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 پنومونیه کلبسیلادر  SHV و TEM یها ژن بیان بر آهن نانوذرات اثر ارزیابی

 Real Time PCR از تکنیک استفاده با بالینی های نمونه از جداشده

 2، بابک خیرخواه1نجمه طهماسبی ابدر

 ایران واحد سیرجان، کرمان، ،گروه میکروبیولوژی ، دانشگاه آزاد اسلامی. 1

 ایرانکرمان،  ،دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرمان یکروب شناسی،استادیار، گروه م. 2

 (23/28/9317 :؛ تاریخ پذیرش20/25/9317: تاریخ دریافت)

 

 چكیده

 در دارو چند به مقاومت ظهور افزایش. است بيمارستاني يها عفونت شایع عامل و منفي گرم پاتوژن یك پنومونيهكلبسيلا :هدف و زمینه

 يها ژن بيان بر آهن نانوذرات اثر ارزیابي تحقيق این هدف .است كرده محدود باكتري این براي را درماني يها گزینه هپنوموني كلبسيلا
TEM و SHV ازتکنيك استفاده با باليني يها نمونه از شده جدا پنومونيه در كلبسيلا Real- Time PCR باشد مي. 

 شهر يها بيمارستان ویژه يها مراقبت بخش در بستري بيماران از ماه، 6 تمد ظرف پنومونيه كلبسيلا سویه 52 تعداد :روش تحقق

 .شدند شناسایي پنومونيه كلبسيلا عنوان به API20Eسيستم  در موجود بيوشيميایي يها تست اساس بر ها ایزوله .شد آوري كرمان جمع
. گردید انجام SHV، PCRو  TEMي ها لکولي ژنمو شناسایي جهت. گردید انجام دیفيوژن دیسك روش با يبيوتيک آنتيحساسيت  تست
 -Real استفاده و درنهایت CLSI استاندارد دایلوشن طبق براث روش موردنظر، از يها سویه روي بر آهن ذره نانو بخشي اثر تعيين براي

Time PCR گرفت صورت. 

 ،SHVژن  واجد( مورد 00) درصد 68 كه. بودند مثبت ESBL مولد فنوتيپي صورت به ها جدایه از نمونه 66 تعداد مطالعه این در :ها یافته

 TEM يها ژن بيان توانست آهن نانوذره .بودند SHV +TEM ژن دو هر داراي( مورد 98) درصد 31 و TEM ژن واجد( مورد 6) درصد 93
 .دهد كاهش پنومونيه كلبسيلا در را SHV و

 دوز یك بعنوان آهن نانوذره از توان مي مثبت، بتالاكتاماز كلبسيلاهاي وير بر آهن نانوذرات بودن بخش اثر توجه به با :گیری نتیجه

 .دارویي استفاده كرد

 کلیدواژگان

Real Time PCR، SHV ،TEM، پنومونيه، نانو ذره آهن كلبسيلا. 
 

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه: babak.kheirkhah44@gmail.com 
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 مقدمه

منفي و متعلق به  گرم باكتري پنومونيه كلبسيلا

 فباعث طي كه مي تواند انتروباكتریاسه است خانواده

 مقاومت اهميت .شود انسان در ها عفونت از وسيعي

 عنوان به بيمارستاني يها عفونت در بيوتيكي آنتي

 مطرح كشور سلامت بخش براي جدي مشكل یك

 خود به را زیادي يها قرباني است كه سالانه بوده

بر  فراواني درماني يها هزینه و داده اختصاص

 از. (1)كند مي تحميل ي بهداشتي كشورها سيستم

 به را 1111 سال جهاني بهداشت سازمان رو ینا

 . ناميد بيوتيكي آنتي مقاومت سال عنوان

 الطيف وسيع بتالاكتامازي يها مقاومت

(Extended-Spectrum Beta-Lactamases)ESBL  

 به و گردیده كد پلاسميدي يها ژن توسط اغلب

 خانواده يها باكتري انواع ميان در راحتي

 شایعترین. [1]یابند مي انتقال انتروباكتریاسه

ESBL آسيایي، و غربي كشورهاي از شده گزارش يها 

از  شده مشتق الطيف وسيع بتالاكتامازهاي

 روي بر كه باشند مي SHV و  TEM ،CTXيها ژن

 به مقاوم يها سویه و دارند قرار بزرگ پلاسميدهاي

حاصل  يها عفونت درمان .]3[ كنند مي ایجاد را درمان

 است، مشكل بسيار ها آنزیم این مولد يها باكتري از

 از وسيعي طيف به مقاومت یك سو از چون

دیگر به  سوي از شود و مي مشاهده ها سفالوسپورین

 دارند كه قرار بزرگ پلاسميدهاي روي علت اینكه بر

 ضد عوامل سایر به مقاومت يها ژن حامل زمان هم

 آمينوگليكوزیدها، كلرامفنيكل، مثل ميكروبي

 این. باشند مي نيز وتتراسایكلين ميدهاسولفونا

 مير و مرگ ميزان با داري معني رابطه ها عفونت

. دارند پي در را مالي زیادي بار و داشته بيماران

 در ايفزاینده طور به CTX-M-I بتالاكتامازهاي

. ]1و1[شدند شایع اشریشياكلي و پنومونيه كلبسيلا

 نواسيدي بهبر اساس تغييرات توالي آمي ها آنزیم این

 ,CTX-M1شوند كه شامل  مي تقسيم اصلي گروه پنج

CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9, CTX-29)) 

 با كمي ژنتيكي ارتباط بتالاكتامازها این .]4[باشند مي

 بتالاكتاماز. دارند SHV و TEM بتالاكتامازهاي اعضاء

TEM، هاي زیرگروه به ها آنزیم اینb2 ،be2 ،br2  و ber2 

 بار اولين باشد كه مي تا 171 ها آن تعداد و دارند تعلق

 خون كشت از شده جدا كلي اشریشيا در ها آنزیم این

 گزارش Temoniera نام به یوناني بيمار یك

 و ها بيوتيك آنتي برابر در پنومونيه كلبسيلا. ]5[.گردید

اند  كرده پيدا مقاومت باكتریایي ضد عوامل از بسياري

 در سراسر سلامتي يها چالش بزرگترین از یكي كه

 ميكروبي ضد نانوذرات تهيه. ]7و 6[است جهان

 سنتز با مقایسه در ارزشمندي تأثير تواند مي

 و بيشتر پایداري ها آن زیرا باشد، داشته ها بيوتيك آنتي

 به نانوذرات اخير، دهه چند در. دارند مدتي طولاني

 نسبت بودن بزرگ شامل جدید يها ویژگي دليل

 پيدا زیادي توجه بالا واكنشي فعاليت و حجم به سطح

 نانوذره به اخيرا دیگر، نانوذرات ميان در. است كرده

 ارزان نانوذرات. ]8[است شده بيشتري توجهات آهن

 سطح در قيمت گران فلزي نانوذرات جاي به

 و شوند مي پيشنهاد ميكروالكتریكي كاربردهاي

 شده كشف ميكروبي ضد مواد آخرین ها آن احتمالاَ

 صنعت در باكتریایي ضد مواد كاربردهاي. ندا

 يها بندي بسته و پزشكي آب، ضدعفوني منسوجات،

. ]9[است شده شناخته خوبي به غيره و غذایي

 معمول شيميایي يها كننده عفوني ضد برخلاف

 عفوني ضد ميكروبي، ضد مواد نانو كه نيست انتظاري

 كنترل قابليت همچنين. كنند توليد مضر يها كننده

 محيط در ها بيوتيك آنتينانو عفونت و آلودگي

 شده اثبات و كشف زنده سلول و آزمایشگاهي

 مانند نامساعد شرایط در تواند مي نانوذرات .]11[است

 آن تحت كه استریليزاسيون، بالاي دماي
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 مقاومت شوند مي غيرفعال مرسوم يها بيوتيك آنتي

 ها بيوتيك آنتي تحویل در كه نانو موادي. ]11[كنند

 توزیع :چندگانه مانند مزیت داراي شود مي استفاده

 حل قابليت بهبود هدف، بافت در یكنواخت شكل

. باشند مي تحميل و شده كنترل رهاسازي و شدن

 كوچك اندازه با نانوذرات كه شده گزارش براین، علاوه

 .]11[است داده نشان خوبي ميكروبي ضد فعاليت

 به توانند مي ستاتيكيالكتروا واكنش طریق از نانوذرات

 تداخل باكتري غشاي با و شوند متصل باكتري غشاي

 باكتري غشاي كامل تخریب باعث و كنند ایجاد

 بر آهن ذره نانو اثر تاكنون كه آنجایي از. ]6[شوند

 بررسي نشده است، لذا بتالاكتامازي يها ژن بيان روي

 بيان بر آهن نانوذرات اثر ارزیابي تحقيق این هدف

 شده جدا پنومونيه در كلبسيلا SHV و TEM ياه ژن

 Real- Time ازتكنيك استفاده با باليني يها نمونه از

PCR باشد مي . 

 روش تحقیق 

 1395مقطعي در سال  -توصيفي  مطالعه این در

 از استفاده با نمونه حجم)  خون نمونه 51 تعداد

 ظرف مدت شش ماه، به (شد محاسبه كوكران فرمول

بيماران بستري  یي كلبسيلا پنومونيه ازشناسا منظور

 پور، افضلي يها ویژه بيمارستان يها در بخش مراقبت

 آوري جمع كرمان و سيدالشهداي شهر باهنر شفا،

 هدف مشخص نمودن از پس افراد، از نمونه گيري .شد

 هر از آگاهانه كتبي رضایت كسب و ها براي آن مطالعه

 :كد اخلاق) فتپذیر صورت تحت مطالعه، افراد از یك

1396. 60 IR.KMU.REC. .)اساس بر ها ایزوله 

 به API20E سيستم در موجود بيوشيميایي يها تست

 48پس از  .شدند شناسایي پنومونيه كلبسيلا عنوان

درجه سلسيوس،  37دماي  در گذاري ساعت گرمخانه

ي كلبسيلا پنومونيه را ها یي كه ویژگيها كلني

، TSIي افتراقي شامل ي بيوشيميایها داشتند، تست

SIM ،MR-VPو گرفت ، سيترات و اوره صورت 

 محيط. شد جداسازي پنومونيه كلبسيلا باكتري

 و( آلمان) Merckشركت  از مصرفي يها كشت

Himedia (هند )گردید خریداري. 

 یبیوتیك آنتیتست حساسیت 

 به جدا شده يها باكتري يبيوتيك آنتي حساسيت

 CLSIدستورالعمل روش دیسك دیفيوژن براساس 

 استفاده مورد يها بيوتيك آنتيانجام شد و2013 سال 

 µg)، سفتازیدیم (µg 11)پنم  ایمي يها دیسك شامل

، (µg 31)، سفتریاكسون (µg 31)، سفوتاكسيم(31

، (µg 31)، آميكاسين (µg 5)سيپروفلوكساسين 

 از كه بودند( µg 31) ، سفالوتين(µg 31)آزترونام 

بعد از  .شد خریداري دهن Himediaشركت 

درجه سانتي  37ساعت در  14انكوباسيون به مدت 

از طریق ایجاد هاله عدم  ESBLهاي مولد  گراد، ایزوله

ميلي متر یا بيشتر در اطراف  5رشد به ميزان حداقل 

هاي سفتازیدیم كلاولانيك اسيد یا سفوتاكسيم  دیسك

 . كلاولانيك اسيد مشخص گردیدند

 DNAاستخراج 

 مثبت فنوتيپي نظر از كه یيها ایزوله تعيين از پس

ي شناسایي شده به عنوان ها نمونه DNAبودند، 

ESBL كيت با استفاده از (Oiagen, Hilden, 

Germany )استخراج گردید. 

 PCRتست 

 ،Takaraشركت )  Master mixكيت با PCRتست 

 در استفاده مورد پرایمرهاي توالي. شد انجام( ژاپن

 در PCRانجام  جهت. ]13[است ردیدهگ ذكر 1 جدول

از  اپندروف يها لوله در ميكروليتر 15نهایي  حجم

 3ميكروليتر مسترميكس،  5/11كردن  مخلوط

 نانوگرم، 51باكتري با غلظت  DNAميكروليتر از 

(pmol11 )1  ميكروليتر از هر یك پرایمرهاي رفت و
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ميكروليتر آب مقطر  5/7و ( 1جدول ) برگشتي

با  PCRواكنش  همچنين فاده شد واستریل است

 peqStar 96 HPL)استفاده از دستگاه ترموسایكلر 

Gradient)  براي ژنSHV و TEM طبق برنامه 

  .انجام گردید( 3و 1جدول )

 
 

 .PCR (Lal et al 2007)در تکنيک  استفاده مورد آغازگرهاي نوكلئوتيدي اسيد توالي -1جدول 

 ها ژن توالی پرایمر اندازه محصول ژن

471 5
’
- TCAGCGAAAAACACCTTG

 - 
3

’ F 
SHV 

5
’
- CCCGCAGATAAATCACCA- 3

’ R 

861 5
’
- GAGTATTCAACATTTCCGTGTC- 3

’ F 
TEM 

5
’
- TAATCAGTGAGGCACCTATCTC- 3

’ R 

 

 

 SHVژن  PCR جهت زمان و حرارت درجه برنامه -2جدول 

 نام مرحله
درجه 

 حرارت

مدت 

 زمان

تعداد 

 چرخه

 1 دقيقه C˚94 5 اوليهواسرشت 

 ثانيه C˚94 45 واسرشت ثانویه

 ثانيه C˚56 35 ها اتصال پرایمر 35

 ثانيه C ˚27 45 گسترش اوليه

 1 دقيقه C ˚27 5 گسترش نهایي

 
 TEMژن  PCR جهت زمان و حرارت درجه برنامه -3 جدول

 نام مرحله
درجه 

 حرارت

مدت 

 زمان

تعداد 

 چرخه

 1 قيقهد C˚94 5 واسرشت اوليه

 ثانيه C˚94 45 واسرشت ثانویه

 ثانيه C˚61 45 ها اتصال پرایمر 35

 ثانيه C ˚27 61 گسترش اوليه

 1 دقيقه C ˚27 5 گسترش نهایي

، در PCRمحصولات  PCRآزمایش  انجام از پس

دقيقه  61به مدت  x1 TBE در بافر  %5/1ژل آگارز 

 كه براساس باندي و الكتروفورز شد 91با ولتاژ 

 مشاهده Geldocumentدر دستگاه  PCRمحصولات 

از سویه كلبسيلا . قرار گرفتند بررسي مورد شد،

بعنوان سویه كنترل مثبت ( ATCC 700603)پنومونيه 

بعنوان سویه ( ATCC 25922)و از سویه اشریشياكلي

 .كنترل منفي استفاده شد

  آهن ذره نانو یها محلول سازی آماده

 یك در كلوئيدي محلول تصور به آهن ذره نانو

 خریداري پارس نصب نانو شركت از ليتري 1 ویال

 نانو بخشي اثر تعيين براي دایلوشن براث روش از. شد

 يها روي كلبسيلا پنومونيه داراي ژن بر آهن ذره

TEM  وSHV استاندارد طبق CLSI در. انجام گردید 

 یك هر MIC50 و شده باكتري رشد مانع كه غلظتي

  .شد تعيين ها ایزوله از

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

RNA استخراج  كيت توسطRNX-plus solution 

 جهت. استخراج شد( ایران كرج سيناكلون، شركت)

 را سرد RNXمحلول  ميكروليتر RNA ، 411استخراج

 111و در مرحله بعد  اضافه سلول 1×116 به

 دراین. گردید اضافه نمونه به كلروفرم ميكروليتر

 .گيرد مي قرار سطح در آبي فاز در RNA كل مرحله

 قسمت در سلولي اجزاء مابقي و اطراف در ها پروتئين

 با دقت و سمپلر از با استفاده گيرند مي قرار تر پایين

 و گردید منتقل جدید ميكروتيوپ به و جدا فازآبي

. شد اضافه آن به درصد 111 اتانول ليتر ميلي یك

كيت مورد نظر انجام  ادامه مراحل طبق دستور العمل

 با آن كيفيت و كميت RNA استخراج از پس. گردید

 آگارز ژل الكتروفورز و اسپكتروفتومتري UV روش

با  cDNA سنتز سپس .گرفت قرار ارزیابي مورد
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. انجام شد( TaKaRa cat. PRO37Q)استفاده از كيت 

 دستگاه توسط شده استخراج يها RNA غلظت ابتدا

 غلظت كيت دستور طبق و دش خوانده دراپ نانو

 شد تقسيم ليتر ميلي بر نانوگرم 511 بر آمده بدست

 11 حجم در cDNA سنتز جهت لازم RNA مقدار كه

 11 حجم هر ازاي به. مشخص گردید ليتر ميكرو

 ،Primer Script Buffer (5x) ماكروليتر 1 ماكروليتري

 ،RT-Enzyme يها محلول از یك هر از ماكروليتر 5/1

Oligo dT Primer، Random Hexamer و شد استفاده 

 11 به DEPC water با نهایي حجم درنهایت

 يها جهت بررسي بيان ژن .شد رسانده ميكروليتر

SHV  وTEM  روشاز Real-Time PCR  توسط

 استفاده شد 4ي ذكر شده در جدول ها پرایمر

 استفاده با µl11این واكنش در حجم كلي . ]14و13[

 كره Genet bio CAT. NO: Q9210شركت  كيت از

از  ميكروليتر 11 :شد انجام زیر صورت به جنوبي

،Prime Qmaster mix (2x) with syber green پنج 

پرایمر  از ليتر ، ميكروDepc waterاز  ليتر ميكرو

Forward پرایمر  از ليتر ميكرو ، یكReverseیك ، 

 يرتكث. cDNA از  ميكروليتر 1و   Rox dyاز ميكروليتر

مدل   Real-time PCRدستگاه  در موردنظر يها قطعه

Corbett 5 Plex HRM  شركتCorbett طبق  استراليا

در این مطالعه از ژن خانه . انجام شد 5برنامه جدول 

 براي هدف ژن بيان ميزان با مقایسه براي probدار 

 ژني بيان مشخص كردن براي .شد استفاده ایزوله هر

 استفادهRest  افزار نرم از طهنمودارهاي مربو رسم و

 حاصل اطلاعات آماري تحليل و تجزیه منظور به .شد

 استفاده 18 ورژن SPSS آماري افزار نرم از نتایج، از

 .(p<0/05)شد

 
 

 Real- Time PCR تکنيک در استفاده مورد آغازگرهاي نوكلئوتيدي اسيد توالي -4 جدول

 پرایمر توالی پرایمر
TCAGCGAAAAACACCTTG F 

SHV 
CCCGCAGATAAATCACCA R 

GAGTATTCAACATTTCCGTGTC F 
TEM 

TAATCAGTGAGGCACCTATCTC R 

AACGTCGTATCTCCGCACTC F́ 
RPOB 

CGATACGGCGTCTCAAGGAA R 

 
 PCR Real-Time جهت تکنيک زمان و حرارت درجه برنامه -5جدول 

 تعداد سیکل زمان (C°) دما  مرحله

Pre-denaturation 94 3 دقيقه 

41 

Amplification 

 ثانيه 11 94

 ثانيه 11 55

 ثانيه 11 71

Melting 

 ثانيه 15 95

 دقيقه 1 58

 ثانيه 15 95

 

 ها یافته

 كه داد نشان بيوگرام آنتي نتایج مطالعه این در

 كلبسيلا يها ایزوله عليه بيوتيك آنتي موثرترین

 بيشترین دباش مي پنم ایمي بيوتيك آنتي پنومونيه

 (%45/61) بيوتيك سفوتاكسيم به آنتي مقاومت
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 يها بيوتيك آنتي مقاومت به همچنين. باشد مي

% 51) سفتازیدیم سفتریاكسون، آزترونام، سفالوتين،

 ي نظيرها بيوتيك آنتي باشد و مي در سطح بالایي( ≥

 يها بيوتيك آنتي سيپروفلوكساسين، و آميكاسين

. بودند پنومونيه سيلاكلب يها ایزوله عليه موثري

 يها بيوتيك آنتي ميان در واسط حد مقاومت بيشترین

 بيوتيك آنتي به نسبت مطالعه این در بررسي مورد

 آمده بدست جزئيات 6جدول  .شد مشاهده پنم ایمي

 نتایج. دهد مي را نشان بيوگرام آنتي نتایج از

 شناسایي فنوتيپي جهت تركيبي يها دیسك

 46دادند كه تعداد  نشان پنومونيه كلبسيلا يها ایزوله

 ESBLي ها آنزیم داراي فنوتيپي طور به نمونه%( 91)

 .بودند

 

 مختلف يها آنتي عليه پنومونيه هاي كلبسيلا ایزوله مقاومت درصد -6جدول 

 مقاوم نیمه حساس حساس بیوتیک آنتی
کلبسیلا 

 ESBLدارای 

کلبسیلا 

 ESBLفاقد 

سطح معنی 

 داری

 111/1 % 1/1 % 1/14 % 4/9 % 1/4 % 4/86 پنم ایمي

 111/1 % 1/1 % 9/73 % 1/51 % 1/1 % 8/47 آزترونام

 115/1 % 1/1 % 4/31 % 9/16 % 1/11 % 9/71 آميكاسين

 113/1 % 5/17 % 6/96 % 1/59 % 4/1 % 3/39 سفالوتين

 111/1 % 1/1 % 7/93 % 85/54 % 1/1 % 15/45 سفتازیدیم

 111/1 % 1/5 % 3/96 % 9/56 % 1/1 % 43 سفتریاكسون

 111/1 % 3/8 % 8/96 % 45/61 % 1/3 % 15/36 سفوتاكسيم

 114/1 % 1/1 % 5/19 % 1/11 % 8/3 % 9/83 سيپروفلوكساسين

 

 نمونه كه%( 91) 46از تعداد  PCRبراساس نتایج 

، تعداد ESBLي ها آنزیم داراي فنوتيپي طور به

%( 11)مورد  SHV، 6 يها داراي ژن سویه%( 44)11

داراي هر دو ژن %( 36)مورد  18، و  TEMداراي ژن 

SHV  وTEM  (.1و  1شكل )بودند 
 

 

 

 

از چپ . TEMتکثير شده ژن  pb 161 ژل آگاروز حاوي قطعه -1 شکل

 كلبسيلا) ، كنترل مثبت( bp111 DNA ladder)ماركر یا لدر  M: به راست 

 ATCC 25922 ) كلي يااشرش)، كنترل منفي ( ATCC 700603پنومونيه 

هاي  منفي ، نمونه TEMاز لحاظ حضور ژن  2و1هاي شماره  نمونه

 . مثبت اعلام گردید TEMاز لحاظ حضور ژن  7و6و4.5و3شماره 

 

 

 

 

 

 

از چپ :  SHVتکثير شده ژن  pb 471 ژل آگاروز حاوي قطعه -2شکل 

 كلبسيلا) ، كنترل مثبت( bp111 DNA ladder)ماركر یا لدر  M: به راست 

 ATCC 25922 ) كلي اشرشيا)، كنترل منفي (ATCC 700603پنومونيه 

هاي  منفي، نمونه SHV از لحاظ حضور ژن  5و3هاي شماره  نمونه

 . مثبت اعلام گردید  SHVاز لحاظ حضور ژن  7و6و4و2و1شماره 

ي ها ژن بيان كه داد نشان Real- Time PCR نتایج

SHV و TEM داراي پنومونيه كلبسيلا يها ایزوله در 

 نسبت آهن نانوذره با تيمارشده TEM و SHV يها ژن
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 بوده تر پایين آهن نانوذره با نشده تيمار ایزوله به

 در آهن نانوذره مثبت نقش دهنده نشان كه. است

 يها ایزوله در TEM و SHV يها ژن بيان كاهش

 (.4 و 3 شكل) است بوده مقاوم

 
 Real Time PCRروش  با مایشآز مورد نمونه هاي نتایج -3شکل 

 

 

 

 

 

 در , TEM SHVهاي  ژن براي Real Time PCR نتایج -4شکل 

 آهن نانوذره با نشده تيمار و شده تيمار كلبسيلا پنومونيه هاي ایزوله

  بحث

 منفي گرم يها باكتري كلبسيلا پنومونيه از

 ایجاد در مهمي نقش كلينيكي نظر از كه باشد مي

 ایفا ادراري مجاري عفونت و بيمارستاني عفونت

 در ها بيوتيك آنتي ي رویه بي مصرف متاسفانه. كند مي

 مقاوم يها سویه ظهور افزایش موجب اخير يها دهه

 اي روده يها باكتري در دارویي ي گانه چند مقاومت با

 به است، شده پنومونيه كلبسيلا جمله از منفي گرم

 بتالاكتاماز يها آنزیم توليد با ها باكتري این كه طوري

 یيها بيوتيك آنتي به نسبت ESBL یا الطيف وسيع

 و سيپروفلوكساسين سيلين، پني سفالوسپورین، نظير

 كد ژن وجود و دهند مي نشان مقاومت سفوتاكسيم

 بين در آن انتقال و بتالاكتامازي يها آنزیم ي كننده

 براي بزرگ تهدید یك اي روده منفي گرم يها باكتري

 به وسيع طيف با يها سفالوسپورین كنندگان مصرف

 به مقاومت مطالعه این در. ]16و  15[آیند مي شمار

 سفتریاكسون، سفالوتين، آزترونام، يها بيوتيك آنتي

 مقاومت كه وجود داشت بالایي سطح در سفتازیدیم

 بود كه در آینده% 51بالاي  بيوتيك آنتي چهار این به

مشكلاتي  ایجاد و شده بيشتر ها مقاومت این تواند مي

به ایمي  ها سویه% 91در درمان كند، از طرفي حدود 

 انجام ایران در زیادي مطالعات. پنم حساس بودند

 این از آمده بدست نتایج كننده تایيد كه است شده

 .باشد مي مطالعه

همدان  در همكاران و كه مشعوف اي مطالعه در 

 بيوتيك آنتي موثرترین دادند، انجام 2014در سال 

 ایمي بيوتيك آنتي پنومونيه كلبسيلا يها ایزوله عليه

 این به مقاومت اینكه با و] 17[شد اعلام پنم

 اما باشد مي پایين بسيار مطالعات اكثر در بيوتيك آنتي

 بيوتيك آنتي این رویه بي مصرف از داشت توجه باید

 این به مقاومت تا شود جلوگيري درمان در

 كه اي مطالعه در مچنينه. نيابد افزایش بيوتيك آنتي

 در تهران در سال توسط فيض آبادي و همكاران

ي كلبسيلا پنومونيه ها ایزوله تمامي شد انجام 1111

به  مقاومت ایمي پنم حساس بودند و بيوتيك آنتيبه 

 پایيني سطح در افلوكساسين و سيپروفلوكساسين

 سطح در ها سفالوسپورین به مقاومت اما داشت وجود

 بدست نتایج با نتایج این ]18و17[ داشت دوجو بالایي

 از تواند ناشي مي دارد كه ما مطابقت مطالعه از آمده

 .مناطق باشد این در ها گونه  این قرابت

 يها سویه مقاومت ميزان همكاران و جزایري

 بيوتيك آنتيبه  نسبت پنومونيه كلبسيلا
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گزارش % 6/91سمنان  شهر در را سيپروفلوكساسين

 و پيروزي وسيله به كه تحقيقي در. ]19[نمودند

 شهر در كلبسيلا پنومونيه باكتري روي بر همكاران

 بيوتيك آنتي به نسبت مقاومت شد، انجام اصفهان

این نتایج . ]11[گزارش نمودند% 5/53را  آميكاسين

با نتایج حاصل از مطالعه حاضر تفاوت زیادي دارد كه 

 ژیكي، ميولواپيد عوامل از تواند ناشي مي این اختلاف

 در عفونت كنترل شرایط جغرافيایي، معيارهاي

 .باشد آنتي بيوتيك تجویز نحوه و بيمارستان

در مطالعه اي كه توسط خسروي و همكاران انجام 

از %( 47)ایزوله 16ایزوله كلبسيلا پنومونيه  55شد از 

در بين . نظر بتالاكتامازهاي وسيع الطيف مثبت بودند

بيشترین مقاومت به آموكسي مثبت  ESBLي ها سویه

این . دیده شد%( 111)سيلين كلاولانيك اسيد 

بيشترین حساسيت را به ایمي پنم نشان  ها سویه

 پژوهش از حاصل نتایج اساس بر ].11[%(14)دادند

 ایران در 1116 سال همكاران در و ميرصالحيان

 كلبسيلا يها گونه از درصد%  74/76گردید  مشخص

 مولد ویژه مراقبت يها شاز بخ شده جداسازي

 سال در. ]11[اند بوده الطيف وسيع بتالاكتامازهاي

 Surveillanceاز  منتشره گزارشي اساس بر 1111

SENTRY Antimicrobial بتالاكتامازهاي شيوع 

 درصد% 19كلبسيلا  يها گونه در الطيف وسيع

 Winokur  مطالعات براساس. ]13[است شده گزارش

 يها سویه در ESBL شيوع بيشترین 1111 سال در

 با لاتين آمریكاي شده از جداسازي پنومونيه كلبسيلا

درصد در  5شيوع  با ميزان كمترین و درصد 45 شيوع

 نشان فوق نتایج مقایسه. ]14[است شده گزارش كانادا

 در بتالاكتاماز يها ژن شيوع ميزان كه دهد مي

 یك در نيز و مختلف كشورهاي از شده جدا يها ایزوله

 متفاوت دیگر بيمارستان به بيمارستان یك از كشور

 و درماني كنترل سيستم به بستگي امر این كه است

 بيمارستان و منطقه هر در استفاده مورد درماني رژیم

 .دارد

 انجام همكاران و خسروي توسط كه اي مطالعه در

ي ها در ایزوله TEMو  SHVي ها شد، شيوع ژن

ESBL  9 و%( 5/46) مورد 11مثبت به ترتيب 

چهار ایزوله به طور همزمان داراي . بود%( 6/34)مورد

این نتایج نشان داد . ]11[بودندSHV و  TEMي ها ژن

 SHV ژن شيوع ي موردبررسي،ها سویه كه بين

خود اختصاص داد كه با  به را آماري درصد بيشترین

 .نتایج مطالعه حاضر هم خواني دارد

در سال در بررسي فيض آبادي و همكاران 

ي كلبسيلا پنومونيه به ها در تهران همه ایزوله1389

 ها ایزوله% 7/69ایمي پنم حساس بودند كه 

ي ها همچنين شيوع ژن. بودند ESBLتوليدكننده 

TEM و SHV  كه . ]5[بود% 4/67و % 54به ترتيب

 اختلاف. نسبت به مطالعه حاضر شيوع بيشتري دارند

 باید را مثبت يپژنوت مثبت و فنوتيپ موارد شيوع در

 مقاومت بتالاكتامازي مولد يها ژن سایر حضور در

 وفور از مختلف نيز مناطق در كه كرد جستجو Aگروه 

 .برخوردارند متفاوتي

و همكاران بين   Harwardدر بررسي كه توسط

 11در استراليا انجام شد،  1995تا  1991ي ها سال

ي ها ایزوله كلبسيلا را یافتند كه داراي توالي ژن

 . ]15[بودند SHVبتالاكتاماز 

Lin يها ژن شناسایي به( 1116) همكاران و 

 در الطيف وسيع بتالاكتاماز يبيوتيك آنتي مقاومت

 سویه 14 در. پرداختند پنومونيه كلبسيلا يها سویه

 SHV-1 شد، پيدا سویه14 در SHV-1A شده، انتخاب

 یك در SHV-41 و ،SHV-26، SHV-27 سویه؛ 7 در

 سویه 14 همه حال، این با. شد داده شخيصت سویه

 سویه كلبسيلا 7 در. بود TEM-116 ژن واجد

 شد، پيدا سویه 5 در ESBL، SHV-5A مولد پنومونيه

 سویه 1 در گروه CTX-M-9 و SHV-5 كه حالي در

 بين مشاهده شده تفاوت. ]16[ شد داده تشخيص

 تواند مي فوق ذكرشده يها و پژوهش پژوهش حاضر

 OXAو  CTXمانند  ي دیگرها ژن تأثير وجود علت به
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ي ها روش تنوع به علاوه. باشد مقاومت ایجاد در

 تواند مي نيز مختلف تحقيقات در مورداستفاده ژنوتيپي

 .باشد نتایج اختلاف دلایل این از

 در مطالعه حاضر علاوه بر شناسایي كلبسيلا

 يها نمونه از SHVو  TEMي ها پنومونيه داراي ژن

، به ها ي آنبيوتيك آنتيو بررسي الگوي مقاومت  باليني

نيز  ها این ژن بيان بر آهن نانوذرات اثر ارزیابي

 . پرداخته شد

 نانوذرات تأثير 1391كرمي و همكاران در سال 

الطيف  وسيع بتالاكتاماز آنزیم مولد كلبسيلاي بر نقره

 باليني ایزوله 61 تعداد. را مورد بررسي قرار دادند

الطيف  وسيع بتالاكتاماز آنزیم توليد نظر زا كلبسيلا

 نانو ذره نقره يها محلول تأثير ادامه، تعيين شدند و در

 جداسازي يها باكتري روي بر مختلف يها با غلظت

در  ها نمونه تمامي .گرفت قرار بررسي مورد شده

 ESBL اثبات  براي Double Disk روش با بررسي

 ppm غلظت با رهنق ذره نانو محلول به نسبت و مثبت

مطالعه كرمي و  نتایج .]17[بودند حساس 511

نانو ذره  يها محلول توان از مي همكاران نشان داد كه

 جاي به مؤثر و جدید جایگزین یك عنوان به نقره

 .كرد استفاده ها بيوتيك آنتي

 نانوذرات اثر 1394امجدي و همكاران در سال 

 استفاده با اشریشياكلي باكتري ژنوم روي مس اكسيد

را مورد مطالعه قرار  RAPDنشانگرهاي مولكولي  از

 قطر با مس اكسيد نانوذره نتایج نشان داد كه. دادند

 بر ميكروگرم 61و 31 دُزهاي در نانومتر 11 از كمتر

 خوبي نسبت به ضدميكروبي خواص داراي ليتر ميلي

 موجود هاي باكتري تمامي رشد تقریباً توانست و بود

 .]18[كند مهار را نمونه در

 Jin-Hyung Lee مطالعه در( 1114) همكاران و 

 بيان روي بر روي اكسيد نانوذره تاثير بررسي به اي

 سودموناس در بيوفيلم تشكيل و ویرولانس يها ژن

 روي هاي یون. پرداختند RT-PCR روش با آئروژینوزا

 تشكيل از مانع توجهي قابل طور به ZnO نانوذرات و

 (PQS) كينولون سيگنال پيوسيانين، دتولي و بيوفيلم

pyochelin سودوموناس هموليتيك فعاليت و 

 .]19[شدند آئروژینوزا

Hoseinzadeh اثر بررسي به همكاران و 

 روي اكسيد و مس اكسيد ذرات نانو سينرژیستي

 با منفي گرم و مثبت گرم هاي باكتري عليه تجاري

 (FIC) نسبي مهاري غلظت شاخص از استفاده

 استفاده با نانوذرات ضدباكتریایي ختند كه فعاليتپردا

 و( MIC) رشد كنندگي مهار غلظت حداقل از

 تجاري نانوذرات. گردید بررسي مرگ زمان مطالعات

Cuo و ZnO ي همه  عليه مطالعه این در استفاده مورد 

 ميكروبي ضد فعاليت داراي بررسي مورد هاي سویه

 باعث ها سویه يبعض براي ها آن تركيب بوده، بالایي

 نتایج وجود با .]31[شود مي كشي باكتري اثر افزایش

 و درمان در آزمایشگاهي شرایط نانوذرات در كه خوبي

 استفاده براي دادند، نشان عوامل ميكروبي كنترل

به  توان از نانوذرات مي پزشكي، علوم در كاربردي

استفاده  بيوتيك آنتي براي مناسب عنوان جایگزین

 با روزه هر كه نوظهور مواد با ایجاد نانو ريفناو. كرد

 براي جدیدي كند اميد مي توليد جدید يها خاصيت

فراهم  آلودگي بهبود در زیست محيط پژوهشگران

 .است آورده

به  ها نمونه از جدایه 46در این مطالعه تعداد 

 46كه در . مثبت بودند ESBLصورت فنوتيپي مولد 

واجد ( مورد 11)درصد  ESBL ،48ایزوله مولد 

واجد ژن ( مورد 6)درصد  13به تنهایي و   SHVژن

TEM  داراي هر دو ( مورد 18)درصد  39به تنهایي و

 .بودند SHV +TEMژن 

 گیری  نتیجه

 محققان سایر توسط مشابه نتایج و فوق بررسي با

 رویه بي مصرف كه رسيد نتيجه این به توان مي

 به ها باكتري مقاومت باعث ها بيوتيك آنتي
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 بودن اثربخش اثبات با .شود مي ها بيوتيك آنتي

 مثبت بتالاكتاماز روي كلبسيلاهاي بر آهن نانوذرات

 در توان مي ي مختلف،ها عفونت از ي شده جداساز

 in vitroشرایط  در تر گسترده انجام تحقيقات با آینده

از این نانو ذرات  in vivoدر شرایط  یيها پژوهش و نيز

دیگر توان اثر  مي همچنين .كرد بيشتري استفاده

 و پنومونيه كلبيسيلاي مقاومت ها نانوذرات بر روي ژن

سنجيده  ها اثر نانو ذره آهن بر روي بيان سایر ژن

از نانوذره آهن بعنوان یك دوز دارویي با توان  مي .شود

و همچنين در مدل  تحقيقات بيشتر در مدل حيواني

 .بررسي شود كشت سلولي

 منافع تعارض

 بيان نویسندگان توسط منافع تعارض گونه  هيچ

 .است نشده

 تشكر و قدردانی

 ي كارشناسي ارشد این مقاله قسمتي از پایان نامه

باشد كه با كد  مي ميكروبيولوژي

 در 31/6/1396در تاریخ  63731548951111

. به تصویب رسيده است سيرجان اسلامي آزاد دانشگاه

دانند كه از همكاران  يم نویسندگان مقاله بر خود لازم

ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد  و پرسنل محترم بخش

و همچنين سركار خانم زهرا  اسلامي واحد سيرجان

 .نژاد تقدیر و تشكر نمایند معصومعلي
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