quinolone-
Resistance Determining Region (QRDR) (20, 21). This 
study aimed to investigate the pattern of resistance to 
fluoroquinolones and its association with mutation in 
the parC gene among the clinical isolates of K. 
pneumoniae. The results of this study showed an 
increase in the rate of resistance of K. pneumoniae 
isolates to various antibiotics, which is compatible 
with studies conducted by Ahanjan et al, and Hashemi 
et al (22, 23). The results of this research also showed 
that 72.6% of the isolates were ESBLs + and 70.5% of 
the isolates being studied were MDR and 8.4% of the 
isolates were XDR. No drug-resistant isolate (PDR) was 
observed in this study; The results of the significant 
increase in ESBLs + and MDR isolates compared to 
Pourali Sheshblouki et al study in 2016 (24), but the 
results of Shivaee et al study are consistent (25). The 
results also showed that from 95 isolates of K. 
pneumoniae, 24.2% were resistant to ciprofloxacin; 
Which was almost consistent with the studies 
conducted by Norouzi et al in 2014 in Kerman and a 
study by Pourali Sheshblouki et al in 2016 (24,26). But 
the results were not consistent with Molana et al's 
study in 2010 and Mohammad Alipore et al's study in 
2013 in Tabriz (4,27). This can be due to the different 
distribution of infections in different provinces, 
genetic diversity, differences in the location of 
isolates, the number of isolates, the type of samples 
collected, the type of discs used, or personnel errors 
could be the reasons for the differences in various 
studies. Various studies have suggested a variety of 
mutations, including mutations in codons 80 and 84 in 
the parC gene, which include S80I and E84K, and major 
causes of resistance to ciprofloxacin. The results of the 
present study showed that all 23 studied isolates in 
the parC gene had mutations at one or more points, 
and a comparison of the nucleotide sequence of the 
parC gene with the parC gene of the standard K. 
pneumoniae ATCC13883 showed that the mutation 
changed the amino acid sequence at 20 isolates from 
23 being researched isolates; Of these, 16 mutations 
were observed in codon No. 80, which resulted in the 
conversion of serine (S) to isoleucine (I), and in a 
sample in codon No. 84 in which amino acid E 
(glutamic acid) was mixed with the amino acid. K 
(lysine) was displaced, 3 mutations caused a change in 
the framework and a wide change in the sequence of 
the enzyme topoisomerase IV, and in three samples 
the mutation did not change the amino acid sequence; 

Therefore, the most common mutation was codon No. 
80, which was caused by isoleucine mutation instead 
of serine. However, the conversion of glutamic acid to 
lysine amino acids, alanine, and glycine in various 
studies, including the study of Minarini et al, in Brazil 
between 2002 and 2005 (27), Brisse et al, in the 
Netherlands in 2001 (29), Deguchi et al, 1996 in Japan. 
(3) was observed. In the study of Brisse et al, several 
mutations, including S80I and E84K, were observed in 
the isolates of K. pneumoniae (29). In a 2015 study by 
Piekarska et al, both mutations were detected in 
fluoroquinolone-resistant isolates (30). In the Minarini 
et al study, S80I mutations were identified in six of the 
21 quinolone-resistant isolates obtained, but no E84K 
mutation was reported (28). In a 2003 study of Chen 
et al, no mutations in the parC gene were found 
among the 34 resistant strains of K.pneumoniae 
studied in Taiwan, but it was found that some resistant 
strains had mutations in gyrA (32). In the study of 
Mohammad Alipore et al, in 2015, on 10 isolates of 
Cibrosila pneumoniae resistant to ciprofloxacin, six 
isolates had mutations in the gyrA gene (27). In the 
study of Park et al in 2017, of the 42 K. pneumoniae-
resistant Ciprofloxacin isolates, 36 isolates had at least 
one mutation in one of the gyrA, gyrB, and parC genes 
(31). In various studies such as the study of Brisse and 
Piekarska, E84K mutations were reported in some 
fluoroquinolone-resistant isolates (30, 29). In the 
Norouzi et al study, 6 out of 111 K. pneumoniae 
isolates had mutations in the parC gene that had only 
two common S80I mutations but no E84K mutations 
(26). The E84K mutation is one of the most common 
mutations in parC that has been reported in 
fluoroquinolone-resistant isolates. The occurrence of 
this mutation in a ciprofloxacin-resistant K. 
pneumoniae isolates in this study indicates its 
importance in drug resistance. Most of the results 
studied and also the results of this study show that 
point mutation in codons 80 and 84 of the parC gene 
is present in most samples resistant to ciprofloxacin, 
and in the meantime, point mutations in codon 80 are 
more important it has. 

Conclusion 
Drug resistance is still increasing in K. pneumoniae. 

Considering that ciprofloxacin is one of the effective 
antibiotics in the treatment of nosocomial infections 
caused by K. pneumoniae, the presence of 23 
ciprofloxacin-resistant isolates from 95 isolates as well 
as resistance to high doses of ciprofloxacin 
antidepressants in this study increased the risk of 
silent resistance. Also, the occurrence of point 
mutations in the parC gene in all ciprofloxacin-
resistant isolates indicates the importance of these 
mutations in the resistance to ciprofloxacin resistance 
in this bacterium. 
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   parC در ژن ها و ارتباط آن با موتاسیون فلوروکوئینولونمقاومت به  بررسی
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 است.   موردتوجهبیوتیکی بسیار  یآنت ها و مقاومت  یماريببه دلیل ایجاد طیف وسیعی از    کلبسیلا پنومونیه  زمینه و اهداف:
  par و gyrي ها ژنهاي گرم منفی، ممکن است درنتیجه موتاسیون کروموزومی در ها در این باکتريمقاومت به فلوروکوئینولون

هاي  یهجدادر میان    parCژن  در  ارتباط آن با موتاسیون  و  ها  فلوروکوئینولونباشد. هدف از این مطالعه بررسی الگوي مقاومت به  
 .هست کلبسیلا پنومونیهبالینی 

پس از تشخیص بیوشیمیایی و مولکولی،   کلبسیلا پنومونیه  95تحلیلی، تعداد    -در این مطالعه توصیفی  مواد و روش کار:
هاي بررسی و جدایه  CLSIهاي مختلف، مطابق توصیه موسسه استاندارد آزمایشگاهی و بالینی  بیوتیکمقاومت به آنتی  ازنظر

ژن   در  موتاسیون  وجود  بررسی  براي  غربالگري شدند.  سیپروفلوکساسین  به  پنومونیه  در  parCمقاوم  به کلبسیلا  مقاوم  هاي 
یت مقایسه آن با توالی درنهایرشده و  تکثتعیین توالی قطعه    و سپس  PCRسیپروفلوکساسین، از طریق تکثیر این ژن به روش  

 بلاست گردید. ، Clustalw2و   Insilico آنلاین، يافزارهانرم از طریق ،NCBIژنوم باکتري استاندارد موجود در سایت 

ها جدایه   % 1/3بود.    Multi Drug Resistant (MDR)هاي بیوگرام حاکی از گسترش باکترينتایج تست آنتی : هایافته
مقاوم  جدایه  % 2/24و    موردمطالعهبیوتیک  آنتی  13  يبه همه بیشترینها سیپروفلوکساسین  مقاومت ترو کم   بودند.  ین درصد 

  parCتعیین شد. آنالیز توالی یابی ژن    )% 6/13پنم () و ایمی% 9/98سیلین (سیلین و آموکسییآمپیب براي  به ترتبیوتیکی  آنتی
یه  جدا  3و    (E84K)  84، یکی در کدون  (I80S)  80جدایه در کدون    16جدایه مقاوم به سیپروفلوکساسین،    23نشان داد از  

 نیز دچار جهش در چارچوب بودند.

و   MDRهاي باکتري و افزایش  ها تواند یکی از عوامل اصلی مقاومت به فلوروکوئینولون می  parCدر ژن  جهش  گیري: نتیجه 
 هاي بیمارستانی باشد. یجاد عفونت ا 
 

 parC، PCRها، ژن فلوروکوئینولون ،کلبسیلا پنومونیه :هاواژه کلید
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 مه مقد

  از خانواده ین گونه جنس کلبسیلا و  تر مهم ، کلبسیلا پنومونیه 
انتروباکتریاسه   طلب و  باکتري، یک پاتوژن فرصت   این .  است بزرگ 

هاي مجاري ادراري،  ها و عامل عفونت از بیمارستان   شده کسب مهم  
زخم  عفونت  مننژیت،  نوزادان،  بیمارستانی،  آرتریت  پنومونی  ها، 

سپتی  عفونت باکتریمی،  و  بافت سمی  کلبسیلا    . ت هس نرم  هاي 
بالقوه    پنومونیه  پاتوژن  جامعه    شده کسب زاي  یماري ب همچنین  از 

  مقاوم به چندین دارو   کلبسیلا پنومونیه هاي  یزوله ا . بیشتر  ) 1(   است 

 )MDR  ( باشند  ی م )آنتی ینولون فلوروکوئ .  ) 2 هاي  بیوتیک ها، 
حیوانات ی م الطیفی  یع وس  در  هم  و  انسان  در  هم  که  و    باشند 

-. علت اهمیت این آنتی ) 3(   گیرند ی م قرار  مورداستفاده دامپزشکی 
آل براي  یده ا بیوتیکی  ی آنت را به    ها آن هایی است که  ها، ویژگی یوتیک ب 

ها تبدیل نموده است که اثربخشی و دسترسی زیستی  درمان بیماري 
الطیف بودن، فرمولاسیون خوراکی و تزریقی داخل عروقی،  بالا، وسیع 

  ازجمله  ی بالا و پایین بودن احتمال بروز عوارض جانبی سطوح سرم 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
 1399خرداد و تیر ـ  3 ـ شماره 14سال 
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می  خصوصیات  به    . ) 4( باشد  این  مقاومت  ایجاد  علل  از 
هاي کروموزومی، افزایش بیان  ها می توان به جهش فلوروکوئینولون 

بیوتیکی و در نتیجه کاهش  تخلیه آنتی   هاي هاي درگیر در پمپ ژن 
و تغییر در آنزیم را نام برد  ها در سلول  سطح انباشت فلوروکوئینولون 

هاي اخیر،  ها در سال . به دنبال مصرف گسترده سفالوسپورین ) 5  ، 6( 
  کلبسیلا پنومونیه هاي  وسیله جدایه هاي ایجادشده به شیوع عفونت 

طور چشمگیري از سراسر  الطیف، به تولیدکننده بتالاکتامازهاي وسیع 
-هاي مقاومت به آنتی در بین مکانیسم   . ) 7( است  شده  جهان گزارش 

باکتري ب  هاي گرم منفی  یوتیک، بتالاکتامازها به عنوان دفاع اصلی 
پنومونیه بویژه   آنتی   کلبسیلا  مقابل  بتالاکتام  بیوتیک در  گروه  هاي 

می  چند    . ) 7( شوند  محسوب  مقاومت  افزایش چشمگیر  علت    به 
پاتوژن  میان  در  فلوروکو دارویی  منفی،  گرم  اغلب  ئینولون هاي  ها 

عفونت به  از  بسیاري  تجربی  درمان  غیر  عنوان  و  بیمارستانی  هاي 
سیپروفلوکساسین    . بطوریکه مصرف ) 4(   شدند بیمارستانی تجویز می 

هاي مجاري ادراري در اکثر  اسید براي درمان عفونت یدیکسیک نال و  
ازحد مجاز این داروها  کشورها در حال افزایش است و استفاده بیش 

ظهور    منجر  است.  شده  درمان  بودن  ناموفق  و  مقاومت  ایجاد  به 
ویژه در مراکز درمانی  ها به بیوتیکی در میان پاتوژن هاي آنتی مقاومت 

بیمارستان  عمومی  و  سلامت  با  رابطه  در  بزرگ  معضل  به  ها 
است  تبدیل  فلوروکوئینولون ) 8،3( شده  اگرچه  چون  .  هایی 

عفونت  درمان  براي  اغلب  از سیپروفلوکساسین  ناشی  کلبسیلا    هاي 
گیرد، اما مقاومت این باکتري به این  مورداستفاده قرار می   پنومونیه 

آنتی  از  به بیوتیک گروه  است.  افزایش  حال  در  که  طوري ها 
فلوروکوئینولون مشخص  به  مقاومت  ایجاد  از دلایل  یکی  هایی  شده 

توپوایزومرازهاي  تمایل  کاهش  سیپروفلوکساسین    II  )DNA چون 
به این دارو است. این امر نتیجه جهش در زیر واحدهاي   IV و   ژیراز) 

 IV (parC و توپوایزومراز  gyrB) و  (gyrA ژیراز  DNAآنزیم این دو  

 . ) 1( است    ) parE و 

ژیراز   DNA هاي ها با مهار آنزیم در حقیقت، فلوروکوئینولون   
توپوایزومراز  همانندسازي    IV و  و  رونویسی  مهار  باعث  باکتري  در 

 gyrB) و   B  )gyrAو  Aژیراز از دو زیر واحد  DNAشوند. آنزیم  می 

شده  تشکیل   )  parEو    E  parC (و  C از دو زیر واحد   IVایزومراز  و توپو 
 . ) 9( است  

کینولون    به  در  مقاومت  پنومونیه ها  سایر    کلبسیلا  و 
جهش    براثر اغلب    اسینتوباکتر بومانی هاي گرم منفی مانند  ي باکتر 

نواحی   کنیولون  یین تع در  به  مقاومت   Quinoloneکننده 

Resistance-Determining Regions (QRDRs)    ي  ها ژن ازgyrA  ،

parC    این  ) 12-10( دهد  ی م رخ تغییرات    ها جهش .  به  منجر 
در   توپوایزومراز    DNAهاي  یم آنز ساختاري  و  متعاقباً    IVژیراز  و 

با کمپلکس   شوند.  ی م آنزیم    - DNAکاهش میل ترکیبی کینولون 
متداول  از  آمینواسیدي  برخی  تغییرات  بین    شده گزارش ترین  در 

از: تبدیل    اند عبارت ها  مقاوم به کینولون   کلبسیلا پنومونیه هاي  یه سو 
، استقرار لوسین  (Gly81→va1)  81یت  در موقع گلایسین به والین  

سرین  جا به  موقع ي  به    (ser83→Leu)  83یت  در  آلانین  تبدیل 
در  و گلایسین به سیستئین    (Ala84→pro)  84یت  در موقع پرولین  

ژیراز و    DNAاز    gyrAدر زیر واحد    (Gly81→ Cys)  81یت  موقع 
  80جایگزین شدن آمینواسیدهاي لوسین و تریپتوفان در موقعیت  

تبدیل گلوتامات به لیزین در    (Ser80 →Leu or phe)ي سرین  جا به 
  59و لیزین به گلوتامین در موقعیت  (Glu84 → Lys) 84موقعیت 

(Lys59→ Gln)    در زیر واحدparC    از آنزیم توپوایزومرازIV    است
یک مکانیسم عمده   gyrAاز    Ser83  . جهش در موقعیت ) 12-14( 

که   یا  یه سو تواند  ی م است  اسید  نالیدیکسیک  به  مقاوم  هایی 
وجود،  ین باا وجود آورد.  به   mg/L4برابر با    MICفلوئوروکینولون ها با  

ژن   در  ایجاد    عنوان به   parCجهش  جهت  ثانویه  مکانیسم  یک 
ها، همواره با یکی  هاي با مقاومت سطح بالا نسبت به کینولون یه سو 
در  یسم مکان از   وقوع جهش  و  وذپذ نف کاهش    ، gyrAهاي  دارو  یري 

 ). 13  ، 14( باشد  ي دفعی همراه می ها پمپ زیاد    بیان 

بررسی  باهدف  تحقیق  فلوروکوئینولون   این  به  و  مقاومت  ها 
کلبسیلا  هاي کلینیکی  یه جدا در    parCدر ژن    ارتباط آن با موتاسیون 

 انجام گردید.   پنومونیه 
 

 روش پژوهش

 جمع آوري، جدا سازي و تشخیص نمونه ها: 

تحلیلی   -صورت  توصیفی  و به   1397در سال     مطالعه  این
  شدهبستري   مارانی ب   از  آوري شدهکلینیکی جمع  هاي نمونه   بر روي  

از    ي نورولوژ  و  اعصاب   و  مغز  ،یجراح  ،ژهیو  مراقبت  هاي بخش  در
تیر و بیماران االله، مسیح دانشوري، بعثت، هفتهاي بقیهبیمارستان 

هاي  تمام ایزوله  آزمایشگاه مسعود تهران انجام شد.کننده به  مراجعه
بررسی  از  تکثیر موردمطالعه پس  با  و همچنین  بیوشیمیایی  هاي 

واکنش    16S rRNAمنطقه   پنومونیه عنوان  به  PCRدر    کلبسیلا 
شدند فلوروکوئینولون  .تائید  به  مقاومت  ازنظر  روش سپس  به  ها 

  CLSI (2018)دارد  مطابق توصیه موسسه استان  آگاروژنیفیدسکید
 .غربالگري شدند
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 DNAاستخراج  

پس از   .) 15( با روش جوشاندن انجام شد    DNAاستخراج  
وجود   از  اطمینان  براي  نانودراپ  DNAاستخراج،  دستگاه  از   ،

شده و  استخراج  DNA  وجود منظور اطمینان ازو سپس بهاستفاده  
و در با الکتروفورز    % 1ها بر روي ژل آگارز  بررسی کیفیت آن، نمونه

 ذخیره شدند.   -70در دماي    مشاهده و  Gel-Doc استفاده از دستگاه

سیلا پنومونیهي هازولهیا تائید مولکولی   کلب

تائید مولکولی    منظوربهها  یزولهاپس از شناسایی بیوشیمیایی  
و با استفاده از   PCRاز طریق واکنش    16S rRNA  ژنحضور  ،  هاآن
یابی قرار گرفت. براي این ارز  ) مورد1(جدول    یاختصاصیمرهاي  پرا

شرکت سازنده    پروتکلطبق    مورداستفادهمنظور ابتدا پرایمرهاي  
و  رقیق  استریل  دیونیزه  آب  از  مشخصی  مقادیر  افزودن  با 

کاري هامحلول سپس  هاآناز    ي  گردید،  در  PCR واکنش  تهیه 
جهت  ل  یکرو م  25حجم   مطالعهموردبررسي  هاژنیتر  این  در   ی 

(  Master mix یتر از ل  یکروم   12/ 5که  انجام پذیرفت. بدین ترتیب  
 Forward  ،1  یتر از پرایمر رفت یال  یکروم  1،  )کلون  یناس شرکت  

برگشتل  یکروم پرایمر  از  نهایی   Reverse یا  یتر  میزان    10با 
یتر  ل  یکروم   5/9و   الگو  عنوانبه   DNA یتر ازل  یکروم   1پیکومول،  

 PCRپس از انجام واکنش    آب مقطر دو بار تقطیر استفاده گردید.
در چاهک   PCR یتر از محصولل  یکروم  5  برا اساس پروتکل جدول

 TBEبافر    ریخته شد و در تانک الکتروفورز حاوي   شدهساخته ژل  

1x  الکتروفورز شد. سپس ژل با   برقراري جریان الکتریکی  پس از
مورد ارزیابی قرار گرفت، اندازه باندهاي   نورماورابنفشاستفاده از  

لدر    آمدهدست به با  مقایسه    کلون   ینا س شرکت   bp100در 
. .ی قرار گرفتند موردبررس

 
 مطالعه  نی مورداستفاده در ا يمرها یپرا . 1جدول 

Reference Product size Seq Gene 

)4 ( bp340 F 5′-CAGCTCGGCATACTTCGAC-3′ 
R 5′-CCTGAACTACTCCATGTACGTGAT-3′ parC 

)16( bp130 F 5′-ATTTGAAGAGGTTGCAACGAT-3′ 
R 5′-TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC-3′ 16S rRNA 

 
 16S rRNAژن   ي برا PCRجهت  کلری برنامه دستگاه ترموسا. 2جدول 

Time Temperature Steps 

4 min 94˚C Initial Denaturation 

45 sec 94˚C Denaturation 

45 sec 59˚C Annealing 
45 sec 72˚C Extension 
10 min 72˚C Final Extension 

 

 

 بیوگرام آزمون آنتی

نمونه  هویت  تعیین  از  پنومونیههاي  بعد  بررسی    ،کلبسیلا 
جدایه مقاومت  آزمون بیوتیک ی آنتبه    هامیزان  انجام  با  ها، 

سیلین بیوتیکی: آمپی هاي آنتیبیوگرام و با استفاده از دیسکآنتی 
آموکسی  10   100  یپراسیلین پ میکروگرم،    10سیلین  میکروگرم، 

آمپی  سفیپیم    10/10سولباکتام    - سیلین  میکروگرم،  میکروگرم، 
میکروگرم،   10پنم  یمیامیکروگرم،    5  میکروگرم، سفیکسیم  30

توبرامایسین    10مروپنم   یکلین تتراسامیکروگرم،    10میکروگرم، 
اسید یدیکسیکنال میکروگرم،    5میکروگرم، سیپروفلوکساسین    30
  30، کلرامفنیکل  سولفامتوکسازول  -متوپریم  میکروگرم، تري   30

ازیداري خرمیکروگرم   روش انگلستان    MASTشرکت    شده  به 
  CLSI (2018)آگار مطابق توصیه موسسه استاندارد  دیفیوژنیسکد

آمده را با جداول  دستسپس قطر هالۀ عدم رشد به   وصورت گرفت  
به   CLSI (2018)استاندارد   نتایج  و  نیمه مقایسه  صورت حساس، 



س  در parCدر ژن  ون یو موتاس ها نولونیمقاومت به فلوروکوئ    | و همکاران  يمعصومه چنبر   ه یپنومون لایکلب

280 
 

گردید. گزارش  مقاوم  و    رفرنس   هاي یهسواز    حساس 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  و Escherichia coli 

ATCC 25922   بیوگرام استفاده شد. هاي آنتییسکدبراي کنترل 

از روش    سیپروفلوکساسین  MICسنجش   استفاده  با 
 میکروبراث دیلوشن 

رقت  ابتداء  منظور  این  از   µg/ml 1024-25/0هاي براي 
مو محیط  در  آلمان)،  (مرك  فلوکساسین  براث سیپرو  هینتون  لر 

و   از کشت خالص  تهیه گردید. سپس  آلمان) خالص،    24(مرك 
آگار،  نوترنیت  محیط  در  یافته  رشد  هاي  باکتري  ساعته 

(حاوي یسوسپانس فارلند  نیم مک  معادل  کدورت  با  میکروبی  ون 
لیتر) در لوله حاوي سرم فیزیولوژي باکتري در هر میلی  5/1×  810

از محیط مولر هینتون براث   µl  297استریل تهیه شد. سپس مقدار  
-هاي مختلف از سیپروفلوکساسین به هر یک از چاهکحاوي رقت

-هاي میکروتیتر پلیت اضافه شد و به هریک از چاهک حاوي رقت
مقدار   سیپروفلوکساسین،  مختلف  سوسپانسیون    µl  3هاي  از 

یک  و  نموده  اضافه  فارلند  مک  نیم  معادل  کدورت  با  میکروبی 
محیط کشت به همراه باکتري مورد ( چاهک به عنوان کنترل مثبت  

کنترل   عنوان  به  هم  چاهک  یک  و  حاوي  (  یمنف آزمایش)  فقط 
ها را به  محیط کشت خالص) در نظر گرفته شد. سپس میکروپلیت

  درجه سلسیوس انکوبه شدند.   37در دماي    ساعت  24تا    18مدت  
نها آنت   یغلظت  نیکمتر  تیدر  قابل    کیوتیب  یاز  کدوت  فاقد  که 

 . دیگرد نییتع سیپروفلوکساسین  MICمشاهده بود، به عنوان 

آنزیم تعیین وجود  بتالاکتامازهاي  آزمون   فیالطع یوسهاي 
(ESBLs) 

 ESBL غربالگري اولیه براي شناسایی احتمال تولید   آزمون

با استفاده از روش دیسک ترکیبی    کلبسیلا پنومونیههاي  در جدایه
با   و  یآمپهاي  بیوتیکی آنت و  همراه  ی آموکسسیلین  به  سیلین 

 یک کلاولانسیلین ی آمپسیلین سولباکتام و ی آمپهاي بیوتیک ی آنت

شد و تفاوت در قطر هاله انگلستان) انجام    MASTشرکت  اسید (
مقایسه گردید. در این آزمایش اگر قطر هاله   باهم  هاآنعدم رشد  
 5اسید و سولباکتام  یککلاولانیسک حاوي اسید  در دعدم رشد  

بود،   موردنظربیوتیک  ی آنتمتر یا بیشتر، از زمانی بود که فقط  یلی م
ESBL  .مثبت در نظر گرفته شد 

 parC شناسایی ژن 

و مشخص شدن ایزوله هاي    م تست آنتی بیوگرامپس از انجا
موتاسیون   وجود  بررسی  منظور  به  سیپروفلوکساسین،  به  مقاوم 

-و نقش احتمالی آن در مقاومت به این آنتی  parC  احتمالی در ژن
قطعهب روشیوتیک  طریق  از  ژن  این  از  استفاده    و  PCR  اي  با 

) اختصاصی  مورد 1جدول  پرایمرهاي  مواد  مقدار  تکثیر گردید.   (
ژن براي شناسایی    PCR  استفاده در این مرحله همانند روش انجام

16S rRNA    و پروتکل دستگاه ترموسایکلر هم براساس  3-2مرحله
محصول    ،parC  براي ژن  PCRبود. پس از انجام واکنش    )3جدول  (

سپس از طریق دستگاه ژل داك مورد ارزیابی حاصل الکتروفورز و
از طریق شرکت  براي تعیین توالی،  براي  نهایت  قرار گرفت و در 

شرکت   به  بیوتکنولوژي  ارسال    Applied Biosystemsپیشگام 
طریق  هانمونهسپس    گردید. از  شده  توالی  تعیین    افزارنرمي 

Chromas  و براي تائید در سایت    شده خواندهNCBI    تائید بلاست و
 IVژن توپوایزومراز    Aزیر واحد    یرشده مربوط بهتکثشد که ژن  

پنومونیهباکتري   وجود است  کلبسیلا  بررسی  براي  ادامه  در   .
درك   براي  و  آنزیم تأثموتاسیون  ساختار  روي  بر  موتاسیون  یر 

به    IVتوپوایزومراز   مقاومت  در  آن  احتمالی  نقش  و 
استفاده   Clustalw2  و  Insilico  ي افزارهانرمسیپروفلوکساسین، از  

بررسی    شد. این  پنومونیه در  عنوان به   ATCC 13883  کلبسیلا 
 .کنترل مثبت استفاده شد 

 

 parCژن  يبرا PCRجهت    کلریبرنامه ترموسا. 3 جدول
 

Time Temperature Steps 

4 min 94˚C Initial Denaturation 

30 sec 94˚C Denaturation 

30 sec 50˚C Annealing 

1 min 72˚C Extension 

7min 72˚C Final Extension 
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130bp 
500bp 

 هایافته

 هاي بیوشیمیایی و مولکولی نتایج آزمون 

از     مجموع   از   جدایه   95تعداد    بیوشیمیایی و مولکولی   ي ها آزمون پس 
شدند.    داده   تشخیص   کلبسیلا پنومونیه   به آزمایشگاه،   ارسالی   ي ها نمونه 

  خون،   به   مربوط   ه ی جدا   12  ایزوله جدا سازي شده،   95از    ). 1شماره  شکل  ( 
  هاي نمونه   به   مربوط   نیز   جدایه   27و    ادراري   ي ها نمونه   به   مربوط   جدایه   56

 .بود   اران بیم   خلط   حاوي 

 آنتی بیوگرام   از   حاصل   نتایج 

  ک ی وت ی ب ی آنت   سیزده   به   نسبت   پنومونیه   کلبسیلا   ي ها زوله ی ا   حساسیت   نتایج 
  . است شده  داده   نشان   4  شماره   جدول   در   تحقیق   این   در   رفته   بکار   مختلف 

-بیشترین میزان مقاومت مربوط به دو آنتی   آمده دست به بر اساس نتایج  
  ، کمترین میزان مقاومت ) % 98/ 9( سیلین  سیلین و آموکسی بیوتیک آمپی 

 بود.   ) % 13/ 6(   پنم ی م ی ا 

)  % 98/ 9(   94،  کلبسیلا پنومونیه   موردمطالعه   جدایه   95در این تحقیق از  
یک    جدایه  از  بیش  از  ی آنت به  متفاوتی  تعاریف  بودند.  مقاوم  بیوتیک 
  شده ارائه ي داروها  همه هاي با مقاومت چند دارویی و مقاوم به  ي باکتر 

یا    3باکتري مقاوم به    عنوان به را    MDRهاي  ي باکتر   است، ولی اغلب، 
بیوتیک کلیدي  مقاوم به یک آنتی   عنوان به بیوتیک یا  گروه آنتی   3بیشتر از  

 حساس به   عنوان به   را  Extensive Drug Resistant (XDR)  در درمان و 

را مقاوم   Pandrug Resistant (PDR) ها و بیوتیک ی آنت ک یا فقط دو گروه  ی 
هاي  بیوتیکی در دسترس براي درمان تجربی عفونت هاي آنتی به همه گروه 

جدایه    67یباً  تقر دانند. نتایج همچنین نشان داد که  ناشی از این باکتري می 
از  موردبررس جدایه    95از   بیش  به    ردمطالعه مو بیوتیک  ی آنت   گروه   3ی 

  ی، موردبررس هاي  یه جدا از    % 70/ 5مقاومت دارند. با این توصیف حداقل  
MDR   8  و   ) به % 8/ 4جدایه  حساس  از   )،  گروه  دو  فقط  یا  یک 

 . . ) بودند XDR(   موردمطالعه هاي  بیوتیک ی آنت 

از    نتایج  به    پنومونیه   کلبسیلا   ي ایزوله   MIC  23حاصل  مقاوم 
 سیپروفلوکساسین 

  ) % 24/ 2( ایزوله نسبت به سیپروفلوکساسین    23  موردمطالعه ایزوله    95از    
  MICها نشان داد که میزان  این باکتري   MICمقاوم بودند که نتایج بررسی  

 ). 5بود (جدول شماره    ر ی متغ   µg/ml  512تا    8ها بین  آن 

نتایج مربوط به آزمایش غربالگري اولیه و آزمون تأیید فنوتیپی  
 ESBLsهاي مولد  یه جدا جهت شناسایی  

هاي مقاوم  (جدایه   94)  % 98/ 9، ( کلبسیلا پنومونیه ییدشده  تأ جدایه    95از  
و  ی آمپ   به  تولید  ی آموکس سیلین  بر  محتمل  جدایه    ، ESBLsسیلین) 
شناخته    ESBLs– جدایه    26)  % 27/ 3( و    ESBLs+ جدایه   69)  %72/ 6( 

 شدند. 
 

 

   
کلون) و   نای(شرکت سbp100مارکر   1جفت باز ستون  130  یبا وزن مولکول ییبا باندها 16S rRNAژن  ر یتکث يبرا PCRالکتروفورز محصول  جینتا .1شکل 

 یکنترل منف 14و ستون  کلبسیلا پنومونیه ینیبال يهاه یسو 16S rRNAژن   bp130 PCRمحصول  3- 13 يهاکنترل مثبت، ستون  2ستون 

 

14    13   12   11 10  9    8    7    6   5    4   3   2   1      
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 مطالعه   نیدر ا شدهی بررس يهازوله یا  وگرامیبیآنت جینتا .4جدول 

 مقاوم 
 ) %  (n 

 حد وسط 
 ) % (  n 

 حساس 
 ) %  (n 

 بیوتیک آنتی 

 میکروگرم   30سفبپیم   67 %) 70/ 53(  1 %) 1/ 05(  %27) 28/ 42(
 میکروگرم   10توبرامایسین   72 %) 75/ 79( 8 %) 8/ 42(  %15) 15/ 79( 
 میکروگرم   30  کل ی کلرامفن  %71) 74/ 74(  8 )% 8/ 42( 16 )% 16/ 84(
 میکروگرم   5سیپروفلوکساسین   %61) 64/ 21(  11)% 11/ 58( %23) 24/ 21(
 میکروگرم   30  د ی اس ک ی کس ی د ی نال  %56) 58/ 95( 13 )%  13/ 68( 26)% 27/ 37(
 میکروگرم   75  سولفامتوکسازول   – متوپریم  تري  62)% 65/ 26( 0 33)% 34/ 74(
 میکروگرم   100پیپراسیلین   9 )% 9/ 48( 20)% 21/ 05( 66)% 69/ 47(
 میکروگرم   30  ن ی کل ی تتراسا  65 %) 68/ 42( 6 )% 6/ 32( 24 )% 25/ 26(
 میکروگرم   10  پنم ی م ی ا  77 )% 81/ 05( 5 )% 5/ 26( 13 )% 13/ 69(
 میکروگرم   5سفکسیم   57 )% 60( 3 )% 3/ 16( 35 )% 36/ 84(

 میکروگرم   10مروپنم   75 )% 78/ 95( %1) 1/ 05( 19 )% 20(
 میکروگرم   10  ن ی ل ی س آمپی  1 )% 1/ 05( 0 94 )% 98/ 95(
 میکروگرم   10  ن ی ل ی س آموکسی  1 )% 1/ 05( 0 94 )% 98/ 95(

 

 مقاوم به سیپروفلوکساسینپنومونیه  کلبسیلا يایزوله MIC 23  میزان. 5جدول 

 MIC طیف  بیوتیک آنتی
(µg/ml) 

سیلاهاي ایزوله تعداد  شده تعیین MICبا میزان   پنومونیه کلب

 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 5/0 0/ 25 0/ 25  - 512 سیپروفلوکساسین

 - 9 8 - - 3 1 2 -  - - -  ها ایزوله  تعداد

 

 

 
  2ستون    و(شرکت سینا کلون)    bp  100مارکر    1ستون    جفت باز،  340با باندهایی با وزن مولکولی    parCبراي تکثیر ژن    PCRنتایج الکتروفورز محصول  .  2  شکل

 کنترل منفی 14و ستون  کلبسیلا پنومونیهي بالینی هاه یسو parCژن   bp340 PCRمحصول  3-13 يهاستون کنترل مثبت، 
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 parCنتایج حاصل از تعیین توالی ژن  

  parCدر ژن    موردمطالعهنمونه    23نتایج نشان داد تمامی  
نقطه   چند  یا  یک  در  موتاسیون  توالی ی م دچار  مقایسه  باشند. 

ژن   نمونه    parCنوکلئوتیدي  (با  پنومونیه استاندارد    کلبسیلا 
13883  ATCC،(   تغییرتوالی سبب  موتاسیون  که  داد  نشان 

در   ؛ که ی گردیده استبررس  مورد  23یه از  جدا  17ینواسیدي در  آم
ی، این جابجایی در کدون شماره  موردبررسجدایه    23جدایه از    16
شد و   (I)) به ایزولوسین  S(  ینسررخ داد که منجر به تبدیل    80

ه بود که در  دچار تغییر شد  84نیز در کدون شماره    در یک نمونه
جابجا    (K)یدآمینه لیزین  اسبا    (E)  اسیدیکگلوتام  یدآمینهاسآن  

موتاسیون نیز باعث تغییر در چارچوب و تغییر گسترده   3گردید.  
آنزیم توالی  و    IVتوپوایزومراز    در  بود  سهشده  نیز    در  نمونه 

توالی   تغییر  به  منجر  بوداسموتاسیون  نشده  بنابراین  ؛  یدآمینه 
میعشا شماره  ترین  کدون  به  مربوط  آن   80وتاسیون  در  که  بود 
هاي شکلشد (ي سرین در اثر موتاسیون ایزولوسین ایجاد میجابه
 ). 5و  4، 3

 
 
 

DNA topoisomerase IV subunit A 

Query 11 GCATGGCGGCG--AGATTTGGGATCGTCCGGCGCCCCCCAGTTTCCCTGACCATCCACCA 68 

 ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701656 GCATGGCGGCGAAAGATTTGGGATCGTCCGGCGCCCCCCAGTTTCCCTGACCATCCACCA 701597 

 

Query 69 GCGGATAGCGGTAAGAGAACGGCTGCGCCATCAGCACCATCGCTTCATAGCAGGCGATGT 128 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701596 GCGGATAGCGGTAAGAGAACGGCTGCGCCATCAGCACCATCGCTTCATAGCAGGCGATGT 701537 

 

Query 129 CGCCGTGCGGGTGATATTTACCCAACACGTCGCCGACAGTGCGGGCGGACTTTTTGAATT 188 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701536 CGCCGTGCGGGTGATATTTACCCAACACGTCGCCGACAGTGCGGGCGGACTTTTTGAATT 701477 

 

Query 189 TCGCGCTGGCGTTCAGCCCCAGCTCGGACATCGCATAGACGATGCGACGCTGGACCGGTT 248 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701476 TCGCGCTGGCGTTCAGCCCCAGCTCGGACATCGCATAGACGATGCGACGCTGGACCGGTT 701417 

 

Query 249 TTAAGCCATCGCCAATAAACGGTAATGCCCTGTCCATGATCACGTACATGGAGTAGTTCA 308 

 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 701416 TTAAGCCATCGCCAATAAACGGTAATGCCCTGTCCATGATCACGTACATGGAGTAGTTCA 701357 

 

Query 309 GG 310 

 || 

Sbjct 701356 GG 701355 

قسمت رنگی محل وقوع موتاسیون را در    ،NCBIموجود در سایت    استاندارد و مقایسه آن با نمونه    رشدهیتکث  parCژن    بررسی وجود موتاسیون در قطعه از.  3شکل  

 .  دهدیمنشان  80کدون شماره 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP033946.1?report=gbwithparts&from=701302&to=703560&RID=32BAMBJS015
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 ي تعیین توالی شدههانمونه، یکی از الکتروگراممربوط به نمودار مربوط به  .4شکل

EMBOSS_001 1 ----------------------MYVIMDRALPFIGDGLKPVQRRIVYAMS 28 

 |||||||||||||||||||||||||||| 

EMBOSS_001 1 MSDMAERLALHEFTENAYLNYSMYVIMDRALPFIGDGLKPVQRRIVYAMS 50 

 

EMBOSS_001 29 ELGLNASAKFKKSARTVGDVLGKYHPHGDIACYEAMVLMAQPFSYRYPLV 78 

 |||||||||||||||||||||||||||||.|||||||||||||||||||| 

EMBOSS_001 51 ELGLNASAKFKKSARTVGDVLGKYHPHGDSACYEAMVLMAQPFSYRYPLV 100 

 

EMBOSS_001 79 DGQGNWGAPDDPKS---RRHANQ--------------------------- 98 

 ||||||||||||||.|:... 

EMBOSS_001 101 DGQGNWGAPDDPKSFAAMRYTESRLSKYSELLLSELGQGTADWVPNFDGT 150 

 

EMBOSS_001 99 -------------------------------------------------- 98 

 

EMBOSS_001 151 LQEPKMLPARLPNILLNGTTGIAVGMATDIPPHNLREVAQAAIALIDQPK 200 

 

EMBOSS_001 99 -------------------------------------------------- 98 

 

EMBOSS_001 201 TTLDQLLDIVQGPDYPTEAEIITSRAEIRKIYENGRGSVRMRAVWKKEDG 250 

 

و مشخص نمودن محل تغییر آمینواسید که منجنر به جایگزینی ایزولوسین  بجاي سرین    استانداردبا نمونه   رشدهیتکثتوالی آمینواسیدي ژن  سهیمقامربوط به    .5شکل 

 شده را نشان می دهد.
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 بحث 

از   وسیعی  طیف  عامل  باکتریمی،  یماري ب کلبسیلا  شامل  ها 
از   یکی  و  بوده  ادراري  مجاري  عفونت  و  ین  تر مهم پنومونی 

به علت مصرف  ها دهه هایی است که در  ي باکتر  اخیر  و  ی ب ي  رویه 
هاي با مقاومت  یه سو ها شاهد ظهور و گسترش  بیوتیک ی آنت غیرعلمی  

  هاي بیوتیک ی آنت ي از  ا دسته ها،  . فلورکینولون ) 3(  دارویی آن هستیم 
الطیف هستند که به دلیل جذب خوراکی بالا کاربرد گسترده  یع وس 

ها کاملاً سنتزي بوده و  دلیل اینکه فلورکینولون در پزشکی دارند و به 
هاي میکروبی مقاوم به  یه سو اي دارند، ظهور  یچیده پ مکانیسم عمل  

نظر  ها آن  به  بعید  امري  ابتدا  در  استفاده  ی م ،  متأسفانه  اما  رسید، 
ها منجر به گسترش مقاومت نسبت به  بیوتیک ی آنت ز این  گسترده ا 

 DNAهاي  یم آنز   . ) 19-17(  ي اخیر گردیده است ها سال در    ها آن 

gyrase    توپوایزومراز عملکرد    IVو  و    ها آن که  همانندسازي  در 
باشند.  ی م ینولون  فلوروکوئ اهداف داروهاي  ،  رونویسی ضروري است 

به  ي باکتر مقاومت   منفی  گرم  درنتیجه  ینولون فلورک هاي  اغلب  ها 
موتاسیون کروموزومی و جابجایی اسیدهاي آمینه خاصی در ناحیه  

  gyrAو    gyrBي  ها ژن    (QRDR)کننده مقاومت به کینولون  یین تع 
آنزیم  کننده   parEو    parCي  ها ژن و    DNA gyrase  که  کد    که 

. هدف از این مطالعه  ) 20  ، 21(  دهد ی م هستند رخ    IV  یزومراز توپوا 
ارتباط آن با موتاسیون  و  ها  فلوروکوئینولون بررسی الگوي مقاومت به  

. در  هست   کلبسیلا پنومونیه هاي بالینی  یه جدا در میان    parCژن  در  
مقاومت  میزان  تحقیق  پنومونیه هاي  یزوله ا   این  به    کلبسیلا 

پیپراسیلین،  ی آموکس سیلین،  ی آمپ هاي  بیوتیک ی آنت  سیلین، 
  یدیکسیک نال   ، سفیپیم، سولفامتوکسازول   – متوپریم  ي تر کسیم،  سفی 

کلرامفنیکل،   مروپنم،  سیپروفلوکساسین،  تتراسایکلین،  اسید،  
  ، % 36/ 8، % 69/ 4  ، % 98/ 9، % 98/ 9پنم، به ترتیب یمی ا توبرامایسین و 

7 /34 %  ،4 /28 %  ،3 /27 % ،  2 /25 %  ،2 /24 % ،20%  ،8 /16 %  ،7 /15 %  ،
پنومونیه هاي  یزوله ا   . است   % 13/ 6 به    کلبسیلا  را  بیشترین مقاومت 

و کمترین میزان مقاومت را    % 98/ 9سیلین  ی آموکس سیلین و  ی آمپ 
دادند. گزارش ها در ایران حاکی از افزایش    نشان   % 13/ 6پنم  یمی ا به  

به کلاس هاي مختلف    کلبسیلا پنومونیه میزان مقاومت جدایه هاي  
این راستا مطالعات زیادي صورت گرفته   بیوتیکی است و در  آنتی 

  ، Ahanjan et alتوسط    1393اي که در سال  است. از جمله مطالعه 
یشترین مقدار  صورت گرفت ب   کلبسیلا پنومونیه ایزوله    45بر روي  

 ) سفوتاکسیم  هاي  بیوتیک  آنتی  برابر  در  و    100مقاومت  درصد) 
گزارش شد  درصد)    63درصد) بود، جنتامایسین (   100(   سفتازیدیم 

  6( و کلرامفنیکل    درصد)   13( و کمترین میزان مقاومت به کلیستین  
 . ) 22( گزارش شد    رصد) د 

  93در سال  ،  Hashemi et al  در مطالعه اي دیگر که توسط
گرفت میزان مقاومت به    صورت  کلبسیلا پنومونیه   ایزوله  100  روي 

مروپنم  درصد)  56(آزترونام   جنتامایسین  درصد)  20(،   ،)36  
،  درصد)  56(، سفوتاکسیم  درصد)  53(سیپروفلوکساسین    ،درصد)

 50(، تتراسایکلین  درصد)  64(، سفوتاکسیم  درصد)  0(کلیستین  
هاي مشابه  بیوتیکبا مقایسه آنتی   ؛ که) 23(   گزارش شد  درصد)

حاضر مطالعه  با  تحقیقات  این  در  رفته  می   "تقریبا،  بکار  مشابه 
ها از جدایه  %6/72  باشند. نتایج این تحقیق همچنین نشان داد که

ESBLs+    ی،موردبررسهاي  یهجدا از    %5/70و  MDR  از    %4/8  و
مقاوم به همه    در این مطالعه هیچ ایزوله بودند.   XDRها نیز  جدایه
-نتایج از افزایش قابل توجه جدایه  مشاهده نشد؛ که (PDR) داروها

 Pourali Sheshblouki  مطالعه  نسبت به   MDRو    +ESBLsاي  ه

et al  ،مطالعه   ) 24(   دارد  1395  در سال از  بانتایج حاصل  لی  و 
Shivaee et al ، 25( مطابقت دارد (. 

از   داد  نشان  همچنین  پنومونیه ایزوله    95نتایج    کلبسیلا 
با    یبا تقر ها به سیپروفلوکساسین مقاوم بودند؛ که  یه جدا از    % 24/ 2

توسط   گرفته  صورت  سال    ، Norouzi et alمطالعه  در    2014در 
جداشده از خون، ادرار،    کلبسیلا پنومونیه نمونه    111کرمان که از  

تنفسی و زخم   به سیپروفلوکساسین  یه جدا درصد    19ترشحات  ها 
  1395در سال  ،  Pourali Sheshblouki et alمقاوم بودند و مطالعه  

ي  ها نمونه از    آمده دست به   لا پنومونیه کلبسی جدایه    111که بر روي  
در   برونکوآلوئلار  و  تراشه  زخم،  ادرار،  شیراز  یمارستان ب خون،  هاي 

،  بودند درصد موارد مقاوم به سیپروفلوکساسین    33انجام شد و در آن  
با   ) 24، 26( مطابقت داشت   در    ، Molana et alنتایج مطالعه    ولی 

بر روي    1389سال   ي  بردار نمونه   کلبسیلا پنومونیه جدایه    30که 
ي ویژه بیمارستان شهید  ها مراقبت شده از محیط و تجهیزات بخش  

و در آن   انجام شد  بابل  ایزوله   60بهشتی شهر  به  درصد  مقاوم  ها 
داده   تشخیص  مطالعه    شدند سیپروفلوکساسین   Mohammadو 

Alipor et al کلبسیلا   کلینیکی   نمونه   61  از   تبریز   در   2013  سال   ، در  
  ، ICU  بخش   هاي نمونه   دیگر   و   زخم   ادرار،   خون،   از   جداشده   پنومونیه 

بودند    مقاوم   سیپروفلوکساسین   بیوتیک آنتی   به   ها جدایه   درصد   61/ 9
نداشت   که ) 4،27( مطابقت  می   ؛  آن  شیوع  علت  به  مربوط  تواند 

متنوع  ها استان در    ها عفونت متفاوت   دلایل  همچنین  و  مختلف  ي 
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عفونت  این  در  مقاومت  ایجاد  در  موضع  ژنتیکی  در  تفاوت  ها، 
هاي جمع آوري شده،  ها، نوع نمونه ها، تعداد ایزوله یه جدا آوري  جمع 

تواند از دلایل  هاي مورد استفاده و یا خطاي پرسنلی می نوع دیسک 
ات مختلف  تفاوت در میزان مقاومت به سیپروفلوکساسین در مطالع 

در نواحی مختلف میزان  با توجه به تحقیقات صورت گرفته    باشد. 
مصرف   دلیل  به  ولی  است  متفاوت  سیپروفلوکساسین  به  مقاومت 

آنتی بی  می رویه  انتظار  یابد.  بیوتیک  افزایش  مقاومت  میزان  رود 
جهش در چندین ژن ازجمله    واسطه به مقاومت به سیپروفلوکساسین  

دهد. در  رخ می   کلبسیلا پنومونیه   IVدر توپوایزومراز    parCزیر واحد  
  کلبسیلا پنومونیه در    parCها در ژن  مطالعات مختلف انواع جهش 

است.    شده گزارش که با مقاومت در سیپروفلوکساسین همراه است  
را در ژن    84و    80هاي  بین مطالعات زیادي جهش در کدون ین درا 

parC   اند که شامل  گزارش کردهS80I    وE84K   هرچند در  است .
هاي  در جدایه   parC  مطالعات مختلف وقوع یک یا چند جهش در 

  23است، در مطالعه حاضر نتایج نشان داد تمامی    شده گزارش مقاوم  
دچار موتاسیون در یک یا چند نقطه    parC  در ژن   موردمطالعه نمونه  

نمونه    parC  با ژن   parC  باشند و مقایسه توالی نوکلئوتیدي ژن می 
نشان داد که موتاسیون    ، 13883ATCC  کلبسیلا پنومونیه اندارد  است 

توالی   تغییر  در  آم سبب  از  جدا   20ینواسیدي  ی  موردبررس   23یه 
است  که گردیده  از    16در    ؛  این  موردبررس جدایه    23جدایه  ی، 

)  S(   ین سر رخ داد که منجر به تبدیل   80جابجایی در کدون شماره  
دچار    84نیز در کدون شماره    شد و در یک نمونه   (I)به ایزولوسین  

یدآمینه  اس اسید) با  یک (گلوتام   E  یدآمینه اس تغییر شده بود که در آن  
K    ،موتاسیون نیز باعث تغییر در چارچوب و    3(لیزین) جابجا گردید

نمونه    در سه شده بود و    IVتوپوایزومراز    گسترده در توالی آنزیم تغییر  
توالی   تغییر  به  منجر  موتاسیون  بود اس نیز  نشده  بنابراین  ؛  یدآمینه 

ي  جا به بود که در آن    80ترین موتاسیون مربوط به کدون شماره  یع شا 
 شد. سرین در اثر موتاسیون ایزولوسین ایجاد می 

آمینواسیدهاي لیزین، آلانین و   اسید به یک گلوتام البته تبدیل  
در    ، Minarini et al  گلایسین در مطالعات مختلف ازجمله مطالعه 

در هلند    ، Brisse et al  ، ) 27(   2005تا    2002هاي  برزیل بین سال 
ژاپن   1996سال  ،  Deguchi et al،  ) 29(   2001سال     ) 3(   در 

 مشاهده شد. 

مطالعه  پنومونیه هاي  یه جدا در    ، Brisse et al  در    کلبسیلا 
در مطالعه    ). 29( مشاهده شد    E84K  و   S80I  چندین جهش ازجمله 

Piekarska et al  هاي  ، نیز هر دو جهش در جدایه 2015، در سال
به   شد  ینولون فلوروکوئ مقاوم  شناسایی  مطالعه  ) 30( ها  در   .

Minarini et al ،   هاي  جهشS80I    جدایه مقاوم    21در شش جدایه از
هاي چند شهر  یشگاه آزما آمده از مراجعین به  دست ها به ینولون کوئ به  

  E84Kشناسایی شد ولی جهش    2005تا    2002ي  ها سال برزیل بین  
. همچنین در بعضی مطالعات همراهی این جهش  ) 28(   گزارش نشد 

به   مقاومت  در  ها غلظت با  سیپروفلوکساسین  بالاتر  هاي  یه جدا ي 
از سوي دیگر در مطالعه  .  ) 31( است    شده مشاهده مقاوم به این دارو  

Chen et al ،    سال بین    2003در  مقاوم    34در  کلبسیلا  جدایه 
مشاهده    parCدر تایوان هیچ جهشی در ژن    موردمطالعه   پنومونیه 

هاي مقاوم داراي جهش در  نشد، اما مشخص شد که بعضی از جدایه 
gyrA   در مطالعه    ). 32( باشند  میMohammad Alipor et al  ،  در
روي    1394سال   پنومونیه جدایه    10بر  به    کلبسیلا  مقاوم 

ژن   در  داراي جهش  جدایه  بودند    gyrAسیپروفلوکساسین، شش 
کلبسیلا  جدایه    42از    2017در سال    ، Park et al. در مطالعه  ) 27( 

جدایه حداقل یک جهش    36مقاوم به سیپروفلوکساسین    پنومونیه 
 . ) 31( داشتند    parCو    gyrA  ،gyrBي  ها ژن یکی از  در 

نیز در    Piekarskaو    Brisseدر مطالعات مختلفی چون مطالعه  
گزارش    E84Kها جهش  ینولون فلوروکوئ هاي مقاوم به  یه جدا بعضی از  

مطالعه  ) 29  ، 30( شد   در   .Norouzi et al ،    بین جدایه    111از 
بودند که تنها    parCجدایه داراي جهش در ژن    6  کلبسیلا پنومونیه 

  ، Norouzi et alرا داشتند. در مطالعه    S80Iدو مورد جهش شایع  
یکی از چند جهش    E84K. جهش  ) 26( نشد  مشاهده    E84Kجهش  

در   می   parCشایع  در  محسوب  که  به  یه جدا شود  مقاوم  هاي 
است. وقوع این جهش در یک جدایه    شده گزارش ها  ینولون فلوروکوئ 

پنومونیه  مطالعه    کلبسیلا  این  در  سیپروفلوکساسین  به  مقاوم 
اهمیت آن در ایجاد مقاومت به دارو است. اکثر نتایج    دهنده نشان 

می  نشان  مطالعه  این  نتایج  همچنین  و  بررسی  که  مورد  دهد 
-در اغلب نمونه   parCژن    84و    80اي در کدون هاي  نقطه   موتاسیون 

اي مقاوم به سیپروفلوکساسین وجود دارد و در این میان موتاسیون  ه 
 از اهمیت بیشتري برخودار است.   80اي در کدون  نقطه 

 

 گیري نتیجه 

توجه به    با مقاومت دارویی همچنان در حال افزایش است.  
آنتی جزء  سیپروفلوکساسین  درمان  بیوتیک اینکه  در  مؤثر  هاي 

  23وجود    است  یهپنومون   یلاکلبسهاي بیمارستانی ناشی از  عفونت 
جدایه و همچنین مقاومت    95از  جدایه مقاوم به سیپروفلوکساسین  

این مطالعه خطر خاموش  به دوزهاي بالاي سیپروفلوکساسین در  
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دهد. همچنین وقوع  بیوتیکی را نشان می هاي آنتی افزایش مقاومت 
نقطهجهش ژن  هاي  در  این جهش   parCاي  اهمیت  در  نشانه  ها 

باکتري   این  در  سیپروفلوکساسین  به  مقاومت  .  استایجاد 
می طوري به نظر  به  جهشکه  این  تمایل رسد  کاهش  باعث  ها 

توپوایزومراز   به  اثر   IVسیپروفلوکساسین  کاهش  درنتیجه  و 
 سیپروفلوکساسین در مهار تکثیر سلولی شوند. 
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پایان از  برگرفته  پژوهشی  مقاله  دانشجویی این  نامه 
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کارشناس    زاده،  صبوري   سرکار خانم آوا اسدي و سرکار خانم عاطفه 
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