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شناسایی جدایه های بالینی کلبسیلا پنومونیه مولد بتالاکتاماز AmpC در گیلان و بررسی اثر مهاری تیمول بر آن

مقدمه و اهداف: کلبسیلا پنومونیه پاتوژن فرصت طلبی است که در ایجاد عفونت های بیمارستانی سهم عمده ای دارد. 
از مهم ترین مکانیسم های مقاومت به آنتی بیوتیک های بتالاکتام، تولید آنزیم های بتالاکتاماز توسط این باکتری ها می باشد. 
هــدف از مطالعه حاضر بررسی فراوانی کلبسیلا پنومونیه مولد بتالاکتاماز AmpC در گیلان و بررسی اثر تیمول بر مهار 

این جدایه ها بود. 
روش ها: تعداد 60 جدایه کلبسیلا پنومونیه از آزمایشگاه های بالینی شهر رشت طی سال ۱400 جداسازی و شناسایی 
گردید. الگوی حساسیت آنتی بیوتیکی در جدایه ها تعیین و تولید بتالاکتاماز با استفاده از روش دیسک ترکیبی بررسی 
شد. فراوانی حضور ژن های کدکننده آنزیم AmpC شامل ژن های بتالاکتاماز FOX، CITM، DHAM در ایزوله ها با استفاده 
از روش PCR تعیین شد. اثر تیمول بر مهار رشد جدایه ها به روش انتشار و براث میکرودایلوشن و اثر ضد افلاکسی 

تیمول به روش کارت ویل تعیین شد. 
یافته ها: از بین جدایه های مورد بررسی تعداد 46 جدایه )76/6 درصد( دارای مقاومت چندگانه دارویی بودند. از ۲۲ 
جدایه ای که در بررسی فنوتیپی مولد AmpC شناسایی شدند به ترتیب در ۱۲ )۲0 درصد( و 7 ) ۱۱/66 درصد( جدایه، 
ژن های CITM و DHAM شناســایی شــدند و 4 جدایه هم زمان واجد هر دو ژن CITM و DHAM  بودند. تیمول بر همه 

جدایه های کلبسیلا پنومونیه مورد مطالعه اثر مهار رشد و ضد افلاکسی نشان داد. 
نتیجه گیری: نتایج مطالعه حاضر ضرورت دستیابی به یک گزینه درمانی موفق جهت جلوگیری از گسترش عفونت 
ناشی از کلبسیلا پنومونیه تولید کننده AmpC را مطرح می کند. با توجه به نتایج حاصل، استفاده از تیمول می تواند مبنایی 

برای توسعه درمان جدید علیه کلبسیلا پنومونیه مقاوم به دارو فراهم  کند. 
واژگان کلیدی: کلبسیلا پنومونیه، بتالاکتاماز AmpC، مقاومت آنتی بیوتیکی، تیمول
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مقدمه
در سال های اخیر، شیوع مقاومت آنتی بیوتیکی به طور گسترده افزایش یافته 
و مقاومت در برابر سفالوسپورین های وسیع الطیف در اعضای انتروباکتریاسه 
 C در سراسر جهان گزارش شده است۱. تولید آنزیم هایی مثل آمپی سلیناز
)AmpC( و بتالاکتامازهای وسیع الطیف )ESBLs( یــکی از مکانیسم های 
اصلی مقاومت در برابر سفالوسپورین های وسیع الطیف است. ESBL های 
موجود در باکتری های انتروباکتریاسه معمولا به کلاس A یا D بتالاکتامازهای 
طرح آمبلر تعلق دارند که باعث افزایش مقاومت در برابر سفالوسپورین های 
وسیع الطیف و مونوباکتام ها می شود. بتالاکتامازهای AmpC طبق طبقه بندی 
هیدرولیز  با  که  هستند  مولکولی   C کلاس  به  متعلق  آمبلر  ساختاری 
سفالوسپورین های وسیع الطیف و سفامایسین ها مشخص می شوند. با این 
حال، سفپیم وکارباپنم ها در برابر هیدرولیز توسط بتالاکتامازهای AmpC بسیار 
پایدار تر هستند. ۲،3 سویه های مقاوم به آنتی بیوتیک به واسطه بتالاکتامازهای 
AmpC و بتالاکتامازهای وسیع الطیف )ESBLs( در میان جدایه های خانواده 

انتروباکتریاسه، عمدتا در گونه های کلبسیلا پنومونیه و اشرشیا کلی پدید آمدند 4،۵.
 )cAmpC( کروموزومی ،AmpC ژن های کدکننده بتالاکتامازهای نوع
 CIT، ACC، بوده دارای 6 خانواده اصلی )pAmpC( یا با واسطه پلاسمید
MOX، FOX، EBC و DHA می باشند و تاکنون بیش از ۲0 بتالاکتاماز 

 AmpC با واسطه پلاسمید شناسایی شده اند. آنزیم AmpC مختلف نوع
 ،AmpC نسبت به مهار با کلاولانیک اسید مقاوم است 3. بیشتر آنزیم های
سفالوسپوریناز هستند ولی تا حدی توانایی هیدرولیز بتالاکتام هایی نظیر 
پنی سیلین ها را نیز دارا می باشند. به طور معمول این ژن ها در حد کمی 
بیان می شوند، مگر این که باکتری های حمل کننده ژن در معرض بعضی از 
بتالاکتام های القاکننده مانند آموکسی سیلین و ایمی پنم قرار گیرند که در این 
صورت بیان این ژن ها افزایش می یابد 6. نتایج مطالعات پیشین نشان دهنده 
افزایش شدید بروز بتالاکتاماز AmpC است. برخی از مطالعات نشان داده اند 
که بتالاکتامازهای AmpC در بیش از ۵0 درصد از ایزوله های بالینی تولید 
می شوند 7. ارگانیسم های تولید کننده AmpC باعث افزایش نگرانی های بالینی 
شده اند زیرا به تمام داروهای بتالاکتام به جز کارباپنم ها، سفپیروم و سفپیم 
مقاومت نشان می دهند. برخلاف ESBLها، آن ها می توانند سفامایسین ها 
را هیدرولیز کنند و مهارکننده های بتالاکتاماز قادر به مهار آن ها نیستند. 8،9.

در سال های اخیر شیوع کلبسیلا پنومونیه مقاوم به سفوکسیتین در سراسر 
جهان افزایش یافته است. این امر نشان دهنده گسترش جدایه های تولیدکننده 
بتالاکتاماز AmpC با واسطه پلاسمید است. تعداد محدودی از گزینه های 
درمان آنتی بیوتیکی در عفونت های ناشی از کلبسیلا پنومونیه ی تولید کننده 

AmpC در دسترس است. کارباپنم ها به عنوان گزینه درمانی برای مدیریت 

عفونت های ناشی از کلبسیلا پنومونیه ی تولیدکننده AmpC مورد استفاده 
قرار می گیرند با این حال، گزارش شده است که بتالاکتاماز AmpC می تواند 
مقدار MICکارباپنم ها را افزایش دهد و نسبت به این دسته از آنتی بیوتیک ها 
مقاومت ایجاد کند ۱0،۱۱. علاوه بر گسترش مقاومت های آنزیمی، میکرو 
ارگانیسم ها کانال های پروتئینی متعددی در غشا دارند که در انتقال تعداد 
زیــادی از مواد غذایی و ترکیبات سمی نقش دارند. در میان این انتقال 
دهنده ها، پمپ های افلاکس نقش اساسی در خروج آنتی بیوتیک ها از داخل 
سلول داشته و این موارد را از درون سلول به محیط خارج پمپ می کنند. 

بنابراین باعث کاهش غلظت آنتی بیوتیک ها در باکتری ها می گردند ۱۲.
انواع زیادی از مولکول ها با پتانسیل فعالیت ضد میکروبی از متابولیسم 
ثانویه گیاهان تولید می شوند که بعنوان راهکارهای جدید برای مقابله با 
عفونت ها و باکتری های بیماری زا مورد توجه قرار گرفته اند. از جمله آن ها 
تیمول است که به عنوان ماده موثره اصلی در روغن و عصاره آویشن یافت 
می شود و خواص ضد میکروبی، ضد قارچ و ضد باکتریایی آن اثبات شده 

است ۱3.
بر این اساس هدف از مطالعه حاضر بررسی فنوتیپی و تعیین فراوانی 
در  پنومونیه  کلبسیلا  بالینی  جدایه های  در   AmpC بتالاکتاماز  ژن های 

شهررشت و بررسی اثر تیمول بر مهار این جدایه ها بود.

مواد و روش ها 
جمع آوری نمونه و تعیین هویت باکتری ها

 در این مطالعه 60 جدایه کلبسیلا پنومونیه از نمونه های بالینی در بهار و 
تابستان سال ۱400 از آزمایشگاه های تشخیص طبی شهر رشت جمع آوری 
شد و با انجام تست هایی مثل رنگ آمیزی گرم،  بررسی منظره رشد بر روی 
محیط های آگار مک کانکی، EMB  و TSI، تست حرکت، بررسی قابلیت 
تولید اوره آز، سیتراتاز و اندول تشخیص باکتری مورد تایید قرار گرفت ۱4.

شناسایی مولکولی جدایه های کلبسیلا پنومونیه
جهت شناسایی مولکولی و تایید تشخیص کلبسیلا پنومونیه از یک 
توسط  شده  )طراحی  شد  استفاده   phoE ژن  اختصاصی  پرایمر  جفت 
نرم افزار Oligo7(. استخراج DNA با استفاده از روش جوشاندن انجام شد. 
به این ترتیب که یک کلنی از محیط برداشته و در محیط BHI براث درون 
میکروتیوپ ۱/۵ میلی لیتری حل و به مدت ۲0 ساعت گرمخانه گذاری شد. 
بعد میکروتیوپ ها به مدت ۵ دقیقه در ۱۲000 دور در دقیقه سانتریفیوژ 
گردیدند. سپس مایع رویی دور ریخته شد و رسوب در ۵00  میکرولیتر آب 
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مقطر به حالت سوسپانسیون درآمد. برای لیز سلول ها سوسپانسیون حاصل 
به مدت ۵ دقیقه دردمای 9۵ درجه قرار داده شد، پس از آن محلول در 
۱۲000 دور در دقیقه به مدت ۵ دقیقه سانتریفیوژ گردید. مایع رویی حاوی 
DNA استخراج شده بود. واکنش PCR در حجم ۲۵ میکرولیتر شامل 

۱۲/۵ میکرولیتر از مستر میکس PCR )سیناژن، ایران(، پرایمرهای پیشرو 
و پیرو )۲0 پیکومول( ۱ میکرولیتر، DNA الگو 3 میکرولیتر، آب مقطر 7/۵ 
میکرولیتر انجام گرفت. برنامه حرارتی ترموسایکلر به ترتیب شامل مراحل 
واسرشته شدن اولیه در 94 درجه به مدت 4 دقیقه، 30 سیکل حرارتی 
94 درجه ۱ دقیقه، ۵9 درجه 40 ثانیه و 7۲ درجه 4۵ ثانیه بود. سپس یک 
مرحله ده دقیقه ای طویل شدن نهایی اضافه گردید و محصول PCR بر روی 
ژل آگارز ۱ درصد الکتروفورز گردید. توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد 

استفاده جهت تکثیر ژن های phoE در جدول ۱ آمده است.
سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه ها

به منظور تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه های بالینی کلبسیلا پنومونیه، 
 CLSI عمل  دستور  طبق  دیسک  از  انتشار  روش  به  آنتی بیوگرام  تست 
)Clinical and Laboratory Standard Institute( انجام گرفت. برای این 
منظور، ۱00 میکرولیتر از کشت ۱8-۲4ساعته باکتری با کدورت معادل نیم 
مک فارلند، بر روی محیط آگار مولر هینتون کشت چمنی داده شد. سپس 

دیسک آنتی بیوتیک های )پادتن طب، ایران( ایمی پنم )۱0(، آمیکاسین )۱0(، 
سفوکسیتین )30(، آمپی سیلین )۱0(، سفوتاکسیم )30(، انروفلوکساسین )۵(، 
آزترونام )30(، سفازولین )30(، سفتازیدیم )30(، جنتامایسین )۱0(، مروپنم 
)۱0(، کلیستین )۱0(، نالیدیکسیک اسید )30(، آمپی سیلین-سلولباکتام )۲0(، 
سیپروفلوکساسین )۵(، پیپراسیلین -تازوباکتام )۱۱0( به فاصله ۲ سانتی متر 
از همدیگر بر روی کشت های میکروبی قرار داده شد. پلیت ها به مدت 
۲4 ساعت در انکوباتو 37 درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری شد. سپس با 
اندازه گیری قطر هاله عدم رشد باکتری در اطراف هر دیسک بر اساس دستور 
عمل CLSI میزان مقاومت یا حساسیت باکتری ها نسبت به آنتی بیوتیک ها 
به صورت مقاوم )R(، حساس )S( یا دارای حساسیت بینابینی )I( گزارش 
شدند. سپس جدایه هایی که به بیش از دو کلاس آنتی بیوتیکی مقاوم بودند به 

عنوان سویه های با مقاومت آنتی بیوتیکی چند گانه تعیین گردید. 
 AmpC بررسی فراوانی ژن های بتالاکتاماز

 PCR به روش bla
CITM

bla و 
DHAM

، bla
FOXM

بررسی فراوانی ژن های 
انجام شد. جهت تکثیر این ژن ها از پرایمرهای اختصاصی که در جدول ۱ 
آمده است، استفاده شد ۱4. شرایط واکنش PCR همانند مرحله قبل و دمای 
اتصال پرایمرها ۵3 درجه سانتیگراد بود. محصول PCR بر روی ژل آگارز 

۱ درصد الکتروفورز و با تعیین توالی صحت آن تایید گردید. 

جدول 1. توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استفاده در انجام مطالعه

منبع
طول محصول 

)جفت باز(
توالی نوکلئوتیدی

پرایمر)`3-`۵(

4۱3مطالعه حاضر
CGACCTACCGCAACACCGACT CGA-

CAGCACATAGCCGAGGGAC

phoE-F

phoE-R

)۱4(46۲TGGCCAGAACTGACAGGCAAA

TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC

blaCITM-F

blaCITM-R

)۱4(۱90AACATGGGGTATCAGGGAGATG

CAAAGCGCGTAACCGGATTGG

blaFOXM-F

blaFOXM-R

)۱4(40۵AACTTTCACAGGTGTGCTGGG

TCCGTACGCATACTGGCTTTGC

blaDHAM-F

blaDHAM-R

بررسی اثر مهاری تیمول بر جدایه های کلبسیلا پنومونیه به روش 
انتشار از دیسک

در ادامه مطالعه ۱0 جدایه کلبسیلا پنومونیه مولد بتالاکتاماز AmpC و 
با الگوی مقاومت چندگانه آنتی بیوتیکی انتخاب شدند. به منظور بررسی اثر 
ضد میکروبی تیمول بر جدایه های منتخب کلبسیلا پنومونیه از روش انتشار 

از دیسک استفاده شد. برای این منظور ابتدا محیط کشت مولر هینتون آگار 
آماده شد. سپس ۱00 میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی با کدروت 0/۵ 
مک فارلند به  صورت چمنی و پر روی محیط مولر هینتون آگار کشت 
شد. بعد از کشت، دیسک های آغشته به ۱00 میکروگرم تیمول به کشت 
منتقل شد و پلیت ها به مدت ۲4 ساعت در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد 
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گرماخانه نگهداری شد. سپس پلیت ها بررسی و با استفاده از خط کش 
قطر هاله عدم رشد اندازه گیری گردید. این آزمایش در 3 تکرار انجام شد.

تعیین MIC تیمول به روش براث میکرودایلوشن 
کم ترین غلظت مهارکننده رشد تیمول به روش براث میکرودایلوشن 
انجام شد. جهت انجام این آزمایش از تیمول به صورت سری غلظت های 
متوالی شامل )۱۲8 تا ۱ میکروگرم بر میلی لیتر( در ۱00 میکرولیتر محیط 
منتخب  بالینی  از ۱0 جدایه  تهیه شد. سپس  براث  هینتون  مولر  کشت 
کلبسیلا پنومونیه که دارای مقاومت چندگانه آنتی بیوتیکی بودند کشت تازه 
با  کدورتی معادل با استاندارد نیم مک فارلند تهیه شد و رقت یک دهم از 
آن تهیه گردید. سپس از سوسپانسیون میکروبی حاصل، ۱00 میکرولیتر به 
هر چاهک اضافه شد. سپس پلیت ها به مدت ۱8-۲4 ساعت در انکوباتور 

قرار داده شد. این آزمایش در ۲ تکرار انجام شد.
بررسی فنوتیپی پمپ افلاکس در جدایه ها

به منظور بررسی فنوتیپی وجود پمپ افلاکس در جدایه ها از روش 
آگار حاوی اتیدیوم بروماید )روش کارت ویل(۱ استفاده شد. جدایه های 
کلبسیلا پنومونیه روی پلیت های نوترینت آگار حاوی غلظت ۲ میلی گرم 
بر لیتر اتیدیوم بروماید بصورت یک خط از مرکز  به سمت کنار )چرخ 
به مدت۲4 ساعت در دمای 37  پلیت ها  داده شدند.  درشکه ای( کشت 
درجه سانتیگراد در انکوباتور قرار داده شد. سپس میزان فلورسنت ناشی 
از حضور اتیدیوم بروماید توسط دستگاه UV-VIS ۱۲80 بررسی شد. 
از کشت باکتری در محیط فاقد تیمول به عنوان کنترل استفاده شد. خط 
کشتهایی که خاصیت فلورسنت نداشتند دارای فعالیت پمپ افلاکس در 

نظر گرفته شدند. این آزمایش در ۲ تکرار انجام شد ۱۵.
بررسی اثر ضد افلاکسی تیمول

به منظور بررسی فعالیت ضد پمپ افلاکسی تیمول از تکنیک آگار 
حاوی اتیدیوم بروماید )روش کارت ویل( استفاده شد. جدایه های کلبسیلا 
پنومونیه روی پلیت های نوترینت آگار حاوی غلظت ۲ میلی گرم بر لیتر  
اتیدیوم بروماید و غلظت های تحت مهاری تیمول بصورت یک خط از 
به  پلیت ها  داده شدند.  کنار  )چرخ درشکه ای( کشت  به سمت  مرکز  
مدت۲4 ساعت در دمای 37 درجه سانتیگراد در انکوباتور قرار داده شد. 
اتیدیوم بروماید توسط دستگاه  ناشی از حضور  سپس میزان فلورسنت 
فلورسنت  خاصیت  که  کشتهایی  خط  شد.  بررسی   UV-VIS ۱۲80
نداشتند دارای فعالیت پمپ افلاکس در نظر گرفته شدند. از محیط کشت 

1 Cartwheel Method

حاوی ۲CCCP بعنوان کنترل مثبت و از کشت باکتری در محیط فاقد 
تیمول به عنوان کنترل منفی استفاده شد. این آزمایش در ۲ تکرار انجام شد

یافته ها
در این بررسی با استفاده از آزمون های بیوشیمیایی و مولکولی، تعداد 
60 جدایه ی کلبسیلا پنومونیه شناسایی و به روش مولکولی و با تکثیر 
ژن phoE تایید شد )شکل ۱(. از ایــن تعداد 46 جدایه )76/6 درصد( 
دارای مقاومت چندگانه دارویی بودند. بیشترین میزان حساسیت جدایه ها 
به کلیستین )83/3 درصد( و پس از آن نسبت به ایمی پنم )60 درصد( بود. 
8۵ درصد جدایه ها به سفازولین و 76/6 درصد آن ها به سفتازیدیم مقاوم 
بودند. همچنین بیش از ۵0 درصد جدایه ها نسبت به بتالاکتام های ترکیبی 
مانند پیپراسیلین- تازوباکتام و آمپی سیلین-سولباکتام مقاومت نشان دادند. 
نتایج درصد مقاومت و حساسیت و حساست متوسط جدایه ها نسبت به 

آنتی بیوتیک های مورد بررسی در جدول ۲ آمده است.
جدول 2. نتایج تست آنتی بیوگرام جدایه های کلبسیل䐧 پنومونیه

ایزوله های آنتی بیوتیک
مقاوم

ایزوله های 
نیمه حساس

ایزوله های 
حساس

۲8 )46/6 %(0 )0 %(3۲ )۵3/3 %(آمیکاسین
۲8 )46/6 %(۲ )3/3 %(30 )۵0 %(جنتامایسین
36 )60 %(۵ )8/3 %(۱9 )3۱/6 %(ایمی پنم
8 )۱3/3 %(6 )۱0 %(46 )76/6 %(سفتازیدیم
۱4 )۲3/3 %(7 )۱۱/6 %(39 )6۵ %(سفوتاکسیم
۱9 )3۱/6 %(۵ )8/3 %(36 )60 %(آمپی سیلین
۱0)۱6/6 %(۵ )8/3 %(4۵ )7۵ %(آزترونام

۱6)۲6/6 %(4 )6/6 %(4۲ )70 %(سیپروفلوکساسین
۵0)83/3 %(7 )۱۱/6 %(3 )۵ %(کلیستین

۱7 )۲8/3 %(۵ )8/3 %(38 )63/3 %(انروفلوکساسین
۱۵ )۲۵ %(4 )6/6 %(4۱ )68/3 %(نالیدیکسیک اسید

۱8 )30 %(7 )۱۱/6 %(3۵ )۵8/3 %(مروپنم
۱3)۲۱/6 %(۵ )3/8 %(4۲ )70 %(سفوکسیتین
7 )۱۱/6 %(۲ )3/3 %(۵۱ )8۵ %(سفازولین

۲3 )38/3 %(6 )۱0 %(3۱ )۵۱/6 %(پیپراسیلین-تازوباکتام

۲7 )4۵ %(۲ )3/3 %(3۱ )۵۱/6 %(آمپی سیلین-سولباکتام

2 Carbonyl Cyanide m-Chlorophenylhydrazone
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از 46 جدایه مقاوم به سفوتاکسیم و سفتازیدیم ۲3 )83/33 درصد( 
جدایه در روش دیسک ترکیبی حاوی کلاوولانیک اسید با ایجاد قطر هاله 
بزرگتر مساوی ۵ میلی متر در دیسک ترکیبی در مقایسه با آنتی بیوتیک تنها، 
مولد ESBL در نظر گرفته شدند. همچنین در بررسی فنوتیپی، 4۲ جدایه 
مقاوم به سفوکسین با قطر هاله کم تر از ۱4 میلی متر و ۲3 جدایه مقاوم به  

سفوتاکسیم و سفتازیدیم که از نظر تولید ESBL منفی بودند، مولد بالقوه 
AmpC در نظر گرفته شدند. تولید AmpC در ۲۲ جدایه )36/66 درصد( 

در روش استفاده از دیسک ترکیبی  سفوکسیتین+ EDTA، با ایجاد قطر 
هاله بزرگتر مساوی ۵ میلی متر در دیسک ترکیبی در مقایسه با آنتی بیوتیک 

تنها، تایید شد )شکل های ۲ و 3(.

شکل 1. الکتروفورز محصول PCR ژن phoE کلبسیلا پنومونیه بر روی ژل آگار1%. طول قطعه تکثیر شده 413 جفت باز می باشد. چاهک شماره 15: کنترل 
منفی؛ M: مارکر مولکولی 100 جفت بازی.

شکل 2.  نتایج شناسایی فنوتیپی جدایه های کلبسیل䐧 پنومونیه مولد 
AmpC. تفاوت قطر هاله عدم رشد بزرگتر مساوی 5 میلی متر بین دیسک 

EDTA+ سفوکسیتین و سفوکسیتین

شکل 3. نتایج شناسایی فنوتیپی جدایه های کلبسیل䐧 پنومونیه مولد 
ESBL. تفاوت قطر هاله عدم رشد بزرگتر مساوی 5 میلی متر بین دیسک 

سفتازیدیم و سفتازیدیم + کل䐧وول䐧نیک اسید

شامل   AmpC آنزیم  کدکننده  ژن های  حضور  فراوانی  بررسی  در 
واکنش  در  جدایه ها  در   DHAM  ،CITM  ،FOXM بتالاکتاماز  ژن های 
PCR، از ۲۲ جدایه ای که در بررسی فنوتیپی مولد AmpC شناسایی شدند 

 CITM به ترتیب در ۱۲ )۲0 درصد( و 7 ) ۱۱/66درصد( جدایه ها، ژن های

و DHAM با وزن تقریبی 46۲ و 40۵ جفت باز شناسایی شدند )شکل 
4(. در هیچ کدام از جدایه های مورد بررسی ژن blaFOXM شناسایی نشد  
و 4 جدایه هم زمان واجد هر دو ژن CITM و DHAM بود. همچنین از 
 ،ESBL در جدایه های مولد AmpC بررسی حضور ژن های کدکننده آنزیم

در ۲ جدایه، ژن CITM و در ۱ جدایه DHAM شناسایی شد.

شکل 4. الکتروفورز محصول PCR ژن های بتال䐧کتاماز AmpC.  سمت 
راست: ستون M: DNA مارکر 100 جفت بازی، ستون های 1 و 2 

محصول PCR ژن blaCITM.  سمت چپ: ستون M: DNA مارکر 100 
.blaDHAM ژن PCR جفت بازی، ستون های 1 -3 و 5 و 6 محصول

نتایج حاصل از بررسی اثر مهاری تیمول بر رشد و افلاکس جدایه ها
در روش انتشار از دیسک تیمول بر رشد همه جدایه های مورد بررسی 
اثر مهاری نشان داد.  قطر هاله عدم رشد در جدایه های مورد مطالعه بین 
میکرودایلوشن،  براث  روش  در   .)۵ )شکل  بود  متغیر  میلی متر   36-۱3
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چاهک حاوی کم ترین غلظت از تیمول که بدلیل ممانعت از رشد باکتری 
شفاف بود بعنوان غلظت MIC و کم ترین غلظت از تیمول که مانع تشکیل 
کلنی در سطح آگار مولر هینتون گردید بعنوان MBC در نظر گرفته شد. 
مقادیر MIC و MBC تیمول در جدایه های مورد مطالعه به ترتیب بین ۱6 
تا 64 میکروگرم بر میلی لیتر و ۱6 تا ۱۲8 میکروگرم بر میلی لیتر متغیر بود 
)جدول 3(. همچنین نتایج تست کارت ویل نشان دهنده اثر ضد افلاکسی 
غلظت های تحت مهاری تیمول در جدایه های مورد مطالعه بود. تیمول در 
غلظت های 4 تا 3۲ میکروگرم بر میلی لیتر سبب مهار فعالیت پمپ افلاکس 

در جدایه های مورد مطالعه گردید )شکل 6 و جدول 3(.

 
شکل 5. هاله عدم رشد  جدایه های کلبسیل䐧 پنومونیه در غلظت 100 

میکروگرم از تیمول

جدول 3. نتایج بررسی اثر ضد میکروبی تیمول بر جدایه های کلبسیلا پنومونیه

مهار افلاکس )میکروگرم بر 
میلی لیتر( 

MBC )میکروگرم بر 

میلی لیتر(
MIC )میکروگرم بر 

میلی لیتر(
قطرهاله عدم رشد 

) mm (شماره باکتری

43۲۱63۱۱

83۲3۲۲0۲

8۱6۱6363

۱63۲3۲3۱4

43۲۱634۵

43۲۱6۲۵6

۱6643۲۲07

3۲۱۲864۱38

83۲۱63۱9

43۲۱63۲۱0
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شکل6- بررسی اثر ضد افل䐧کسی تیمول در باکتری های مورد مطالعه. در 
محیط کشت حاوی 4 میکروگرم بر میلی لیتر تیمول، میزان فلورسنت در 
خط کشت نشانه تجمع اتیدیوم بروماید در سلول باکتری و میزان مهار 

فعالیت پمپ افل䐧کس است. 

بحث و نتیجه گیری
مقاومت های آنتی بیوتیکی به عنوان یک معضل در درمان بیماری های 
عفونی، سلامت جامعه را به خطر می اندازند. در دهه گذشته، با وجود تولید 
 AmpC آنتی بیوتیک های جدید، انواع جدیدی از آنزیم های بتالاکتامازی
ظاهر شده اند که ژن کد کننده آن ها می توانند از طریق پدیده کانجوگاسیون 
و ترانسفورماسیون پلاسمید یا کروموزوم به باکتریهای دیگر منتقل شده و 
باعث افزایش مقاومت آنتی بیوتیکی، کاهش اثر دارو و در نتیجه باعث ایجاد 

عفونت های جدی شوند ۱6،۱7. 
در ایــن تحقیق، جدایه های کلبسیلا پنومونیه بیش ترین حساسیت را 
به آنتی بیوتیک های کلیسیتین و پس از آن ایمی پنم داشتند. در این مطالعه 
مقاومت به سفالوسپورین ها از جمله سفتازیدیم، سفوتاکسیم به ترتیب، 
6/76 درصد و 6۵ درصد بود. همچنین در مطالعه حاضر ۲۲ جدایه )66/36 
درصد( از نظر فنوتیپی مولد AmpC و ۲3 )38/33 درصد( جدایه مولد 
ESBL شناسایی شد. در بررسی فراوانی حضور ژن های کدکننده آنزیم 

AmpC شامل ژن های بتالاکتاماز FOXM، CITM، DHAM در جدایه ها 

 AmpC از ۲۲ جدایه ای که در بررسی فنوتیپی مولد ،PCR در واکنش
شناسایی شدند، به ترتیب در ۱۲ )۲0 درصد( و 7 ) ۱۱/66درصد( جدایه ها، 
ژن های CITM و DHAM شناسایی شدند. در هیچ کدام از جدایه های 
مورد بررسی ژن FOXM شناسایی نشد و 4 جدایه هم زمان واجد هر 
دو ژن CITM و DHAM  بود. علت اصلی مقاومت به سفالوسپورین ها، 

بتالاکتامازهای با طیف وسیع و AmpC بتالاکتامازها می باشند که در میان 
نمونه های مقاوم به سفالوسپورین ها در مطالعه حاضر نیز مشاهده می شود 
و در مطالعات پیشین نیز گزارش شده است. از جمله مطالعات انجام شده 
در ایران در زمینه مقاومت به سفالوسپورین ها، در تحقیقی که شاهچراغی 
انجام دادند، به ترتیب 3۱ و  و همکاران در سال ۲007 در شهر تهران 
3۲ درصد جدایه های کلبسیلا پنومونیه به آنتی بیوتیک های سفتازیدیم و 
سفوتاکسیم مقاوم بودند ۱8. در مطالعه ای که توسط نجار پیرایه و همکاران 
انجام گرفت میزان  بالینی کلبسیلا پنومونیه  در تهران بر روی 8۵ نمونه 
آنتی بیوتیک های سفتازیدیم و سفیپیم ۵/۵6 گزارش شد ۱9.  به  مقاومت 
مقایسه میزان مقاومت در این مطالعات نشان می دهد که به مرور زمان، میزان 
مقاومت به سفالوسپورین ها در باکتری ها افزایش یافته است. در مطالعه 
حاضر، 70 درصد از  جدایه های کلبسیلا پنومونیه، مقاوم به سفوکسیتین 
 AmpC بودند. همه جدایه های مقاوم به سفوکسیتین، تولید کننده بتالاکتاماز
نبودند. این را می توان با این واقعیت توجیه کرد که علاوه بر نقش بتالاکتاماز 
AmpC در کاهش حساسیت به سفوکسیتین سایر مکانیسم ها از جمله یک 

مکانیسم غیرآنزیمی مثل اصلاح پورین یا سایر مکانیسم های آنزیمی مثل 
تولید ESBLs و متالو بتالاکتاماز هم نقش دارند ۲0.

در مطالعه ای که هاکمن و همکارانش در سال ۲0۱3 در کشور غنا بر 
روی 400 جدایه باکتری انجام دادند، ۵0 نمونه مقاوم به سفوکسیتین بودند. 
از این میان، ۵ جدایه )۱0 %( تولیدکننده بتالاکتاماز AmpC بودند به عبارت 
دیگر ۵ )۱/3 %( ایزوله از 400 ایزوله تولید بتالاکتاماز AmpC کرده اند۲۱. در 
مطالعات محققان ایرانی نیز نتایج متفاوتی به دست آمده است. در پژوهشی 
که توسط سلطان دلال و همکاران صورت گرفته است، ۱3 جدایه مقاوم که 
مولد AmpC بودند، شناسایی شدند که از آن میان ۱0/۲ % درصد واجد 
ژن CITM بتالاکتاماز نوع AmpC بودند ولی ژن blaFOXM را در هیچ 

ایزوله ای شناسایی نکردند ۲۲.
در مطالعه قنواتی و همکاران، از ۱0۲ جدایه کلبسیلا پنومونیه ۱9/6 
از  درصد   43/۱ و   AmpC کننده  تولید  عنوان  به  جدایه ها  از  درصد 
 AmpC جدایه های مقاوم به سفوکسیتین دارای حداقل یکی از ژن های
 7/8( DHAM ،)۲۱/۵ درصد( EBCM ،)۲۲/۵ درصد( CITM از جمله
درصد(، و FOXM )0/98درصد( بودند. همسو با نتایج پژوهش حاضر، 
۵/8 درصد از جدایه ها همزمان دارای دو ژن AmpC بودند ۲3. فراوانی 
ژن های تولید کننده AmpC نیز در طول زمان در جدایه های گزارش شده 
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افزایشی داشته است. طبق مطالعه  نیز روند  ایران  از مناطق مختلف در 
عظیمی و همکاران در سال ۲0۱3 در ایــران، شیوع بتالاکتاماز AmpC در 
بین جدایه های بالینی کلبسیلا پنومونیه ۱/6 درصد گزارش شد ۲4. جاپنی نژاد 
و همکاران نیز در سال ۲0۱4 نشان دادند که ۱9 درصد از جدایه های بالینی 
کلبسیلا پنومونیه دارای ژن AmpC هستند. از این تعداد، 4۲/۲ درصد دارای 
ژن CITM و 36/8 درصد درای ژن MOX و ۵/۲ درصد به ترتیب حامل 

ژن DHAM بودند ۲۵.
در مطالعه جدیدتری )۲0۲0( جهانتابی و همکاران، 78 جدایه کلبسیلا 
پنومونیه  مورد بررسی قرار دادند که از بین جدایه های مقاوم به سفوتاکسیم/
سفتازیدیم 86/9 درصد جدایه ها تولید کننده ESBL و ۱7/3 درصد تولید 
کننده pAmpC بودند و فراوانی بالایی از ژن CTX-M در ایــن جدایه ها 
گزارش گردید ۲6. در مطالعه کاظمیان و همکاران در سال ۲0۱9، از 90 
جدایه کلبسیلا پنومونیه 40 درصد تولید کننده ESBL و ۲0 درصد تولید 
کننده AmpC بودند ۲7. در کشور کره، سانگ و همکاران نشان دادند که 
DHA-۱ )66/6 درصد( و پس از آن CMY-۲ )۲0 درصد( شایع ترین 
نوع بتالاکتاماز AmpC بودند ۲8. در مطالعه لی و همکاران در چین، 96/7 
درصد و 3/3 درصد از جدایه های کلبسیلا پنومونیه به ترتیب دارای ژن های 
DHA-۱ و CMY-۲ بودند ۲9. ایــن میزان شیوع گزارش شده کمتر از 
یــافته های مطالعه حاضر است. به نظر می رسد استفاده گسترده و مکرر 
از آنتی بیوتیک های وسیع الطیف بویژه استفاده گسترده از سفالوسپورین ها 

منجر به پیدایش جدایه های مقاوم گردیده است. 
 AmpC در مطالعه حاضر از بررسی حضور ژن های کدکننده آنزیم
در جدایه های مولد ESBL، به ترتیب در ۲ و ۱ جدایه، ژن های CITM و 
DHAM شناسایی شد. در مطالعات پیشین نیز حضور ژن های کد کننده 

AmpC جدایه های مولد ESBL گزارش گردید. در مطالعه سلیمیان ریزی 

و همکاران در سال ۲0۲0، از بین 336 سویه مولد ESBL، 68/4 درصد 
مقاوم به سفوکسیتین بودند و 30 درصد جدایه های مقاوم به سفوکسیتین 
 CMY را نشان دادند و AmpC و ESBL به طور همزمان فنوتیپ مولد
)38 درصد( شایع ترین ژنوتیپ AmpC با واسطه پلاسمید بود و پس از آن 

FOX )۲9 درصد( و فراوانی DHA 6 درصد بود 30.

به  مقاوم  پنومونیه  کلبسیلا  شیوع  اخیر  سال های  در  مجموع  در 
سفوکسیتین در سراسر جهان افزایش یافته است که نشان دهنده گسترش 
جدایه های تولیدکننده بتالاکتاماز AmpC با واسطه پلاسمید است. همچنین 

فراوانی قابل توجه سویه های کلبسیلا پنومونیه تولید کننده ESBL در ایران 
 ESBL گزارش شده است. به نظر می رسد شیوع باکتری های گرم منفی مولد
در کشور در حال افزایش است. از آنجا که در سال های اخیر مقاومت به 
آنتی بیوتیک ها در درمان عفونت ها افزایش پیدا کرده است، نیاز به منابع و 
راهکارهای جدید برای مقابله با عفونت ها و باکتری های بیماری زا احساس 
می شود. در این مطالعه بیش از 70 درصد جدایه های کلبسیلا پنومونیه دارای 
فنوتیپ MDR بودند.  با توجه به اهمیت پمپ های افلاکس به عنوان یکی 
از اصلی ترین مکانیسم های مقاومت چند دارویی، در این مطالعه، بررسی 
اثر تیمول بر مهار رشد و پمپ افلاکس در جدایه های کلبسیلا پنومونیه 
مولد بتالاکتاماز و با مقاومت چندگانه دارویی بررسی گردید. تیمول بر 
همه جدایه های MDR مورد مطالعه اثر مهاری نشان داد. میانگین قطر هاله 
عدم رشد جدایه های کلبسیلا پنومونیه ۲7/3 میلی متر بود. کم ترین غلظت 
مهار کننده رشد )MIC( تیمول در جدایه های مورد بررسی بین ۱6 تا 64 

میکروگرم بر میلی لیتر متغیر بود. 
اگرچه مشخص نیست که ترکیبات گیاهی چگونه مقاومت آنتی بیوتیکی 
را در باکتری کاهش می دهند، اما چندین مکانیسم های بالقوه در این زمینه 
پیشنهاد می شود. از آنجایی که اسانس های گیاهی و اجزای آنها ماهیتی 
آبگریز دارند، در درجه اول غشای پلاسمایی باکتری حاوی لیپید را هدف 
قرار می دهند و غشا را نفوذپذیرتر می کنند. این تغییر در نفوذپذیری غشای 
پلاسمایی باکتری که توسط مولکول های گیاهی ایجاد می شود، می تواند 
شود.  باکتریایی  سلول های  توسط  آنتی بیوتیک ها  جذب  افزایش  باعث 
توضیح قابل قبول دیگر این است که مولکول های گیاه پس از ورود به 
سلول باکتری، پمپ های خروجی را که مسئول کاهش غلظت آنتی بیوتیک 

در سلول هستند، مهار می کنند 3۱.
در مطالعه حاضر نتایج تست کارت ویل نشان دهنده اثر ضد افلاکسی 
غلظت های تحت مهاری تیمول در جدایه های مورد مطالعه بود. با این 
خاصیت، تیمول می تواند با جلوگیری از افلاکس آنتی بیوتیک ها و سایر 
مواد ضد میکروبی از باکتری ها، سبب تجمع این مواد در سلول باکتری 
و کاهش غلظت موثر آن ها در درمان بیماری های عفونی گردد. خاصیت 
در  است.  شده  داده  نشان  نیز  دیگر  مطالعات  در  تیمول  افلاکسی  ضد 
بر روی  دنایی  آویشن  اسانس  اثر  مطالعه شریفی و محمدزاده )۱394( 
مهار پمپ NorA  باکتری استافیلوکوکوس اورئوس تایید شد 3۲. نتایج 
مطالعه باربوسا و همکاران )۲0۲۱( نیز نشان داد که کارواکرول و تیمول 
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فعالیت ضد باکتریایی متوسطی داشته و قادر به کاهش MIC آنتی بیوتیک 
نورفلوکساسین و EtBr در سویه های استافیلوکوکوس اورئوس حامل پمپ 

افلاکس NorA بودند 33.

نتیجه گیری
یافته های مطالعه حاضر مقاومت به سفالوسپورین ها به واسطه پلاسمید 
حاوی ژن های تولید کننده AmpC را در بین جدایه های بالینی کلبسیلا 
پنومونیه در گیلان تایید می کند. ظهور و گسترش چنین ارگانیسم های قابل 
انتقالی در مراکز پزشکی لزوم کنترل موثر عفونت ناشی از این باکتری ها، 
انجام اقدامات برای جلوگیری از گسترش بیشتر این ارگانیسم های مقاوم 
و ضرورت دستیابی به یک گزینه درمانی موفق را مطرح می کند. استفاده 
از تیمول می تواند مبنایی برای توسعه درمان جدید علیه کلبسیلا پنومونیه 
مقاوم به چند دارو فراهم  کند. با توجه به اثر ضد افلاکسی، استفاده از تیمول 
در ترکیب با سایر مواد ضد میکروبی می تواند سبب افزایش اثرگذاری 

آن ها گردد.
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Abstract

Introduction and objectives: Klebsiella pneumoniae is an opportunistic pathogen 

that plays a major role in the development of nosocomial infections. One of the most 

important mechanisms of resistance to beta-lactam antibiotics is the production of 

beta-lactamase enzymes by this bacterium. The aim of this study was to determine 

the frequency of AmpC beta-lactamase producing clinical isolates of K. pneumoniae 

in Guilan and investigating the inhibitory effect thymol on these isolates. 

Methods: Sixty isolates of K. pneumoniae were isolated and identified from clinical 

laboratories in Rasht during 2022. The pattern of antibiotic susceptibility in isolates 

was determined and beta-lactamase production was investigated using combined disk 

method. The presence of AmpC encoding genes including FOX, CITM and DHAM 

beta-lactamase genes in isolates was determined by PCR. The growth inhibitory 

effect of thymol on these isolates was determined using disck diffusion and broth 

microdilution and the efflux inhibitory effect was determined by Cartwheel methods. 

Results: Among tested isolates 46 (76.6%) showed multi drug resistant phenotype. 

Of the 22 phenotypically AmpC-producing isolates, CITM and DHAM genes were 

detected in 12 (20%) and 7 (11.66%) isolates respectively and 4 isolates had both 

CITM and DHAM genes at the same time. Thymol, showed growth and efflux 

inhibitory effects against all tested K. pneumoniae isolates.

Conclusion: The results of the present study suggest the necessity of finding a 

successful treatment option to prevent the spread of infections caused by AmpC 

producing K. pneumoniae. According to the results, the use of thymol can provide a 

basis for the development of a new treatment against multi-drug resistant Klebsiella 

pneumoniae.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, AmpC beta-lactamase, Antibiotic resistance, 

Thymol
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