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  Multiplex Polymerase Chain Reactionهای مقاومت به تتراسایکلین با استفاده از روش  ردیابی ژن

 کلبسیلا پنومونیه بالینیهای  در ایزوله
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چکیده

ها مقاوم شده و  کیوتیب یدر برابر آنتآن  يها از سویه یبرخکه امروزه  هاي بیمارستانی است طلب و یکی از عوامل شایع عفونت پاتوژن فرصت ،کلبسیلا پنومونیه :مقدمه

 Multiplex polymerase chain reactionچندگانه ) مراز اي پلی اند. هدف از انجام پژوهش حاضر، استفاده از تکنیک واکنش زنجیره کردهدشوار  عفونت رادرمان 
 کلبسیلا پنومونیه بود.  بالینیهاي  هاي مقاومت به تتراسایکلین در ایزوله ( به منظور ردیابی ژنMultiplex PCRیا 

هاي  ، جداسازي و شناسایی کلبسیلا پنومونیه با استفاده از روش0911مشهد در سال رضوي و قائم هاي  هاي بالینی از بیمارستان آوري نمونه پس از جمع :هاروش

ي شناسایی شده به روش دیسک دیفیوژن تعیین  ایزوله 91بیوتیکی براي  ( انجام شد. الگوي مقاومت آنتیKp16S rRNAبیوشیمیایی و مولکولی )پرایمر اختصاصی 
با استفاده از سه جفت پرایمر و شاهد  Multiplex PCRسازي شد. در نهایت، تکنیک  بهینه PCRبا روش  tetهاي  ژن ، ردیابیBlastگردید. پس از طراحی پرایمر و 

 سازي شد. مثبت بهینه

هاي  درصد ایزوله 9/59درصد( بود و  7/12درصد( و سفتریاکسون ) 1/11سیلین ) ها به ترتیب شامل آمپی بیوتیکی ایزوله بیشترین و کمترین مقاومت آنتی :هاافتهی

زمان با ردیابی ژن  همسازي شد.  گراد بهینه ي سانتی درجه 55با دماي اتصال  Multiplex PCRکلبسیلا پنومونیه از نظر فنوتیپی به تتراسایکلین مقاوم بودند. 
Kp16S rRNAهاي  ، ژنtetA  وtetB  زمان هر  ها به طور هم درصد ایزوله 1/52هاي مقاوم به تتراسایکلین ردیابی شدند.  درصد از ایزوله 7/28و  5/87به ترتیب در

 بودند. tetBو یا  tetAهاي  ها حامل یکی از ژن درصد ایزوله 5/01کردند و  را حمل می tetBو  tetAدو ژن 

بیوتیک  ي حاضر، روشی سریع، دقیق و حساس به منظور شناسایی کلبسیلا پنومونیه مقاوم به آنتی طراحی شده در مطالعه Multiplex PCRتکنیک  :گیری نتیجه

 و یا در تحقیقات اپیدمیولوژیک استفاده شود. بالینیهاي  تواند براي نمونه باشد که می می

 مراز چندگانه اي پلی  کلبسیلا پنومونیه؛ تتراسایکلین؛ واکنش زنجیره: یدیکل واژگان

 
در  Multiplex Polymerase Chain Reactionهای مقاومت به تتراسایکلین با استفاده از روش  ردیابی ژن .مقدم محبوبه نخعی حمد منار، ناجی ارجاع:

 .805-811(: 207) 91؛ 0011مجله دانشکده پزشکی اصفهان . کلبسیلا پنومونیه بالینیهای  ایزوله

 

 مقدمه

طل    ( پ توون  رصت    Klebsilla pneumoniae) هی  پنومون لایکلبس

(. 1) اس    یمترس اتن یه ت    عفون  عیشت عوامل از یکیو  یگصم منف

و انس ت    وانتتیح تهت ،یووا  در آب، ختک، گ یرا م لایکلبس  هتگونه

،  د  منتطق صیست  ه   تکاص نیا ورود. تر ی) ه طور معمول در روده( 

و وا    یهت م  عفون  نیجمله ا. از  تشد همصاه عفون  جتدیا  توواند  یم

 تی   زخم محل عفون  ،خو  ه،یالصذات ، دساگته ادرار  هت عفون  ه 

که  ه طور معم ول   ییهت کیووی  ی(. آنا2اشتره کصد )  یو مننژ یجصاح

 ق صار  اس افتده  م ورد     تکاص  نی  ا از ینتش    ه ت  عفون  درمت    صا

 ه  ت، مونو تکا  تم ه  ت، نیسفتلوس  رور ه  ت، نیلیس   یپن   ش  تمل صن  د،یگ یم  

 (.3) هساند هت نیکلیواصاست و هت کتر تپنم

  صا  س لام     یاستس  مش کل   کی همواره یکصو یمقتوم  ضد م

جه ت  وح      یدرمتن مصاکز ومتمرا در  مترا یانست  مطصح  وده اس  و  

اس   ک ه    فی  الط عیوس کیووی یآنا ن،یکلیواصاست (.4)دهد یقصار م صیوأث

. (5) ن د کیرا مه تر م    یمنف   وهت  گ صم مبب     از  تکاص   تری سرشد 

 متنن د گ زار  ش د.    1553  تر در س تل    نیاول ن،یکلی ه واصاست مقتوم 
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  ه ت  راه از ووان د  یم   نیکلیواصاس ت    ه  مقتوم    گ ص، ید  هت کیووی  یآنا

  صینفوذپ    ک ته   ارلاک ،،  همچو  یمافتوو  هت سمیمکتن و مخالف

 انج تم  ه ت  کی  ووی  یآنا یمیآنز  هیوجز و هدف گتهیجت در جه  دارو،

 (.6)  تشدیم وص عیشت حتضص حتل در نخس  سمیمکتن دو. شود

 ن  کس    قی  طص از نیکلیمقتوم   ه واصاس ت  یهت  اتلسمیمکتن

tet رع تل   صی  غ و یبوزومیهت  اناشتر  ه خترج، محترظ  رشتمل پمپ

مص   وب    ه مقتوم      ه  ت ن  نیو  ص ما  داول. اس    یم  یش  د  آنز

  ه   tetB، ن  ینی تل  هت یهساند. در  صرس tetBو  tetA ن،یکلیواصاست

 نی    یراحا  ماحصک که  ه  تری س یکیعنتتص ننا  واقع شد  رو لیدل

عتم ل   نیو ص شوند،  ه عن وا  مه م   یمناقل م ییتیمخالف  تکاص  هتن 

ش نتخاه   عیوس   ز  ت  یم     ت دامن ه   نیکلیمقتوم  واصاست   کنندهنییوع

  ه  تگ صوه  Conjugative  دهتیپلاس م   رو tetAش ده اس  . ن    

 (.7قصار دارد )  مخالف نتستزگتر

ووس     یکیووی    یاز مقتوم  آنا   ینتش دی، وهدصیاخ  هتدر ستل

ظه ور مقتوم   در  صا  ص    . س ا  یزا در حتل ارزا  متری   هت   تکاص

 دی  وهد کی    ه   ،زا  م تر ی   هت  ماعدد در  تکاص یکصو یعوامل ضد م

 (.4)  شده اس لیوبد یسلام  عموم  قت ل ووجه  صا

 در موج ود   ه ت  ن  ی صرس   جه   که  یمخالف  هترو  نی  در

   ت   دق      ت  و عیس ص  ییشنتست  هت رو  دارد، وجود  تلینی  هت نمونه

 چندگتن ه  مصاز یپل  ا صهیزنج واکن  کیوکن.  تشد داشاه  یاهم وواند یم

(Multiplex polymerase chain reaction تی Multiplex PCR که )

 PCR ن د یرصا کی  چن د ن  و و م در    تی  زمت  دو  هم صیوکب   صا یروش

  هی  ارا و ییشنتس ت   ن دهت یرصا   ه  د ی خش   سصع   ص علاوه  تشد،  یم

 .  اس  همصاه زین یمولکول  هت نهیهز کته   ت گزار ،

  کی   از انج   تم پ   ژوه  حتض   ص، اس   افتده از وکن   ه   دف

Multiplex PCR نیکلیمقتوم    ه واصاس ت    هت ن  یت ی ه منظور رد 

  ود. هیپنومون لایکلبس  تلینی  هتزولهیدر ا

 

 هاروش

 لایمش کوک   ه کلبس      ه ت    تکاص  ،یوجص    -یمقطع  مطتلعه نیا در

مترس ات  ی    ه  کنن ده مصاجعه مترا ی   تلینی مخالف  هتنمونه از هیپنومون

 در و  آورجم ع  1355 س تل   د و ت  مه ص  از مشهد، قتئم و  رضو  هت

  ول ون یکصو یم ش گته ی  ه آزمت  خی    س ه یک کن تر  در و لیاس اص   یشصا

  ت ک د    قی  . پصوپوزال وحقدیواحد مشهد مناقل گصد یدانشگته آزاد اسلام

 آزاددانش گته    ی ه وص و  IR.IAU.MSHD.REC.1400.023اخلاق 

 وارد م ترا  ی   یرض ت    ت  ه ت  وم تم   تکاص   .دیرس   مشهد واحد یاسلام

 ه ت نمون ه . نش د  اخ   را ط ه   نی  در ا مترا یاز    انهیهز و شدند قیوحق

 ش گته، یآزمت   ه  ه ت   ی  پل اناقتل از پ،.  ودند وصاشه و زخم ادرار، شتمل

 رو  زول ه یا رو از  اس افتده   ت   تکاص وک، یکلن آورد  دس   ه   صا

  و حیولق           MacConkey Agar (MAC ) قیاراصا محی 

س ر،                    .شد  گصمتگ  ار  گ صاد یس تنا   درج ه  37  دم ت  در ستع  24

 و  موررول  ون  ه  ت  یآزم  ت از ،هی  پنومون لایکلبس   ییجه    شنتس  ت

 (PTCC 1792) هی  پنومون لایکلبس از .دیگصد اسافتده مصسوم ییتیمیوشی 

 -یعلم    ه ت پ ژوه   س تزمت   ییتی   تکاص و یکلکس   از شده  داریخص

 .شد اسافتده ررصن،  هیسو عنوا   ه صا یا یتنعا

 Clinical and Laboratory Standards Instituteاس اتندارد  مطت ق 

(CLSI )  ت  ییتی   تکاص و یسوسرتنس   .گصر    ت  ورتوگصام ی   یآنا   

 واح د  5/1×  118)  س تز مع تدل  McFarland 0.5  ک دورت لول ه  

   یدر س   طح مح     ( و     تکاصا   صیلیل   یم در یکل   ون لیوش   ک

Mueller-Hinton Agar (MHA   ت رو   )ش د.   حیولق   کنواخ   ی

    ت روات ل اس اتندارد رو    یکیووی    یآنا  هت سکید قه،یدق 5پ، از 

   ختن ه   ت دم ت    در گ صم  ه ت   ی  . پلدی  گصد  گ  ار   ج ت   یسطح مح

 ه ت  یآزم ت  .شد داده قصار ستع  24 مدت  ه گصادیستنا  درجه 37

(، کصوگ صم یم 31) نیکلیواصاس ت ش تمل   هتسکید. دیگصد وکصار  تر سه

 میدیسفاتز(، کصوگصمیم 31) نیلیس یآمر(، کصوگصمیم 25) تکسو یسفاص

(، کصوگ   صم یم 31/11/کلاوو نتت )میدیس   فاتز (، کصوگ   صم یم 31)

 .  ود( کصوگصمیم 25) موکستزولیکووص و( کصوگصمیم 11) نیسیجناتمت

 عیوس   فی  ط  ات کاتم تز  مول د   ه ت  زول ه یا ییشنتس ت  منظ ور   ه

(Extended Spectrum Beta-Lactamase   تی ESBL  ت رو    )

 کنواخ   ی ط ور    ه  MHA    ص رو  یت ی تکاص و یسوسرتنس ،یریرنوو

 و س    فاتزیدیم  ی    وویکی آنا   ی ه    ت   ش    د. دیس   ک  حیولق    

 ق صار   یمح    رو اس اصیل  پ ن،  از اسافتده  ت/کلاوو نتت سفاتزیدیم

   ت  رش د  ع دم   هتل ه  قط ص  ، گصمتگ  ار  س تع   24 از پ،. گصراند

 قط ص  که یتورو در. دیگصد گیص  اندازه  ماصیلیم ک  خ  از اسافتده

  ح تو  دیس ک   ه نسب /کلاوو نتت سفاتزیدیم  حتو دیسک   هتله

 کلینیک ی   زول ه یا   ود،  ما ص  یل  یم 5 مس تو   ی ت  وص  زرگ سفاتزیدیم

ESBL (8) در نظص گصراه شد. 

DNA اس اخصاج    ی   ت اس افتده از ک  نیکلیمقتوم  ه واصاست  هتزولهیا

DNA دی  ( اس اخصاج گصد صا ی  ا نتکلو ،ی)شصک  س یگصم منف  هت   تکاص .

 م ص یاز پصا ه،ی  پنومون لایکلبس    ه ت  زولهیا یمولکول ییو شنتست دییجه  وأ

  هی    پنومون لایکلبس           تکاص وKp16S rRNA (5 ) یاخاصتت    

PTCC 1792 یت ی  رد  .   صا دی   ه عن وا  ش تهد مبب   اس افتده گصد     زین 

ش ده در   یطصاح یاخاصتت  مصهتیاز پصا ن،یکلیمقتوم   ه واصاست  هت ن 

 پتیگ ته  از tetBو  tetA  هتن  یووال ا ادا منظور، نی د .شد اسافتده قیوحق

National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

ار زار  ن صم  در ه دف   ه ت  ن   منتس     صا    مصه ت یسر، پصا و تر یدر

AlleleID یدر س ت   ،یاخاصتت یجه   صرس مصهتی. پصادیگصد یطصاح  

NCBI، Blast شد داده سفتر  نتکلو یستخ   ه شصک  س   صا و. 
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 . مشخصات پرایمرهای استفاده شده در پژوهش 1جدول 

 PCR محصول طول (5→'3') دست نییپا یتوال (5→'3') بالادست یتوال مریپرا نام

 (یباز جفت)
kp16S rRNA ATTTGAAGAGGTTGCAACGAT TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC 130 

tetA GGCAGGCAGAGCAAGTAGAG CAGGCAGGTGGATGAGGAAC 174 

tetB CTACTTCGGTATCTGTATTATCAC GCATCGCTGGATTACTTATTG 340 
PCR :Polymerase chain reaction 

 

مورد اسافتده در پ ژوه  حتض ص را نش ت       مصهتیپصا یووال 1جدول 

از  ا ص یکصولیم کی  الگ و،   DNA ا ص یکصولی ت اسافتده از دو م PCR .دهدیم

و دس اگته   ا ص یکصولیم 25 ییدر حج م نه ت   2X ک،یو مس اصم  م ص یهص پصا

    صا  ن ه ی ه  یش صا ( انج تم ش د.   یجن و    کصه ،Kyratec) کلصیوصموست

PCR  در دم ت  ق ه یدق 4  ه م دت    هی  واسصش   اول   شتمل مصحله هتن   

 در هی  ثتن 45 م دت    ه  واسصش  شتمل چصخه 31 گصاد،یستنا  درجه 54

  گ  صادیس  تنا  درج  ه 53اوص  تل  گ  صاد،یس  تنا  درج  ه 54  دم  ت

(Kp 16s rRNA ،)57 گ صاد یس تنا   درجه (tetA،) 56  یس تنا   درج ه

   دم  ت در ش  د  لی  طو  مصحل  ه ه،ی  ثتن 45(    ه م  دت  tetB) گ  صاد

   در دم ت  ییش د  نه ت   لی  و طو هی  ثتن 45 ه مدت  گصادیستنا  درجه 72

   . ود قهیدق 3 مدت  ه گصادیستنا  درجه 72

 PCR   صنتمه کی غتل  در زمت هم تورت  ه ن  3  ،ینهت در

 شدند. م واد واک ن  ش تمل     یت یرد Multiplex PCRو وح  عنوا  

 ا ص یکصولیم 5/12 م ص، یاز هص پصا اصیکصولیم 1الگو،  DNA اصیکصولیم 2

  یی  ت حج م نه ت    صیآب مقطص دو  تر وقط اصیکصولیم 5/4و  ک،یمساصم

من وپلک،   PCRمش ت ه   ت    ،یزم تن  -ییدمت  ی ود. شصا اصیکصولیم 25

  درج ه  55  ،یاوصتل پ، از چند   تر وک صار آزم ت      ود، رق  دمت

  ه ت ن  حتم ل  هی  پنومون لایکلبس  زولهیا از. آمد دس   ه گصادیستنا

tetA  وtetB دیاسافتده گصد ی ه عنوا  شتهد منف. 

   درت   د ح   تو 5/1نل آگ   ترز       ص رو PCR محص   و ت

Weaver Green ت ولاتن  قهیدق 61 ه مدت  یهمصاه  ت نشتنگص مولکول 

 ول  الکاصورورز شدند. 51

 

 هاافتهی

و  کا وز مبب    ودن د.     یمنف   دازیاکس   ه،ی  پنومون لایکلبس  هت زولهیا

 Voges-Proskauer ،یمنف   Methyl redمبب  ،   اصاتیس   ه ت  زولهیا

(VP ) و  حصک ی  ،یمنف اندول و مببH2S   ودن د و اغل      یمنف 

  ه ت  هیحتض ص، اغل   س و     گ تز داش اند. در مطتلع ه    دی  وول ییووانت

 جدا شدند.    ادرار  هت از نمونه هیپنومون لایکلبس

. ده د یم نشت  را هتزولهیا یکیووی یآنا  یحستس  الگو 1 شکل

 و نیلیس   یآمر     ه   یوصو  ه یکیووی  یآنا مقتوم  نیوص کم و نیشاصی 

  یحستس   نیو  ص ک  م و نیش  اصی . داش    اخاص  ت  تکس  و یسفاص

 نیلیس یآمر و نیسیجناتمت  ه مص وب  یوصو  ه زین هت زولهیا یکیووی  یآنا

   ه  هی  پنومون لایکلبس     تلینی   هت زولهیا( زولهیا 16) درتد 3/53.  ود

 دارو چند  ه مقتوم( درتد 1/71) زولهیا 21.  ودند مقتوم نیکلیواصاست

(Multiple drug resistance تی MDR .ودند  ) 

 

 

 در هيپنومون لايکلبس یها زولهیابيوتيکي  . الگوی مقاومت آنتي1 شکل

 حاضر پژوهش

 

  ه ت  زول ه ی ه عن وا  ا  یریدرتد(  ت رو  رنوو 1/41) زولهیا 12

مبب   در   ESBLدرتد(  7/51) زولهیا 11شدند.  نییوع ESBLمولد 

  هت زولهیا   ت  وعیش   ودند که نشت  دهنده MDR  هت زولهیا ت یم

ESBL هت زولهیا ت یمبب  در م  MDR .ود  

که  ت اسافتده  PCR ه دس  آمده از الکاصورورز محصو ت  جینات

 نل آگ   ترز       ص رو Kp16S rRNAن   یاخاصتت    م   صیاز پصا

 ینش ت  داده ش ده اس  . وم تم     2درتد انج تم ش د، در ش کل     5/1

 ش ده  ییشنتس ت  ییتیمیوش  ی  رو    ت  که هیپنومون لایکلبس  هت زولهیا

 در(، مبب   )ش تهد   هی  پنومون لایکلبس   اس اتندارد   هیسو متنند  ودند،

   .دادند  تند لیوشک   تز جف  131  هینتح

  هی  در نتح  ی ه وصو زین tetBو  tetA  هتن  PCR محصو ت

مق توم    هت زولهیا ت ی تند را نشت  دادند. در م  جف   تز 341و  174

 زول  هیا 11و  tetAدرت  د( ن   5/87) زول  هیا 14 ن،یکلی   ه واصاس  ت
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 داشاند. tetBدرتد( ن   7/68)

 

 
 Polymerase chain reaction. ژل الکتروفورز محصولات 2 شکل

(PCR ژن )Kp16S rRNA هيپنومون لايکلبس یها زولهیا  

(C-ي: شاهد منف، C+ ،شاهد مثبت :L :استاندارد نشانگر) 

 

  ص   Multiplex PCRحتت ل از الکاصور ورز محص و ت     جینات

 نش  ت  داده ش  ده اس   .   3درت  د در ش  کل   5/1نل آگ  ترز   رو

 لای ه عنوا  کلبس   ییتیمیوشی   هت که  ت رو  ییهت زولهیدرتد ا 111

.  ودن د  Kp16S rRNAش ده  ودن د، حتم ل ن      ییشنتس ت  هی  پنومون

و  tetA  ه ت  ن  ،Kp16S rRNAن   یت ی    ت رد  زم ت  هم ن،یهمچن

tetB مقتوم   لایکلبس  هت زولهیدرتد از ا 7/68و  5/87در   ی ه وصو

درت د(   2/56) زولهیا 5 گص،یشدند. از طصف د یت یرد نیکلی ه واصاست

 زولهیا 2و  کصدند یرا حمل م tetBو  tetAهص دو ن   زمت  ه طور هم

درت د( رق      5/12) زول ه یا 2و  tetAدرتد( رق  حتمل ن   5/12)

  ودند. tetBحتمل ن  

 

 
 Multiplex polymerase chain reaction. الکتروفورز محصولات 3 شکل

(Multiplex PCRژن ) یها Kp 16S rRNA (131 یجفت باز ،)tetA 

 لايکلبس یها زولهیا ی( برایجفت باز 311) tetB( و یجفت باز 171)

 (استاندارد نشانگر: L: شاهد مثبت، +C ،ي: شاهد منف-C) هيپنومون

 

 بحث

  ه ت زول ه یدر ا یکصو   یمقتوم  ضد م  هتن  یظهور و اناشتر جهتن

 در س  لام  جتمع  ه اس   .  صا     ج  د  خط  ص ه،ی  پنومون لایکلبس  

 تکس و ، یسفاص ن،یس  یجناتمت ن،یکلیپژوه  حتضص، مقتوم   ه واصاست

، 1/31، 3/53  ی    ه وصو  میدیو س فاتز  نیلیس   یآمر موکستزول،یکووص

  زول   هیا 21درت   د گ   زار  ش   د ک   ه   41و  1/51، 1/61، 7/26

مق  توم    ه    ه  ت زول  هیا ت ی  م در  ودن  د. MDRدرت  د(  1/71)

  زول   هیا 11و  tetAدرت   د( ن   5/87) زول   هیا 14 ن،یکلیواصاس   ت

 را داشاند. tetBدرتد( ن   1/75)

 ینی  تل   هت نمونه   ص رو نیو همکترا  در چ Ding   مطتلعه در

 درت د  PCR، 4/57 جینا ت  طب ق  ،یعفون   ونفس      ه مب الا   مترا ی 

  ه ت  زول ه یا درت د  4/51. داشاند هیپنومون لایکلبس  ه یآلودگ هت نمونه

مبب   در   ESBL  ه ت  زولهیا وعیو ش  ودند MDR ه،یپنومون لایکلبس

 قی    ت وحق  سهی(. در مقت11درتد  ود ) MDR، 7/54  هت زولهیا ت یم

 وعیش   ن،ی ودن د. همچن    کما ص  MDR  ه ت  زول ه یا یحتض ص، رصاوان   

در هص دو پژوه   MDR  هت زولهیا ت یمبب  در م ESBL  هت زولهیا

 مشت ه  ود.

   زول  هیا 25در  tetBو  tetA یت ی  مص   وب    ه ردPCR  جینا  ت

 در همک  ترا  و ن  ژاد پ  تک  مطتلع  ه در هی  پنومون لایکلبس    ادرار

و  tetAه ت حتم ل ن    زول ه یدرت د از ا  5/75نشت  داد ک ه   شهص نیزر

 ی ود  رصاوان   شاصی(.  11) د ودن tetBهت واجد ن  درتد از آ  3/48

ن ژاد و   پ تک  قی  حتضص نسب   ه وحق یدر  صرس tetBو  tetA  هت ن 

 و ی صرس   م ورد   جتمعه در اخالاف لیدل  ه وواند یم(، 11همکترا  )

 . تشد م کور  هت ن  کس  و اناقتل

درت  د  111و همک  ترا  نش  ت  داد ک  ه   Shuپ  ژوه   جینا  ت

  ا و روده یونفس    هت گصراه شده از نمونه هیپنومون لایکلبس  هت زولهیا

 میدیس فاتز  کی  ووی  ی  ه آنا    ن،یچ    هت مترسات یدر     ساص مترا ی 

ه ت   مقتوم  ه کتر تپنم  هت زولهیا ت یرا در م tetAهت ن   مقتوم  ودند. آ 

ه ت حتم ل    مقتوم  ه کتر  تپنم   هت زولهیدرتد ا 2/55کصدند که  یت یرد

  ه ت و همک ترا ، وج ود ن    Yu  در مطتلع ه  .(12) ودند  tetAن  

 لایکلبس     تلینی   هت زولهیدر ا iroNو  rmpA ،rmpA2 ،iutAحدت 

 Multiplexه ت   ت اس افتده از رو      مقتوم در  صا ص کتر  تپنم  هیپنومون

PCR   ش د  ی صرس   زمت  ه طور هم عیسص یصیراه وشخ کی ه عنوا 

و  blaPER ،blaGESت  ه   و همکترا ، حض ور ن   ینیالد وتج. (13)

blaVEB ت اس  افتده از  را یس  ون  گلایش      تلینی  ه  ت زول  هیدر ا   

 کصدن  د ی صرس   Multiplex PCR رو و  یاخاصتت    مصه  تیپصا

  تلینی  زولهیا 65و همکترا  در رصانسه،  Compain قی(. در وحق14)

و   ت ه دف ق صار داد      Multiplex PCR  ه رو    هیپنومون لایکلبس

  ه ت پیس صوو     صا  wzi یو ن  اخاصتت   صو ن،ی  وهف  رتکاور 

  سنج   صا نیکه ا تراندیدر هتآ . دیگصد ی صرس K2و  K1 یکرسول

 کی  اس  . وکن  دی  در حتل ظهور مف می دخ تری س  هتهینظترت  ص سو
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Multiplex PCR ن   ی، قت ل وکصار و حستسعیسص صیامکت  وشخ

در  ووان  دیکن  د و م   یزم  ت  کما  ص ر  صاهم م   دررا  صو ن،ی  و  ه  ت

 لایاز کلبس   ینتش   یوه تجم   ه ت عفون    کیولونیدمی  اپ  هت ی صرس

و همک ترا    Compainپ ژوه    جی(. نا ت 15)  تشدارزشمند  هیپنومون

 داش .   یحتضص همخوان  مطتلعه  هتتراهی(  ت 15)

 و  وا یم   حتض  ص، قی  وحق در Multiplex PCR یطصاح      ت

 و ص  عیس ص  را نیکلیواصاس ت    ه  مق توم   هی  پنومون لایکلبس    ه ت  زولهیا

 ه ت،  ن ه یهز ک ته     ص  ع لاوه  رو ، نیا از اسافتده  ت. نمود ییشنتست

 مصاو      ه  را عفون    ن تقلا   و مترا ی  کماص، وق  تصف  ت ووا  یم

   ه  ووج ه    ت . ک صد  ییشنتس ت  جتمع ه  در یس نا  رو    ه  نسب   هاص

 در کتذب یمنف  نمونه وجود عدم و مبب   هتزولهیا یومتم ییشنتست

  ه ت زول ه یا ییشنتس ت     صا  رو   یحستس   حتض ص،  پژوه  جینات

امت  د،یدرتد گزار  گصد 111 ن،یکلیمقتوم  ه واصاست هیپنومون لایکلبس

 یوم  تماز  DNAو زم  ت ، اس  اخصاج   ن  هیهز  یمح  دود لی     ه دل

  یاخاصتت   و نگصر    ت ورت  نیکلیواصاس ت   ه حستس  هت   تکاص

 اس اخصاج   ه ت، ن ه یهز کته    صا شودیم شنهتدیپ. نشد نییوع کیوکن

DNA گصدد.  نییوع زین  ی ت رو  جوشتند  انجتم و اخاصتت 

 یریگجهینت

 عفون    عیشت عوامل از یکی ه،یپنومون لایکلبس ییشنتست  ه  تدیز مطتلعتت

 هی   ص پت یحتضص روش قیامت در وحق اند،پصداخاه  ادرار  هتعفون  ژهیو  ه

PCR  نیکلیواصاس ت    ه  مقتوم    و    تکاص  زم ت  ه م  یی ه منظور شنتس ت 

  ن ه یهز  ت و( درتد 111  ی)حستس اعامتد قت ل ع،یسص که دیگصد شنهتدیپ

  ه ک تر      تلینی   هتنمونه نیروو ییشنتست   صا وواندیم و  تشدیم منتس 

 گصراه شود.  
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Abstract 

Background: Klebsiella pneumoniae (K. pneumonia) is an opportunistic pathogen and one of the most common 

causes of nosocomial infections, some of which are now resistant to antibiotics and make infection difficult to 

treat. The main purpose of this study was to use multiplex polymerase chain reaction (PCR) to detect 

tetracycline-resistance genes in clinical isolates of K. pneumonia. 

Methods: After collecting clinical samples from hospitals in Mashhad City, Iran, in 2021, K. pneumoniae was 

isolated and identified by biochemical and molecular methods (Kp16S rRNA specific primer). Antibiotic-

resistance pattern was determined for 30 isolates by disk diffusion method. After designing primer and its blast, 

detection of tet genes was optimized by PCR. Finally, multiplex PCR was set up using three pairs of primers and 

positive control. 

Findings: The highest and lowest antibiotic resistance of the isolates was for ampicillin (90%) and ceftriaxone 

(26.66%), respectively, and 53.33% of Klebsiella isolates were phenotypically resistant to tetracycline. Multiplex 

PCR was set up by annealing temperature of 55°C. Simultaneously with detection of Kp16S rRNA gene, tetA 

and tetB genes were detected in 87.5% and 68.75% of tetracycline-resistant Klebsiella isolates, respectively. 

56.25% of the isolates carried both tetA and tetB genes, simultaneously, and 12.5% of the isolates transferred 

one of the tetA or tetB genes. 

Conclusion: The results show that the multiplex PCR technique designed in this study is a fast, accurate, and 

sensitive method for identifying antibiotic-resistant K. pneumoniae that can be used for clinical samples or in 

epidemiological studies. 
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