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Abstract
Introduction: A Klebsiella pneumoniae bacterium, which is the most important species of the Klebsiella 

genus, mainly causes hospital infections. Moreover, it has a high resistance to most of the available 
antibiotics, which has caused concern among doctors all over the world. Therefore, the amount of antibiotic 
resistance and the effect of these antibiotics on Klebsiella pneumoniae isolates producing carbapenemase 
and ESBL enzymes with multi-drug resistance are investigated in this research.

Methods and Materials: Different strains of Klebsiella pneumoniae bacteria were identified and isolated 
from different clinical samples during 4 months (September 1400 to late December 1400) from hospitals and 
laboratories in Tehran. After determining the identity using biochemical tests, the isolates were investigated 
and re-identified by molecular method. Antibiotic resistance was determined by disk diffusion method. Then, 
the production of ESBL and carbapenemase were performed using the respective discs and checking the 
diameter of the inhibition zone. The ELISA test was repeated three times in order to investigate the creation 
of biofilm in strains with multiple resistances. Molecular testing was used again to identify fosA3, mcr1 and 
mcr2 genes. At the end, the results were evaluated using the software.

Results: Out of 127 samples, 112 (88٪) isolates were of Klebsiella genus, and 80 (63٪) samples of 
Klebsiella pneumoniae were isolated using molecular tests.61 (76٪) samples had multidrug resistance. The 
lowest resistance was reported to amikacin (AN), gentamicin (GM) and meropenem (MEN) with 0, 1 and 3 
resistant samples, respectively. Furthermore, the highest resistance to ampicillin (AM), piperacillin (PIP) and 
chloramphenicol (CL) were reported with 79, 66 and 67 resistant samples, respectively. By examining the 
diameter of the inhibition zone, among 80 Klebsiella pneumoniae strains, 51 (63.75٪) were beta-lactamase-
producing isolates and 29 (36.25٪) were carbapenemase-producing isolates.Out of 61 (76٪) samples with 
multiple resistance, 56 samples formed biofilm.The results of molecular tests for ESBL genes showed only 
the expression of mcr2 and the amplification of carbapenemase genes was only expressed for mcr2 and 
fosA3.

Discussion and Conclusion: The frequency of Klebsiella pneumoniae isolates that produce biofilm, ESBL 
and carbapenemase with the expression of mcr-2 and fosA genes are increasing in hospitals.
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چکیده

مقدمه: باکتری کلبسیلا پنومونیه مهم‏ترین گونه جنس کلبسیلا است و اغلب عفونت‏های بیمارستانی را ایجاد می‏کند و دارای مقاومت 
بسیار زیاد به اکثر داروهای موجود می‏باشد که همین امر موجب ایجاد نگرانی در سراسر دنیا گردیده است. از این رو در این تحقیق 
به بررســی میزان مقاومت آنتی بیوتیکی و اثر این آنتی بیوتیک‏ها بر ایزوله‏های کلبســیلا پنومونیه تولید کننده آنزیم‏های کارباپنماز و 

ESBL با مقاومت چند دارویی پرداخته می‏شود.

مواد و روش ها: ســويه‏های مختلف باکتری کلبســیلا پنومونیه از نمونه‏های مختلف باليني طي 4 ماه )شهریور ماه 1400 تا اواخر آذر 
ماه 1400( از بیمارســتان‏ها و آزمایشــگاه‏های نقاط مختلف شهر تهران شناسايي و جداسازی گردید و بعد از تعیین هویت با استفاده 
از تســت‏های بیوشیمیایی، جدایه‏ها با روش مولکولی مورد بررســی قرار گرفته و دوباره تعیین هویت شدند. مقاومت آنتي بيوتيکی 
به روش ديسك ديفيـــوژن انجـــام گردید. سپس تولید ESBL و کارباپنماز با استفاده از دیسک‏های مربوطه و بررسی قطر هاله عدم 
رشد انجام گردید . جهت بررسی تشکیل بیوفیلم در سویه‏هایی با مقاومت چند گانه، سه بار تست الیزا تکرار گردید. جهت شناسایی 
ژن‏های fosA3 و mcr1 و mcr2 دوباره از تست مولکولی استفاده شد. در پایان نتایج با استفاده از نرم افزار مورد ارزیابی قرار گرفت.
یافته‏ها: از ميان 127 ســویه کلبســیلا، 112 )88 درصد( سويه از باکتری‏ها جنس کلبسیلا بودند و از این میزان با استفاده از تست‏های 
مولکولــی 80 ) 63 درصد( نمونه کلبســیلا پنومونیه جداســازی گردید. 61 ) 76 درصد( نمونــه دارای مقاومت چند دارویی بودند. 
کمترین مقاومت به ترتیب نسبت به آنتی بیوتیک‏های آمیکاسین )AN(، جنتامایسین)GM( و مروپنم )MEN( با 0، 1 و 3 نمونه مقاوم 
گزارش شــد. همچنین، بیشترین مقاومت به ترتیب نســبت به آمپی سیلین)AM(، پیپراسیلین )PIP( و کلرامفنیکل( )CL با 79، 66 و 
67 نمونه مقاوم گزارش شــدند. از طریق بررسی قطر هاله عدم رشــد از میان 80 سویه کلبسیلا پنومونیه، 51 )75٪،63( ایزوله تولید 
کننده بتالاکتاماز و 29 )25٪،36( ایزوله تولیدکننده کارباپنماز بودند. از 61 )76٪( نمونه کلبسیلا دارای مقاومت چند گانه ، 56 نمونه 
تشــکیل بیوفیلم داده بودند. نتایج تست‏های مولکولی جهت ژن‏های ESBL فقط بیان mcr2 وجود داشت و تکثیر ژن‏های کارباپنماز 

فقط برای mcr2 و fosA3 بیان شده بود . 
بحث و نتیجه گیری: فراوانی ایزوله‏های کلبســیلا پنومونیه که تولید کننده بیوفیلم، ESBL و کارباپنماز هستند با بیان ژن های mcr2 و 

fosA در بیمارستان ها در حال افزایش می باشند. 
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مقدمه

کلبس��یلا‏ پنومونیه، شایع‏ترین ‏پاتوژن انس��انی باسیل گرم منفی، 
غیرمتحــرک، دارای کپســول پلی‏ســاکاریدی و عضــو خانواده 

بررسی میزان مقاومت ایزوله‏های بالینی کلبسیلا پنومونیه تولید کننده آنزیم‏های کارباپنماز و ...

انتروباکتریاسیه می‏باشد، به عنوان عوامل بیماری زا فرصت‏طلب، 
گونه‏های کلبســیلا در درجه اول افــراد دارای نقص ایمنی که در 
بیمارستان بستری هســتند و از بیماری‏های زمینه‏ای مانند: دیابت 

محمد حسین تراب نژاد و همکاران
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ملیتوس 1یا انسداد مزمن ریوی رنج می‏برند، آلوده می‏سازند )4(.
مســئله مقاومت آنتی‏بیوتیکی در بین باکتری‏های پاتوژن به یک 
معضل ب��زرگ در امر درمان تبدیل ش��ده ک��ه در طول 5 دهه 
گذشــته افزایش مقاومت در کلبســیلا پنومونیه بسیار زیاد بوده 
است. ابتدا مقاومت به آنتی بیوتیک‏های خاصی مثل آمپی سیلین، 
تری متوپریم و تتراســیکلین گزارش شــده؛ اما در حال حاضر 
دامنه مقاومت خیلی گســترده گردیده است وسویه‏های مقاوم به 
آنتی‏بیوتیک‏های مطرح که در ادامه متن به آن‏ها اشــاره می‏شود 

افزایش یافته است )2(.
آمینوگلیکوزیدهــا،  از:  عبارتنــد  بیوتیک‏هــا  آنتــی  ایــن 
فلوئوروکوئینولون‏هــا، تــری متوپریــم- سولفومتاکســازول و 
سفالوسپورین‏ها که دلیل آن تولید آنزیم β لاکتامازهای هیدرولیز 

کننده )ESBL2( می‏باشد )7(.
مقاومت آن‏هــا به آنتی بیوتیک‏های بتا لاکتــام قبل از این‏که پنی 
ســیلین به طور گســترده‏ای برای درمان عفونت‏ها استفاده شود، 
ظهور وسیع داشته که این مقاومت در برابر بعضی از بتا لاکتام ها 
ذاتی اســت. متاسفانه مقاومت به کولیستین و فسفومایسین نیز در 
این جنس دیده می‏‏‏شــود و روز به روز در حال افزایش است که 
باعث نگرانی بسیاری از پزشکان در سطح جهان گردیده است)2(.
در نتیجه هدف از انجام این مطالعه ، تعیین خصوصیات و بررسی 
میزان مقاومت آنتی بیوتیکی و توانایی بیوفیلم زایی در کلبســیلا 
پنومونیه به عنوان یک عامل بیماری زای فرصت طلب و عفونت 

زای بیمارستانی است )22،11(.

مواد و روش‏ها 

1- جمع‏آوری نمونه

مطالعه حاضر از نوع مقطعي - توصيفي و تحلیلی اســت که در 
ســال 1400 انجام گرفت. جامعه آماری در این مطالعه شامل 80 
نمونه کلینیکی سویه کلبسیلا پتومونیه گرفته شده از بیمارستان‏ها 

و آزمایشگاه‏های شهر تهران بود.

 تعیین هویت با تست‏های بیوشیمیایی

سویه‏های باکتریایی مورد بررسی از خلط، ادرار و سیستم تنفسی 
فوقانــی بیماران مراجعه کننده و بســتری در بخش‏های مختلف 
1- Diabetes mellitus
2- Extended-spectrum beta-lactamases

جداســازی شد. به‏طوری‏که به‏وسیله ســواپ‏های استریل نمونه 
برداری شده و سپس سواب آغشته به باکتری در لوله‏ای استریل 

نگهداری می‏شود.
جهت تعییــن هویت ابتدا ســویه‏های کلبســیلا پنومونیه روی 
محیط‏هــای agar MacConkey و EMB کشــت داده شــده و 
سپس بررســی فنوتیپی به‏وسیله تســت‏های بیوشیمیایی شامل: 
Lactose ,SIM ،MR-VP ،Citrate،TSI و Urea صورت گرفت.

)PCR3(2- تعیین هویت با تست مولکولی

جهــت تاییــد ژنوتیپی ایزوله‏ها، ژن مشــخصه گونه کلبســیلا 
پنومونیه، )جدول 1( B rpo، به‏وســیله )PCR( ردیابی شــد. از 
 DNA به عنوان کنترل مثبت و از ATCC4 1388 کلبسلا پنومونیه
اشرشــیا کلی ATCC35218 به عنوان کنترل منفی استفاده شد. 

واکنش PCR در حجم ۲۵ میکرولیتر انجام شد. 

3- آنتی بیوگرام

 بــه منظور تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی آزمایش آنتی بیوگرام به 
روش دیسک دیفیوژن بر روی محیط کشت مولر هینتون اگار به 

منظور آزمایش حساسیت ضد میکروبی استفاده شد .

13 آنتی بیوتیک شامل :

آمیکاسین AN( 30 µg( و سیپروفلوکساسین 5 µg )CP(، سفپیم 
 µg آزترونــام ،)FOX( 30 µg سفوکســیتین ،)CPM( 30 µg

 30 µg تتراســیکلین ،)GM( 10 µg جنتامایســین ،)ATM( 30
 30 µg کوآموکسی‏کلاو ،)SXT( 25 µg کوتریموکسازول ،)TE(
 ،)CTX( 30 µg سفوتاکسیم ،)CAZ( 30 µg سفتازیدیم ،)AX(
ایمی‏پنم IPM( 10 µg(، پیپراســیلین-تازوباکتام )10/100( برای 

آنتی بیوگرام استفاده گردید.
پلیت‏ها را در دمای ۳۷ درجه ســانتی‏گراد انکوبه کرده و بعد از 
۱۸ تا ۲۴ ساعت زیر نور چراغ بررسی نموده تا قطر هاله‏ی عدم 
رشــد را به‏توان با خط‏کش اندازه‏گیری نمود. طبق دستورالعمل 
CLSI5، قطر هاله‏های عدم رشد حاصل از انتی‏بیوگرام اندازه‏گیري 

می‏شــود وسویه‏ها درسه گروه حساس، نیمه حساس و مقاوم بر 

3- polymerase chain reaction
4- American Type Culture Collection
5- The Clinical and Laboratory Standards Institute
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اساس نحوه واکنش در مقابل هر دارو طبقه بندي می‏گردید.

)ESBLs( تعیین سویه‏های دارای بتالاکتاماز

جهت تعیین ســویه‏های دارای بتالاکتاماز بر روی محیط کشت 
 CAZ 30 µg مولــر هینتــون اگار از دیســک‏های ســفتازیدیم
 30 µg 10 و دیســک‏های سفوتاکسیم µg کلاولانیک اســید+
CTX +کلاولانیک اسید µg 10 و جهت بررسی صحت آزمایش 

از دیســک‏های سفتازیدیم و سفوتاکسیم به عنوان شاهد استفاده 
شد . انکوباسیون به مدت 24 ســاعت در37 درجه سانتی‏گراد، 
از طریق بررســی قطر هاله عدم رشــد به اندازه ≤ mm 5 نسبت 
به ســفتازیدیم و سفوتاکسیم و ترکیب آن‏ها با کلاولانیک اسید ، 

نشان‏دهنده تولید ESBL است .

4- تعیین حضورآنزیم کارباپنماز

برای تعییــن حضورآنزیم کارباپنمــاز )carbapenem( بر روی 
 MER 10 µg محیط کشــت مولر هینتون اگار از دیسک‏ مروپنم
+ فنیل برونیک اســید µl 10 و جهت بررســی صحت آزمایش 
از دیســک مروپنم MER 10 µg به تنهایی اســتفاده می‏شــود . 
انکوباسیون به مدت 24 ساعت در37 درجه سانتی‏گراد و بررسی 
تولید ESBL وکارباپنماز از طریق افزایش قطر هاله عدم رشد به 

اندازه ≤ mm 5 در دو حالت مذکور می‏باشد.

5- بررسی تشکیل بیوفیلم در سویه‏های با مقاومت چندگانه 

باکتری در محیط )Tryptic Soy Broth (TSB 24 ساعت انکوبه 
cfu/ شــده و 200 میکرولیتــر با کدورت برابر نیم مــک فارلند

ml( 108 × 1/5) بــه چاهک‏های microtiter plate assay اضافه 

می‏شــود و در دمای 37 درجه به مدت 18ساعت قرار می‏گیرد. 
سپس چاهک‏ها با )Phosphate-buffered saline (PBS شستشو 
شــد و رنگ کریستال ویوله اضافه می‏شود. شستشوی این رنگ 
با اتانل 95 درصد انجام می‏شــود. در انتها میزان تشکیل بیوفیلم 
با اســتفاده از دســتگاه الیزا ریدر با 490OD انجام می‏گیرد. این 

آزمایش برای هر سویه سه بار تکرار گردید. 
 پس از تجزیه و تحلیل نمونه ها توســط دســتگاه طبق جدول 

)3-1( محاسبه می‏شود.

 )PCR(اPolymerase chain reaction 6- تست مولکولی

mcr-2 و mcr-1 و fosA 3 جهت شناسایی ژن‏های

Boiling استخراج ژن به روش

استخراج DNA با روش جوشاندن )Boiling( بدین ترتیب انجام 
خواهد شــد که ابتدا یک لوپ پر از باکتری ایزوله شده را داخل 
میکروتیوپ حاوی محیط TSB برده و یک شــب در انکوباتور 
شــیکردار و دمای 37 درجه ســانتی‏گراد انکوبه می‏کنیم. سپس 
میکروتیوپ را سانتریفیوژ نموده و رسوب آن را به میکروتیوپ 
حاوی آب مقطر استریل برده، میکروتیوپ حاوی باکتری و آب 
مقطر را در داخل حمام آب گرم به مدت 10 دقیقه می‏جوشانیم 
و پس از سانتریفیوژ به مدت 5 دقیقه با rpm 12000 مایع رویی 
داخل میکروتیوپ )که در حقیقت DNA باکتری ما می‏باشد( در 
داخل میکروتیوپ استریل دیگر ریخته و سپس DNA مورد نظر 
را در فریــزر نگهداری می‏نماییم تا جهت انجام PCR در مراحل 

بعدی بتوانیم از آن استفاده نماییم)25،24(.

جدول 1- پرایمرهای اختصاصی کلبسیلا پنومونیه )21(
Primer name Sequence Target gene Product size (bp)

K.penomoniae
(F) : CAACGGTGTGGTTACTGACG

rpo B 108(R) : TCTACGAAGTGGCCGTTTTC

جدول 2 - طبقه بندی توانایی تشکیل بیوفیلم به وسیله روش میکروتیتر پلیت)8(

میانگین حداکثر جذب نوری )OD(محاسبه میزان Cut-offتوانایی تشکیل بیوفیلم

OD>ODc 4*OD<0/33296قوی
OD0/16648 >OD≥0/33296< ا ODc* 2≤ 4 ا *ODcمتوسط
ODc≥ODc<OD 0/083324 >OD≥0/16648 *2ضعیف

ODOD≥0/08324≤ 0/08324عدم تشکیل
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 :mcr-2 و mcr-1 و fosA3 شناسایی نمونه‏های حاوی ژن

PCR با پرایمرهای اختصاصی انجام خواهد شد که در جدول 3 

به آن ها اشاره شده است )15،10(.

)در صورت  نمونه  حجم  و  نمونه‏گيري  روش  آماري،  جامعه   -7

وجود و امکان(:

جهت بــرآورد حجم نمونه از فرمول برآورد نســبت اســتفاده 
می‏شــود. تعیین حجم نمونه، با توجه به میزان شیوع نمونه‏های 
کلبسیلا پنومونی هاست، با استفاده از فرمول تعیین حجم نمونه 
که در زیر آمده اســت، در این فرمول P میزان شــیوع، Z فاصله 
اطمینان )95/.( و d مقدار خطای )در اینجا 5٪( قابل قبول است. 

8- روش‏ها و ابزار تجزيه و تحليل داده‏ها:

نتایج به صورت میانگین و انحراف معیار بررســی می‏شــود وبا 
استفاده از تست‏های ANOVA و T-test و با استفاده از نرم افزار 

SPSS نسخه 21 از نظر آماری مورد ارزیابی قرار می‏گیرد.

یافته‏ها

1- جمع‏آوری نمونه

بــا توجه به جامعه آمــاری در این مطالعه که شــامل 80 نمونه 
کلینیکی سویه کلبسیلا پتومونیه بود، تعداد 127 نمونه جداسازی 
گردید که بعد از تست‏های تعیین هویت بیوشیمیایی تعداد 112 
نمونه از خانواده کلبسیلا بود که بعد از انجام تست‏های مولکولی 

80 سویه مثبت کلبسیلا پنومونیه جداسازی گردید.

تعیین هویت با تست‏های بیوشیمیایی

 ســویه‏های باکتریایی مورد بررســی از خلط، ادرار و سیستم 
تنفســی فوقانی بیماران مراجعه کننده و بستری در بخش‏های 
مختلف جداسازی می‏شــود. به‏طوری‏که به‏وسیله سواپ‏های 
استریل نمونه برداری شده و سپس سواب آغشته به باکتری در 

لوله‏ای استریل نگهداری می‏شود. 
سپس جهت تعیین هویت ابتدا سویه‏های کلبسیلا پنومونیه روی 
محیط‏های agar MacConkey و EMB کشت داده شده و سپس 
 ،TSI :بررســی فنوتیپی به‏وسیله تست‏های بیوشــیمیایی شامل

Lactose ,SIM ،MR-VP ،Citrate و Urea صورت می‏گردد. 

بیماران از نظر سن و جنس در جدول 4 نشان داده شده اند. تعداد 
بیماران مــرد 53 نفر )66/25٪( و بیماران زن 27 نفر )٪33/75( 
می‏باشد. همچنین به ترتیب طیف‏های سنی 31 تا 40 سال )٪26( 
و 21 تا 30 سال )21٪( بیشــترین تعداد بیماران دچار پنومونی 
ناشی از کلبسیلا پنومونیه و به ترتیب 1 تا 10 سال )0٪( و 51 تا 

جدول3. توالی پرایم‏های مورد استفاده برای تعیین ژن‏های مقاومت به کولیستین و فسفومایسین )10،15،16(
Primer name Sequence )Product size (bp

fosA3
F: CCTGGCATTTTATCAGCAGT

R: CGGTTATCTTTCCATACCTCAG 271

Mcr-1
F: CGGTCAGTCCGTTTGTTC

R: TGCTTAATCAGTGAGGCACC 400

Mcr-2
F: TGGTACAGCCCCTTTATT

R: GCTTGAGATTGGGTTATGA 297

جدول 4- فراوانی سن و جنس بیماران در این مطالعه

تعداد )درصد( فاکتور میزبانی

)66/ 25.٪( 53 مرد
جنس

 ) 33/75 ٪( 27 زن
0 1 سال تا 10 سال

طیف سنی

)10٪( 8 11 تا 20 سال
)21/25٪( 17 21 تا 30 سال

)0 /026/25( 21 31 تا 40 سال
)16/125٪( 13 41 تا 50 سال
 )7/ 50٪( 6 51 تا 60 سال

)10٪( 8 61 تا 70 سال
 ) 8/75 ٪( 7 >70 سال

80 جمع کل
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60 سال )7٪( کمترین مبتلایان را داشتند.

نتایج تست‏های مولکولی

یافته ها نشان داد که از میان 127 نمونه، 80 نمونه )63 درصد( 
از نظر بیان ژن rpo B مثبت بودند که تایید سویه‏های باکتریایی 

به عنوان کلبسیلا پنومونیه بود.
 

rpo B شکل 1- تصویر ژل الکتروفورز

2- نتایج مربوط به حساسیت آنتی بیوگرام دیسک دیفیوژن

تســت حساســیت آنتی بیوتیکی بــا آنتی بیوتیک‏هــای آمپی 
 ،)CAZ( سفتازیدیم ،)SXT( سولفامتاکســازول ،)AM( سیلین
 ،)FOS( فسفومایسین ،)GM( جنتامایسین ،)CTX(سفوتاکســیم
آمیکاسین )AN(، مروپنم )MEN(، کلرامفنیکل )CL(، پیپراسیلین 
)PIP(، کاربنی ســیلین )CB(، سیپروفلوکساســین )CP( انجام 

گردید که نتایج نشــان داد که تعــداد 61 نمونه ) 76 درصد( از 
نمونه‏ها دارای مقاومت چند دارویی بودند. 

کمترین مقاومت به ترتیب نســبت به آنتی‏بیوتیک‏های آمیکاسین 
)AN(، جنتامایســین )GM( و مروپنم )MEN( با 1/0 و 3 نمونه 

مقاوم گزارش شــد. همچنین، بیشترین مقاومت به ترتیب نسبت 
به آمپی ســیلین )AM(، پیپراسیلین )PIP( و کلرامفنیکل )CL( با 

66/79 و 67 نمونه مقاوم گزارش شدند.

)ESBLs( 3- نتایج تعیین سویه‏های دارای بتالاکتاماز

جهت تعیین ســویه‏های دارای بتالاکتاماز بر روی محیط کشت 
 + CAZ 30 µg مولــر هینتون اگار از دیســک‏های ســفتازیدیم
 CTX 30 µg 10 و دیسک‏های سفوتاکسیم µg کلاولانیک اسید
+ کلاولانیک اسید µg 10 پس از انکوباسیون به مدت 24 ساعت 
در37 درجه ســانتی‏گراد، از طریق بررســی قطر هاله عدم رشد 
از میان 80 ســویه کلبســیلا پنومونیه، 51 )63/75 0/0( ایزوله 

بتالاکتاماز مثبت شدند.

ESBL شکل2- تست بتالاکتامازهای

4- آزمایش فنوتیپی تعیین آنزیم‏های کارباپنماز

برای تعیین حضور آنزیم کارباپنماز بر روی محیط کشــت مولر 
هینتون اگار از دیســک‏ مروپنــم MER 10 µg + فنیل برونیک 
اســید µl 10 پس از انکوباسیون به مدت 24 ساعت در37 درجه 

CLS جدول 5- درصد حساسیت ایزوله ها بر اساس تفسیر

آنتی بیوتیک

درصد حساسیت ایزوله ها بر اساس تفسیر 
CLSI

مقاومنیمه حساسحساس

)CP( 42335سیپروفلوکساسین
)GM(7631جنتامایسین

)FOS( 382813فسفومایسین
)CAZ( 411128سفتازیدیم
CL( )01367کلرامفنیکل
)PIP( 31166پیپراسیلین

)CB( 52721کاربنی سیلین
)SXT(7154سولفامتاکسازول

)CTX(361430سفوتاکسیم
)AM(1079آمپی سیلین

) MEN( 47303مروپنم
)AN( 7190آمیکاسین



و همکاران نژاد تراب محمد حسینآنزیم‏های کارباپنماز و .. هد کنندیومت ایزوله‏های بالینی کلبسیلا پنومونیه تولامیزان مق بررسی
7

ســانتی‏گراد و بررسی تولید کارباپنماز از طریق افزایش قطر هاله 
عدم رشــد از میان 80 سویه کلبسیلا پنومونیه، 29 )36/25 0/0( 

ایزوله کارباپنماز مثبت شدند.

شکل 3- تست آنزیم‏های کارباپنماز

5- آزمایش فنوتیپی تشکیل بیوفیلم

 microtiter plate و اضافه شدن به TSB بعد از کشت در محیط
assay اضافه می‏شــود و بعد از شستوشــو بــا بافر PBS رنگ 

کریستال ویوله اضافه گردید که شستشوی این رنگ با اتانل 95 
٪ انجام شد. میزان تشــکیل بیوفیلم از 61 نمونه کلبسیلا دارای 
 ، 490OD مقاومت چند گانه با اســتفاده از دستگاه الیزا ریدر با

56 نمونه بود که به شرح زیر می‏باشد. 

شکل 4- تست بیوفیلم

جدول 6- تعداد نمونه‏های تشکیل دهنده بیوفیلم

عدم تشکیلضعیفمتوسطقویتعداد نمونه
5648620

جدول 7- تشکیل بیوفیلم 56 ایزوله بالینی

شماره 
سویه

مقدار 
عددی 
بدست 
آمده از 
دستگاه 

الیزا
)OD(

میزان توانایی 
تشکیل بیوفیلم

شماره 
سویه

مقدار 
عددی 
بدست 
آمده از 
دستگاه 

الیزا
)OD(

میزان توانایی 
تشکیل بیوفیلم

10/378Strong290/435Strong

20/693Strong300/ 783Strong

30/302Intermediate310/187Intermediate

40/948Strong320/698Strong

50/635Strong330/ 498Strong

60/738Strong34 0/576Strong

70/534Strong35 0/634Strong

80/932Strong36 0/523Strong

90/897Strong37 0/299Intermediate

100/725Strong380/967Strong

110/642Strong390/953Strong

120/921Strong400/973Strong

130/145Weak410/982Strong

140/267Intermediate420/723Strong

150/563Strong430/652Strong

160/592Strong440/562Strong

170/673Strong450/476Strong

180/473Strong460/487Strong

190/352Strong470/543Strong

200/734Strong480/ 137Weak

210/573 Strong490/856Strong

220/198Intermediate500/762Strong

230/872Strong510/615Strong

240/453Strong520/956Strong

250/587 Strong530/846Strong

260/746Strong540/835Strong

270/564Strong550/872Strong

280/873Strong560/320Intermediate

نتایج تست PCR برای تعیین ژن‏های ESBL و کارباپنماز

نتایج PCR تکثیر ژن‏های ESBL به شرح زیر می‏باشد:
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ESBL مثبت برای ژن PCR جدول 8- تعداد نمونه‏های
Primer name Number of isolate

FosA3 0
Mcr-1 0
Mcr-2 8

 

)715 bp(ا mcr-2 شکل 5- الکتروفورز ژن

نتایج PCR تکثیر ژن‏های کارباپنماز به شرح زیر می‏باشد:

جدول 9- تعداد نمونه‏های PCR مثبت برای ژن کارباپنماز

Primer name Number of isolate

FosA3 9
Mcr-1 0
Mcr-2 4

)350 bp( FosA3 شکل 6- الکتروفورز ژن

بحث و نتیجه گیری 
در سال‏های اخیر به دلیل افزایش تعداد عفونت‏های شدید، مقاومت 
آنتی بیوتیکی و دشــواری رو به رشد در ایجاد درمان‏های مؤثر، 
کلبســیلا پنومونیه توجه جهانی را به عنوان یک میکروارگانیسم 
عفونی به خود جلب کرده است. کلبسیلا پنومونیه اکنون دومین 

عامل شایع در باکتری‏های گرم منفی و یک عامل اصلی بیماری 
در عفونت بیمارســتانی به ویژه در بیماران دارای اختلال سیستم 
ایمنی است. باکتری کلبسیلا پنومونیه دارای نرخ مرگ و میر بالا، 

به ویژه هنگامی که نوع آن هایپر ویرولانس است، می‏باشد. 
بطور کلی امروزه بتالاکتامازهای با طیف گســترده )ESBLs( و 
 E. coli :از جمله )CRE( انتروباکتریاســه‏های مقاوم به کرباپنم
و Klebsiella pneumoniae، یک مشکل درمانی جدی با میزان 
مرگ و میر بالا در بیمارســتان‏ها می‏باشند. در این موارد، درمان 
ها به طور کلی به وسیله تتراسایکلین یا کولیستین انجام می‏شود. 
اگرچه فسفوماســین آنتــی بیوتیک با مصــرف طولانی مدت، 
همچنین دارای پتانسیل درمانی در برابر این گونه‏های باکتریایی 
را دارد. فسفوماســین بــه صورت خوراکی بــرای عفونت‏های 
دستگاه ادراری ساده ایجاد شده توسط انتروباکتریاسه‏های تولید 
کننــده ESBL یا CRE بصــورت خوراکی و تزریقی اســتفاده 

می‏شود )14(. 
در ایــن مطالعه ما بــه عوامل موثر در مقاومت بــه کارباپنماز و 
ESBL به‏خصوص کولستین و فسفومایسین پرداختیم. مقاومت 

به کولیســتین در باکتری‏های گرم منفی به کاهش میل اتصال به 
غشای خارجی LPS نســبت داده می‏شود. سیستم‏های دو جزء 
)TCS( شــامل PhoPQ و PmrAB به عنوان سیستم نظارتی، بار 
 LPS را کاهش داده به دنبال اتصال کولســتین را به A منفی لیپید
کاهــش می‏دهند. به تازگی، یک مقاومت قابــل انتقال از طریق 
پلاسمید با عنوان مقاومت متحرک کولیستین )mcr( گزارش شده 
 mcr شناخته می‏شود که رایج‏ترین نوع mcr-1 است که با عنوان
اســت. mcr-1 یک فســفاتیدیل اتانول آمین ترانسفراز است که 
این عامــل را به لیپید A، یکی از اجزای LPS، متصل می‏کند که 
منجر به کاهش میل اتصالی کولیستین به هدف خود می‏گردد. ژن 
 mcr-2 و mcr-1 اســت. مکان‏های ژن mcr نوعی نادر از mcr-2

در پلاسمید مزدوج قرار دارند که ممکن است انتقال بین سویه‏ها 
و گونه‏های باکتریایی را تســریع کند و منجر به بی اثر ســازی 
 mcr-1 رژیم درمانی شوند. گزارش‏های مربوط به نقش ژن‏های
و mcr-2 حاکی از افزایش مقاومت سویه‏های E.coli و کلبسیلا 
پنومونیه هستند. تشــکیل بیوفیلم و تولید بتا-لاکتامازها به طور 
هم افزایی برای انتشــار گسترده سویه‏های مقاوم به چند دارو از 
باســیل‏های گرم منفی کمک می‏کنند. آن‏ها منجر به مزمن بودن، 
پایداری و عــود عفونت‏ها که باعث مرگ و میر بالا می‏شــود، 

می‏گردند )15(.
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در مطالعه حاضر تعداد 127 سویه کلبسیلا جمع آوری گردید که 
112 ) 88 درصد( ایزوله بالینی کلبسیلا پنومونیه بود. 

همان‏طور که در این جدول نشــان داده شــده است ، 53٪ این 
بیماران مــرد و 27٪ آن‏ها زن بودند. بیماران مورد مطالعه دارای 
محدوده ســنی 21 تا 70 سال مبتلا به پنومونیه ناشی از کلبسیلا 
پنومونیه را تشــکیل می‏دادند. بوســیله روش دیســک فیوژن، 
حساســیت آنتی بیوتیکی ایزوله ها مورد بررســی قرار گرفت. 
دیسک‏های مورد استفاده شامل: سفتازیدیم )CAZ(، سفوتاکسیم 
)CTX(، جنتامایســین )GM(، فسفومایسین )FOS(، کلرامفنیکل 
)CL(، کربنســیلین )CB(، آمپیســیلین )A( ، سولفامتاکســازول 

)SXT(، سیپروفلوکساســین )CP(، پیپراسیلین )PIP(، آمیکاسین 

)AN(، مروپنم )MEN ( می‏شدند. نتایج این تست نشان داد 61 

) 76 درصــد( نمونه دارای مقاومت چند دارویی بودند. کمترین 
 ،)AN( مقاومت به ترتیب نســبت به آنتی بیوتیک‏های آمیکاسین
جنتامایســین )GM(و مروپنم )MEN( با 0، 1 و 3 نمونه مقاوم 
گزارش شد. همچنین، بیشترین مقاومت به ترتیب نسبت به آمپی 
ســیلین )AM(، پیپراسیلین )PIP( و کلرامفنیکل( )CL با 79، 66 

و 67 نمونه مقاوم گزارش شدند. 
در مطالعه‏ایی Caspar و همکاران )۲۰۱۷( ۲۰۰ ایزوله باسیلوس 
گرم منفی، نشان دادند کلبسیلا پنومونیه گونه )۸۵ از ۲۰۰( غالب 
از ۱۴ گونه شناســایی شــده بود. به‏طوری‏کــه ۵۶ مورد )٪۶۵( 
مقاومت به كارباپنم، ۱۶ مورد )۱۸٪( مقاوم به سفالوســپورین و 
حساس به كرباپنم بودند. ۱۳ مورد نیز )۱۵٪( به جز آمپی سیلین 

نسبت به همه آنتی بیوتیك ها حساس بودند )17(. 
در ادامــه برای تعیین ایزوله‏های مثبــت از نظر آنزیم ESBL، از 
دیســک‏های آنتی بیوتیکی سفوتاکسیم، سفتازیدیم، سفوتاکسیم 
+ کلاولانیک اسید، ســفتازیدیم + کلاولانیک اسید استفاده شد. 
نتایج این تســت نشان داد که 51 ایزوله دارای افزایش هاله عدم 
رشد نسبت به ســفتازیدیم و سفوتاکسیم در ترکیب هر کدام از 
آن‏ها با کلاولانیک اســید بیشتر از ۵ میلی متر در مقایسه با آن‏ها 
به تنهایی بود و ایــن به معنای مثبت بودن آن ها بود. به عبارتی 
دیگــر 63٪ از ایزوله‏ها، از نظر بیــان آنزیم ESBL مثبت بودند. 
β-لاکتامازهای با طیف گسترده )ESBLs( گروه از β-لاکتامازها 

هســتند که به سرعت در حال تکامل هستند و توانایی هیدرولیز 
سفالوســپورین ها و آزتروئنام‏های نسل سوم را دارند، اما توسط 

اسید کلاوولانیک مهار می‏شوند. 
در مطالعه مشــابه ، Caspar و همــکاران )۲۰۱۷( انجام دادند، 

نوعی از کلبســیلا پنومونیــه تولید کننــده β- لاکتاماز با طیف 
گســترده ایی را گزارش دادند که دارای سطح بالایی از مقاومت 
در برابر کولیســتین بود. این سویه دارای ژن پلاسمیدی mcr-1و 
ژن mgrB غیرفعال بود که با مقاومت به کولیســتین همراه است 

 .)18(
همچنین نتایج بررســی وجود آنزیم کاباپنمازها در ایزوله نشان 
داد که 29 ایزوله یا 36٪ آن‏ها از نظر کاباپنمازها مثبت می‏باشند. 
کاباپنمازها نشان متنوع ترین عضو خانواده β-لاکتامازها با طیف 
وسیع است که نسبت به سایر آنزیم‏های هیدرولیز کننده β-لاکتام 
منحصر به فرد اســت. اگرچــه به عنوان کارباپنمازها شــناخته 
می‏شود، بســیاری از این آنزیم ها تقریباً همه β-لاکتام‏های قابل 
هیدرولیز را تشــخیص می‏دهند و در برابر اکثر مهار کننده‏های 

β-لاکتام تجاری مقاوم هستند.

در مطالعه مشابه، Ahmad khan و همکاران )۲۰۱۶( نشان دادند 
که از میان ۲۶۰ ایزوله کلبســیلا پنومونیه، ۳۱ نفر )۱۲٪( در برابر 
سفالوســپورین ها، ۱۰۰٪ مقاومت نشــان داده اند. از ۳۱ ایزوله 
کلبســیلا پنومونیه، ۱۵ مورد )۴۸٪( برای کارباپنماز مثبت بودند. 
کلیه ایزوله‏های مقاوم در برابر کارباپنم نسبت به کلستین حساس 
بودند. در تضــاد با نتایج مطالعه حاضر، آن ها نشــان دادند که 
ایزوله ها به ترتیب در برابر آمیکاســین )۴۲٪( و جنتامایســین 

)۵۱٪( مقاومت نشان داده اند )19(. 
بر اساس نتایج بدست آمده، نشان داده شد که 61 ایزوله کلبسیلا 
پنومونیه دارای مقاومت چندگانه هستند. آزمایش تشکیل بیوفیلم 
نشان داد که از میان 61 ایزوله ی کلبسیلا پنومونیه دارای مقاومت 
چندگانه، ۴۸ نمونه دارای توانایی قوی تشکیل بیوفیلم هستند و 
6 نمونه دارای توانایی متوســط و ۲ نمونه دارای توانایی ضعیف 
می‏باشــند .این نتایج نشــان می‏دهد که مقاومت چندگانه مانند 
ایزوله‏هــای تولید کننــده کارباپنماز و ESBL بــا افزایش تولید 
بیوفیلــم در ارتباط اســت. به طوری که کاهش میزان تشــکیل 

بیوفیلم می‏تواند با کاهش مقاومت دارویی همراه باشد. 
موافــق با نتایج مطالعــه حاضر، Suzana و همــکاران )۲۰۱۵( 
DJK- ، DJK-5 فعالیــت آنتــی بیوفیلیمی پپتیدهای مصنوعــی
6 و 1018 در برابر ایزوله‏های کلبســیلا پنومونیــه تولید کننده 
کارباپنماز بررســی نمود و نشــان داد که پپتید DJK-6 قادر به 
تقویت، حداقل ۱۶ برابری، توانایی مروپنم در ریشــه کن کردن 
 DJK-6 بیوفیلم‏های از پیش شکل گرفته بود. او استفاده از پپتید
به منظور تقویت فعالیت β-لاکتام هــا، از جمله مروپنم، بیانگر 
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یک استراتژی امیدوارکننده برای درمان عفونت‏های ناشی از جدا 
شده KpC است )20(. 

موافق با نتایج بدست آمده در مطالعه حاضر، Elliott و همکاران 
)۲۰۱۹( در مطالعه خود نشــان دادند که از میان ۹۶ جدايه باليني 
توليد كننده KPC از گونه هاي متعدد جمع آوري شــده در كي 
مركــز درمانی، ۸۸ درصد دارای حساســیت به فسفوماسیســن 
هســتند. fosA در ۸۰٪ ایزوله ها شناسايي شدند و ایزوله هاي 
fosA مثبت با میزان MIC بالاتر همراه بودند. همچنین او نشــان 

داد که مهار fosA با افزایش معنی داری در قطر هاله عدم رشــد 
نســبت به نمونه‏هایی که fosA منفی بودند، همراه اســت. نتایج 
مطالعه او نشــان داد که fosA می‏تواند عامــل تاثیر گذاری در 
مقاومت نسبت به فسفومایسین باشد )۷۳(. در مطالعه ایی مشابه 
Jayol و همکاران )۲۰۱۶( ایزوله بالینی کلبســیلا پنومونیه تولید 

کننده )ESBL(، دارای مقاومت نسبت به کولیستین می‏باشد. این 
ایزوله از یک ژن )blaCTX-M-15 (ESBL برخوردار بود. تغییر 
ژنتیکــی در ژن mgrB کروموزومی منجر به غیرفعال شــدن ژن 
mgrB و در نتیجه مقاومت به کولیســتین شــد. موافق با نتایج 

مطالعه حاضر او نیز وجود ارتباطی بین مقاومت به کولیســتین و 
مقاومت بسیار گسترده‏ای را به سفالوسپورین را نشان داد )۷۴(. 
Quan و همکاران )۲۰۱۷( نیز بطور مشابه در مطالعه خود عنوان 

کردند که از میان ۵۷۱ ایزوله کلبســیلا پنومونیه، تنها از نظر بیان 
 mcr-1 مثبت بودند. بــا ا این وجود مثبت بودن بیان mcr-1 ژن

مثبت با مقاومت در برابر کولیستین همراه بود )23(.
مطالعه حاضر به بررســی میزان ابتلا به کلبسیلا پنومونیه دارای 
ژن‏های مقاومت mcr-1 ،fosA و mcr-2 و توانایی ایجاد بیوفیلم 
در آن ها انجام شــد که همزمان به بررســی سویه‏های کلبسیلا 
پنومونیه دارای آنزیم ESBL و کارباپنماز و بررسی میزان فراوانی 
ژن‏های mcr-2 ،mcr-1 و FosA در آن ایزوله ها و توانایی ایجاد 

بیوفیلم توسط آنها پرداخته شد.
نتایج این مطالعه نشــان داد که از میان جدایه‏های مورد بررسی، 
51 مورد یا 63٪ آن ها دارای بیان ESBL هســتند و همچنین 29 
ایزوله یا 36٪ ایزوله تولید کننده کارباپنماز بودند. این داده نشان 
می‏دهــد که بیش از نیمی از ایزوله ها دارای بیان ESBL و کمتر 
از یک ســوم آن ها دارای بیان کارباپنماز بودند. بنابراین فراوانی 

ژن‏های ESBL بیش از آنزیم‏های کارباپنماز بود. 
مشــخص گردید که از 61 ایزوله ی کلبســیلا پنومونیه دارای 
مقاومت چندگانه، به ترتیــب ۴۸، 6 و ۲ ایزوله دارای توانایی 

قوی، متوسط و ضعیف تولید بیوفیلم هستند. 
نتایج بررسی‏های ژنی نیز نشان داد که این ژن ها دارای فراوانی 
کم در ایزوله‏های مورد بررســی بودند. این داده ها حاکی از آن 
است که در میان ایزوله‏های ESBL، احتمال مقاومت به کولستین 
بیشــتر اســت و همچنین، در میان ایزوله‏های دارای کارباپنماز، 

احتمال مقاومت نسبت به فسفومایسین بیشتر می‏باشد. 
يافتــه هاي ايــن مطالعه نشــان داد كه ایزوله‏هــای تولید کنده 
كارباپنماز و ESBL می‏تواند بــا افزایش مقاومت چند دارویی، 
تولید ESBL و کارباپنماز )مقاومت آنتی بیوتیکی در مقابل طیف 
گسترده بتالاکتام ها( همراه باشد. این داده ها نشان از نیاز فوری 
به کنترل عفونت و کنترل آنتی بیوتیکی برای جلوگیری از شیوع 

بیشتر این میکروارگانیسم ها دارد. 
در مطالعه حاضر وجود بیان ژن‏های mcr-2 ،mcr-1 و fosA در 
ایزوله‏های تولید کننده ESBL و کارباپنماز می‏تواند نگران کننده 
باشــد، زیرا بیان این ژن ها می‏توانــد موجب ایجاد مقاومت در 
مقابل خط‏های درمانی نهایی مانند کولستین و فسفومایسن شود 
و پروسه‏های درمانی را برای ایزوله کلبسیلا پنومونیه تولید کننده 

ESBL و کارباپنماز دشوارتر سازد.

در نهایــت این مطالعه نشــان می‏دهد که فراوانــی ایزوله‏های 
کلبســیلا پنومونیه تولید کننــده ESBL و کارباپنماز، ایزوله‏های 
کلبسیلا پنومونیه تولید کننده ESBL و کارباپنماز با بیان ژن‏های 
mcr-2 ،mcr-1 و fosA و ایزوله‏هــای کلبســیلا پنومونیه تولید 

کننده ESBL و کارباپنماز دارای توانایی تشکیل بیوفیلم در حال 
افزایش می‏باشــند. با توجه به شیوع سویه‏های کلبسیلا پنومونیه 
به عنوان پاتوژن فرصت طلب و خطرناک بیمارستانی بسیار حائز 

اهمیت می‏باشد.
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