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Abstract: 
            
Background: Klebsiella pneumoniae is an opportunistic microorganism causing nosocomial 
infection all over the world  . This study aimed to investigate the prevalence of biofilm 
formation in K. pneumoniae isolated from patients and its correlation with the virulence 
factors. 
Materials and Methods: Biochemical tests were used for the identification of K. pneumonia 
isolated from patients referred to Motahari and Milad hospitals in Tehran, Iran, from October 
2015 to June 2016. Kirby-bauer test was performed and biofilm formation was assessed 
phenotypically. Finally, virulence genes were detected by the PCR method.  
Results: The highest resistance rate was against ceftazidime and cefotaxime (67%) and the 
least resistance rate was against imipenem and meropenem (39%). In addition, 81% of the 
isolates were biofilm producers according to the results of biofilm formation assay. Also, the 
results of PCR showed that all 57 biofilm producer isolates harbored fimA, mrkA, ecpA, and 
fimD virulence genes and 92% of these isolates harbored fimH virulence gene. Among non-
biofilm producer isolates, 36% had fimA gene, 29% had ecpA gene, and none of these 
isolates carried mrkA and fimH genes. 
Conclusion: It seems that antibacterial resistance has a significant association with biofilm 
formation in K. pneumoniae isolates. Therefore, understanding resistance pattern and 
mechanisms leading to biofilm formation can facilitate efficient treatment of infections 
caused by this bacterium. 
 
Keywords: Klebsiella pneumoniae, Multidrug-resistant, biofilms, virulence factor  
 
*Corresponding Author: 
Email: zmohsen2002@yahoo.com 
Tel: 0098 912 153 9288 
Fax: 0098 253 280 0282                                                                                                                                                                                                   CCoonnfflliicctt  ooff  IInntteerreessttss::  NNoo    
                                                           Feyz, Journal of Kashan University of Medical Sciences, June, 2019; Vol. 23, No 2, Pages 168-176 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Please cite this article as: Shivaee A, Meskini M, Shahbazi Sh, Hasani D, Masjedian Jazi F, Zargar M. Prevalence of flmA, flmH, mrkA, 
ecpA, mrkD virulence genes affecting biofilm formation in clinical isolates of K. pneumonia. Feyz 2019; 23(2): 168-76. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
13

 ]
 

                               1 / 9

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3743-fa.html


169 

در  در تشكيل بيوفيلمثر ؤم  mrkD  ،ecpA،mrkA ،fimH ، fimAهاي ويرولانسژن شيوع
  هاي بالينيشده از نمونهجدا  كلبسيلا پنومونيههاي بين ايزوله

  
علي شيوايي

1
، مريم مسكيني

2
، شهلا شهبازي

2
، دنيا حسني

3
، فرامرز مسجديان جزي

4
، محسن زرگر

5*  

  

  مقدمه
شكل،  يالهيم ،يگرم منف يهايباكتر اسهينتروباكتراخانواده 

متحرك  يهاگونه. باشنديم هاگزا ريو غ يارياخت يهوازيب اي يهواز
- در روده مهره شترياجرام ب نيا. دارند ياطراف يهاخانواده تاژك نيا

. پاتوژن حضور دارند ايطلب فرصت ،يعيعنوان فلور طبداران به
بلكه  ،نبوده ياخانواده پاتوژن روده نيا يهااز گونه يبرخ

 يهاهستند كه قادرند در دستگاه يطلبفرصتهاي ميكروارگانيسم
مختلف به  يهازبانيم و اعصابِ خونگردش  ،يتنفس ،يادرار

  . ندينما ييزاعفونت ،يمنيا ستميس فيتضع طيخصوص در شرا
  

دانشگاه علوم  ،ي پزشكيشناسي پزشكي، دانشكدهكارشناسي ارشد ميكروب .1
  ايران تهران، پزشكي ايران،

شناسي، شناسي پزشكي، گروه ميكروبدانشجوي دكتري باكتري .2
  انستيتوپاستور ايران، تهران، ايران

واحد علوم و تحقيقات، شناسي، كارشناسي ارشد ميكروبيولوژي، گروه زيست .3
  دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايران

شناسي پزشكي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم استاديار، گروه ميكروب .4
  يرانپزشكي ايران، تهران، ا

  ايران دانشگاه آزاد اسلامي، قم،واحد قم، شناسي، استاديار، گروه ميكروب .5
   :ولؤنشاني نويسنده مس* 

 ايران دانشگاه آزاد اسلامي، واحد قم، قم، شناسي،گروه ميكروب

  02532800282  :دورنويس                                09121539288 :تلفن

 zmohsen2002@yahoo.com  :پست الكترونيك

  12/12/1397   :تاريخ پذيرش نهايي                                 17/8/1397 :تاريخ دريافت

 يو تعداد گلايش سالمونلا، :خانواده همچون نيا ياز اعضا يبعض
انسان  يبرا هيلبه صورت او تواننديهم مهاي اشرشياكلي  سويهاز 
-انتيخانواده وار نيا ياعضا نيدر ب .باشند زايماريب وانات،يو ح

جنس ]. 1[ خورديبه چشم م زين لايمانند كلبس ،رمتحركيغ يها
 يبرا زين ياما برخ ؛گونه استريز 2 يگونه و دارا 5 :شامل لايكلبس

از نظر كلبسيلا پنومونيه  انيم نيدر ا. گونه قائل هستند 7جنس  نيا
 درصد 1ها حدود گونه ريسا كهيدر حال .فراوان دارد تياهم ينيبال

 .شونديشامل م لايكلبس جنسرا در  ينياز موارد جدا شده بال
ها ياز باكتر افتهيسازمان اريدر واقع مجموعه متراكم و بس لميوفيب

- به ،متصل شده) زندهريغ ايزنده (و به سطوح  گريكدياست كه به 

كه ) EPS( يمريوپلياز مواد ب يخارج سلول كسيماتر كي لهيوس
تواند يم EPS. ستا ، احاطه شدهشده ديها توليتوسط خود باكتر
ها نيو پروتئ دهايپيل د،ياس كينوكلئ دها،يساكاريمتشكل از انواع پل

]. 2[ دهديم ليرا تشك) درصد 50-90( لميوفيباشد و بخش اعظم ب
شود كه يسطح آغاز م كيها به يبا اتصال باكتر لميوفيب ليتشك

اتصال در  نيا .رديگيصورت م يليپ ايبا واسطه فلاژل  معمولاً
 انيب يدر ادامه باكتر ياست ول ريپذابتدا سست و برگشت

-آن يبه جا ،را سركوب نموده) يليفلاژل و پ( يحركت يفاكتورها

اتصال محكم و  جهيكند، در نتيم انيرا ب ياتصال يها فاكتورها
-همه اعضاي پاتوتايپ پيلي در]. 3[ شوديم جاديا ريناپذبرگشت

  :خلاصه
 نيهدف از ا. دشويم يمارستانيب يهااست كه در سراسر جهان سبب عفونت يطلبفرصت يهاياز باكتر هيپنومون لايكلبس :هدف سابقه و

 .باشديم ييزايماريب يو ارتباط آن با فاكتورها لميوفيكننده بديتول هيپنومون لايلبسك يهاهيجدا وعيش يمطالعه بررس
تا  95از مهرماه تهران  لاديو م يمطهر يهامارستانيكننده به بمراجعه مارانيدست آمده از بهب هيپنومون لايكلبس يهازولهيا :هامواد و روش

 تبا تس لميوفيب ليتشك ييو توانا بائر –يها با روش كربزولهيمقاومت ا زانيم. دندش ييشناسا ييايميوشيب يهاتست با 96خردادماه 
 .شدند ييشناسا PCRبا روش  رولانسيو يفاكتورها ت،يدر نها. مشخص شد يپيفنوت

. گزارش شد) درصد 39(پنم و مروپنم يميمقاومت به ا نيو كمتر) درصد 67( ميو سفوتاكس ميديمقاومت نسبت به سفتاز نيشتريب :نتايج
 يهيجدا 57نشان داد كه همه  PCR جينتا نيهمچن. بودند لميوفيكننده بديها، تولهياز جدا درصد 81نشان داد كه  لميوفيب يپيتست فنوت

 درصد 36. شد ييها شناساهياز جدا درصد 92در   fimHبودند و ژن   fimD و fimA ،mrkA  ،ecpAيهاژن يدارا لم،يوفيكننده بديتول
از  كيچيدر ه fim Hو  mrkAبودند، ژن  ecpAژن  يدارا درصد 29و   fimAژن  ينبودند، دارا لميوفيب ديكه قادر به تول ييهاهياز جدا

 .افت نشديها هيجدا نيا
ارتباط  لميوفيب با توليد هيپنومون لايكلبسب يهاهيجدا نيدر بي كيوتيبيمقاومت آنتداد كه نتايج حاصل از اين مطالعه نشان  :گيرينتيجه

 .تواند به درمان بهتر بيماران كمك شاياني كندارگانيسم مي اين بيوفيلم و مكانيسم تشكيل مقاومت لذا آگاهي از الگوي. معناداري دارد
  فاكتورهاي ويرولانس، ، بيوفيلمMDR، كلبسيلا پنومونيه :كليديواژگان

 168-176 ، صفحات98 تير-خرداد، 2وم، شماره سپژوهشي فيض، دوره بيست و –نامه علميدو ماه                                                             
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كد  ecpRABCDEهاي اشرشياكلي حضور دارد و توسط اپران 
هاي درون بيوفيلم و اتصال در رابطه بين باكتري شود، اين پيليمي

-كه در تجمع درون 1چنين پيلي تيپ هم. سلولي نقش كليدي دارد

ها نقش دارد؛ حساس به مانوز بوده و توسط اپران سلولي جدايه
fim  اين پيلي داراي يك زيرواحد اصلي به نام . شودي ميكدده

fimA   و يك زيرواحد فرعي به نامfim H 3پيلي تيپ  ].4[ است 
 مونيهوكلبسيلا پنخصوص بهاي هاي رودهدر بسياري از باكتري

تليال هاي اپيبه سلول كلبسيلا پنومونيهرد كه در اتصال وجود دا
هاي ماتريكس خارج ينئپروتهاي توبولار كليه، تراكئال، سلول
اين . پايه بافت ششي و تشكيل بيوفيلم نقش دارند يسلولي، غشا

شود، كددهي مي mrk نوع پيلي مقاوم به مانوز بوده و توسط اپران
روي كروموزوم يا پلاسميد باكتري واقع شده  mrkكلاستر ژني 

 mrkDو زيرواحد فرعي  mrkAاست كه داراي زيرواحد اصلي 

 ارتباطش و پزشكي وسايل در خصوصهب بيوفيلم توليد]. 5[است 
 خطري زنگ بيوتيكيآنتي مقاومت هايژن افقي انتقال افزايش با

 منجر ها،جدايه بيوفيلم ايجاد توانايي. است عفونت اين كنترل براي
-مي برابر صد از بيش به بيوتيكيآنتي مواد به مقاومت افزايش به

 افزايش و درمان هزينه افزايش درماني، شكست نتيجه در. شود
 گريجهت د از. داشت خواهد همراهبه را بيماران در وميرمرگ

ها آن رولانسيو يو فاكتورها لميوفيكننده بديتول هاي سويهارتباط 
 يهاو عفونت لميوفيب ديمقابله و ممانعت از تول يبرا يتواند راهيم
 يهاتواند منجر به عفونتيم كلبسيلا پنومونيه .باشد يمارستانيب

 لايكلبسناشي از  يمارستانيب يهاعفونت شود، يمارستانيب ديشد
 خواهد داشت ماريفرد ب يرا بر جامعه و زندگ ياقتصاد نيبار سنگ

عفونت مورد  نيكنترل ا يبرا ديجد يهارو وجود برنامهنياز ا و
طلب يك باكتري فرصت كلبسيلا پنومونيهاگرچه  ].6[ است ازين

بر  يمبن يمطالعه جامع رانيا مانزيدر كشور عزاما  ؛مهم است
 يو بررس لميوفيكننده بديتول كلبسيلا پنومونيه يهاهيجدا وعيش

 بنابراين .آن انجام نشده است رولانسيو يارتباطش با فاكتورها
كلبسيلا هاي هاي جدايهمطالعات زيادي براي بررسي ويژگي

ها مورد نياز شايع بيمارستاني و فاكتورهاي ويرولانس آن پنومونيه
هاي هاي جدايهرو هدف از اين مطالعه بررسي ويژگياز اين. است

هاي باليني مختلف بر اساس جدا شده از نمونه كلبسيلا پنومونيه
بيوتيكي و ارتباط شيوع فاكتورهاي ويرولانس با ايجاد مقاومت آنتي

  .دباشمقاومت در محيط مي
  

  هامواد و روش
  آوري نمونهجمع

 هيجدا 243مقطعي بر روي  - اين مطالعه توصيفي
 تهران يهامارستانيمختلف از ب ينيبال يهااز نمونه انتروباكترياسه

 1395-96 يهاسال نيماه در ب، به مدت شش)و ميلاد مطهري(
 90نمونه ادراري،  106تعداد  .آوري شده بودند، انجام شدجمع

از همه . نمونه خون بود 22نمونه خلط و  25نمونه سوختگي، 
جدايه كلبسيلا بودند كه با استفاده از  70آوري شده هاي جمعنمونه
، سيمون سيترات و TSI،SIM  ،MR-VP هاي بيوشيمياييتست

شناسايي  كلبسيلا پنومونيهي عنوان گونهبه ليزين دكربوكسيلاز
  .دندش
  
  يكيوتبييآنت تيحساس نييتع

ها، براي تعيين ت هر يك از ايزولهپس از تعيين هوي
 دستورالعمل بيوتيكي مطابقالگوي حساسيت و يا مقاومت آنتي

2016CLSI  ،ي سفوكسيتين كيوتبييآنت يهاسكيد) µg30( ،
،  )µg30 ( ، سفوتاكسيم)µg10( ، ايميپنم)µg10 ( مروپنم

 )µg10(، سيپروفلوكساسين )µg30 ( ، سفپيم)µg30 ( سفتازيديم
انگلستان  Mast Coانتخاب و از شركت ) µg10( و آميكاسين

-ها نسبت به آنتيبراي تعيين حساسيت ايزوله. خريداري شدند

به اين . بائر استفاده شد -بيوتيك، از انتشار ديسك به روش كربي
 دشها با كدورت نيم مك فارلند تهيه يوني از ايزولهسمنظور سوسپان

وسيله سوآپ از سوسپانسيون بر روي محيط جامد به ].7[
هاي صورت چمني كشت داده شد، سپس ديسكمولرهينتون آگار به

-ها بهبيوتيك بر روي محيط جامد قرار داده شد، سپس پليتآنتي

گذاري خانهگراد گرمدرجه سانتي 37ساعت در دماي  24مدت 
گيري قطر هاله عدم رشد و مقايسه ر مرحله بعدي با اندازهد. دش

هاي مورد نظر تحت عناوين ، ايزوله2016CLSIآن با جدول 
 ATCCياكلياشرش. دندشحساس، نيمه حساس و مقاوم گزارش 

عنوان كنترل به ATCC 700603 كلبسيلا پنومونيهو  25922
كه به حداقل سه خانواده از  يهايجدايه. و مثبت استفاده شد يمنف

عنوان به ،هاي رايج از خود مقاومت نشان دادندبيوتيككلاس آنتي
  ].8[ شناخته شدند) MDR(هاي داراي مقاومت چندگانه جدايه

  
  اي پليمراز واكنش زنجيره

، mrkA ،fimHهاي جفت پرايمر براي تشخيص ژن 5
fimA ،mrkD  وecpA  از مقالات استخراج شد كه توالي

براي انجام . آمده است 1پرايمرهاي مورد استفاده در جدول شماره 
PCR ابتدا ،DNA روش باكتري بهboiling استخراج شد .

:  دشبا مقادير زير آماده  μl25با حجم نهايي  PCRواكنش 
μl5/12 2 ازx PCR Master Mix )شركت Amplicon( ،μl1 
 DNA از Reverse، μl 2 پرايمر از Forward، μl 1پرايمر  از

  .آب مقطر ديونيزه استريل μl 5/8  الگو
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هاي مثبت و منفي براي منظور دقت و صحت انجام تست، كنترلبه
سپس برنامه حرارتي زماني زير براي تكثير . دش هر ژن لحاظ

 5مدت به C95° ليهدماي جداسازي او: شدكار بردهقطعات به
ثانيه، دماي اتصال براي  60مدت به C 95° دماي جداسازيدقيقه، 

-ثانيه، دماي طويل 60مدت و به 1هر ژن با توجه به جدول شماره 

 C 72°سازي نهايي ثانيه و دماي طويل 60مدت به C 72°سازي 
هاي انتخابي براي انجام واكنش تعداد سيكل. دقيقه بود 5مدت به

PCR 30 آشكارسازي محصول همچنين براي . سيكل بودPCR  از
درصد استفاده شد و براي شناسايي طول قطعات از  1ژل آگارز 

  .استفاده شد bp 1000ماركر 
  

  توالي اليگونوكلئوتيدي پرايمرها - 1جدول شماره 

 دماي اتصال  )bp(سايز محصول   رفرنس
° C 

)3-'5'(توالي پرايمر    ژن 

]5[  496  63 F- CGG TAA AGT TAC CGA CGT ATC TTG TAC TG 
R- GCT GTT AAC CAC ACC GGT GGT AAC mrk A   

]9[  757  63 F- CTG AC G CTT TTT ATT GGC TTA ATG GCG 
R- GCA GAA TTT CC G GTC TTT TCG TTT AGT AG mrk D  

]10[  817  59  F- CGCCTGGTCCTTTGCCTGCA 
R- CTGCACGTTGCCGGCGGTAA fim H 

]10[  759 58 F- AATGGTTCACCGGGACATCATGTCC 
R- AAGGATGAAATATCGCCGACATCC ecpA  

]4[  436 58 F- CGG AC G GTA CGC TGT ATT TT 
R- GCT TCG GCG TTG TCT TTA TC fimA 

  
 يجذب نور يريگاندازه لهيوسهب لميوفيب ديتول زانيسنجش م

MPT  
آميزي براي سنجش ميزان بيوفيلم از روش ميكروتيتر پليت و رنگ

 ابتدا هر يك از. ]11[درصد استفاده شد  1/0با كريستال ويوله 
كشت داده و  TSB طيمح تريليليم 5 يحاو يهاها در لولهسويه

در  .شدند يگرماگذارگراد درجه سانتي 37ي ساعت در دما 24
 يهاونيكدورت سوسپانس يسازكسانيمنظور بهمرحله بعدي، 

 هيته(تازه انجام شد  TSB طيدر مح يسازرقيق ي،كروبيم
 150 زانيسپس م .)مك فارلند 5/0با كدورت معادل  ونيسوسپانس

هاي هر يك از چاهكدر  يكروبيم ونياز سوسپانس تريكروليم
درجه  37ي ساعت در دما 24و  ختهير ياخانه 96 يهاتيكروپليم

خارج و  ييسپس محلول رو .داده شد ارقرخانه گراد در گرمسانتي
از سرم  تريكروليم 200مرتبه توسط  3 يها به آرامچاهك

 65 يبه صورت وارونه در دما تيكروپليم .شسته شد يولوژيزيف
از  لم،يوفيبهتر ب كسيجهت ف. دشوتا خشك  درجه قرار داده شد

 15پس از . استفاده شد تريكروليم 100 زانيم به درصد 96اتانول 
ها به تمام خانه .دشدر هوا خشك  تيكروپليالكل خارج و م قهيدق

پس  ،اضافه كرده درصد 5/1 ولهيو ستاليرنگ كر تريكروليم 100
ها از چاهك يتا رنگ اضاف ستشو شدشبا آب  تيپل قهيدق 20از 

ها چاهك به درصد 33 دياس كياز است تريكروليم 150 .خارج شود
 تيكروپليبه سطح م لميوفيباند شده به ب يهاتا رنگ اضافه شد
 ينور منظور سنجش ميزان توليد بيوفيلم، جذببه. آزاد شوند

)OD (با استفاده از دستگاه  نانومتر 550ها در طول موج چاهك
نشان از  ،باشد 1/0 كمتر از OD اگر. گيري شداندازه درير زايالا

نشان از تشكيل  ،باشد OD 1/0-1تشكيل بيوفيلم ضعيف، اگر 
نشان از تشكيل قوي  ،باشد 1بيشتر از  ODبيوفيلم متوسط و اگر 

 Pseudomonas aeruginosa PAO1يهمچنين از سويه .است
كليه . ]12[. عنوان كنترل مثبت براي سنجش بيوفيلم استفاده شدبه

انجام و  25ويرايش  SPSSافزار نرم زها و نتايج با استفاده اتحليل
ها و توليد براي بررسي ارتباط بين نوع ژن. استخراج شده است

  . زمون دقيق فيشر استفاده شدآكردن بيوفيلم از 
  

  نتايج
 هاي مطهريبيمارستاناز  انتروباكترياسه جدايه 243تعداد 

در اين مطالعه مورد بررسي  96تا خردادماه  95ماه مهراز  و ميلاد
سال متغير  15- 45كننده بين طيف سني افراد مراجعه. قرار گرفت

كنندگان را زنان درصد از مراجعه 65همچنين از نظر جنسيتي  .بود
 34نمونه ادراري  106از . دادنددرصد را مردان تشكيل مي 35و 

كلبسيلا نمونه  20نمونه سوختگي  90، از مونيهوكلبسيلا پننمونه 
 22و از  مونيه وكلبسيلا پننمونه  9نمونه خلط  25، از مونيهوپن

هاي درصد جدايه. بود ومونيهكلبسيلا پننمونه  7نمونه خون 
شده در  هاي شناساييو ساير انتروباكترياسيه مونيهوكلبسيلا پن

  .گزارش شده است 1آوري شده در نمودار شماره هاي جمعنمونه
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  آوري شدههاي باليني جمعهاي كلبسيلا و ساير انتروباكترياسيه در نمونهدرصد جدايه -1نمودار شماره 
 

  وگرامبييآنتنتايج 
بائر بر روي  - بيوگرام به روش كربينتايج حاصل از آنتي

- عنوان جدايهجدايه به 62نشان داد كه  جدايه كلبسيلا پنومونيه 70

شناسايي  )MDR(بيوتيكي چندگانه هاي داراي مقاومت آنتي
هاي بيوتيكاز اين ميان بيشترين مقاومت نسبت به آنتي. شدند

 67(و سفتازيديم ) درصد 67(، سفوتاكسيم )درصد 70(سفپيم 
هاي بيوتيكنسبت به آنتي، همچنين بيشترين حساسيت )درصد

 47(و سفوكسيتين ) درصد 57(، مروپنم )درصد 61(ايميپنم 
درصد حساسيت، نيمه حساسيت و  2نمودار شماره . بود) درصد

  .دهدبيوتيك نشان ميها را به تفكيك آنتيمقاومت هريك از ايزوله
  

  
  
  

    
  
  
  
  
  
  
  

  مونيهوپنكلبسيلا هاي بيوتيكي در جدايهدرصد حساسيت آنتي -2 شماره نمودار
*FEP: cefepime, CTX: cefotaxime, FOX: cefoxitin, CAZ: ceftazidime, MEM: meropenem, IMI: imipenem, 

CIP: ciprofloxacin, AK: amikacin S: Sensitive I: Intermediate R: Resistant 
 
  لميوفيتست ب جينتا

 تشكيل به قادر جدايه 57 ،كلبسيلا پنومونيهجدايه  70از 
- بيشترين ميزان تشكيل بيوفيلم قوي مربوط به نمونه. بودند بيوفيلم

هاي خلط و سپس سوختگي، بيشترين ميزان تشكيل بيوفيلم متوسط 

هاي خون و سوختگي، بيشترين ميزان تشكيل مربوط به نمونه
هاي و همچنين عدم تشكيل بيوفيلم مربوط به نمونهبيوفيلم ضعيف 
  .آمده است 3شماره يات بيشتر در نمودار ئجز. ادرار و خون بود
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صد 
در

نمونه

كلبسيلا ساير انتروباكترياسيه
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  آوري شدههاي باليني جمعتوزيع ميزان تشكيل بيوفيلم در نمونه -3شماره نمودار 

  
  PCRروش هاي كدكننده فاكتورهاي ويرولانس بهفراواني ژن

جدايه داراي ژن  60، كلبسيلا پنومونيه جدايه 70از بين 
ecpA ،61  جدايه داراي ژنfimA ،57 جدايه داراي ژن mrkA 

 ،كننده بيوفيلمهاي توليدذكر است كه همه جدايهبهبودند؛ لازم
-اما در ميان سويه. بودند mrkAو  ecpA ،fimAداراي سه ژن 

 5 بودند و fimHجدايه داراي ژن  52ي بيوفيلم هاي توليدكننده
ي كنندههاي توليدهمچنين در ميان سويه. جدايه فاقد اين ژن بودند

 هيجدا 7ها آن نيكه از ببودند  mrkDجدايه داراي ژن  50 بيوفيلم
هايي كه قادر به توليد بيوفيلم تمامي سويه .ژن بودند نيا فاقد

ژل الكتروفورز مربوط  .بودند mrkDو  fimHژن  دو فاقد ،نبودند
 نشان 1 شماره شكل در ويرولانس فاكتورهاي كدكننده هايبه ژن
  .است شده داده

  
 mrkA ،fimH ،fimA  ،mrkDهاي شناسايي ژن -1شكل شماره 

: PCRبا استفاده از روش  مونيهوكلبسيلا پنهاي در جدايه ecpAو 
:  3، شمارهespAژن : 2، شماره ladder 100bp: 1چاهك شماره 

fimA  ، 4شماره :fimH 5، شماره  :mrkD  6و چاهك شماره 
mrkA باشندمي.  

 

  نتايج آناليز آماري 
 SPSSافزار نرم زها و نتايج با استفاده اكليه تحليل

ها و توليد براي بررسي ارتباط بين نوع ژن. انجام شد 25ويرايش 
كه نتايج آن در  آزمون دقيق فيشر استفاده شدكردن بيوفيلم از 

  .آمده است 2جدول شماره 
  

هاي نتايج آزمون فيشر براي بررسي ارتباط بين ژن - 2جدول شماره 
  مورد مطالعه و توليد بيوفيلم

 كل نتايج
biofilm 

كندمينوفيلم توليد بي   
)درصد(   

بيوفيلم توليد 
)درصد( كندمي  

P<001/0 
 )100(57  0  )100(57  مثبت 

mrkA )100(13  )100(13  منفي 0 

P< 001/0  
)100(51  0 )100(51  مثبت 

mrkD )100(19  )4/68(13  )6/31(6  منفي 

P< 001/0  
)100(53  0 )100(53  مثبت 

fimH )100(16  )3/81(13  )8/18(3  منفي 

P< 001/0  
)100(62  )1/8(5  )9/91 (57  مثبت 

fimA )100(8  )100(8  منفي 0 

P< 001/0  
)100(60  )5(3  )0/95 (57  مثبت 

ecpA )100(10  )100(10  منفي 0 

  
شود كه بين توليد بيوفيلم با هر يك از با توجه به نتايج مشاهده مي

از نظر آماري ) mrkA,mrkD,fimH,fimA,ecpA(هاي ژن
به اين معني كه حضور  .)>05/0P(ارتباط معناداري وجود دارد 

براي بررسي . باشدها در توليد بيوفيلم اثرگذار ميهر يك از ژن
آزمون دقيق ارتباط بين مقاومت چندگانه با توليد بيوفيلم نيز از 

.آمده است 3كه نتايج آن در جدول شماره  فيشر استفاده شد
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براي بررسي ارتباط بين مقاومت چندگانه با توليد بيوفيلمنتايج آزمون فيشر  - 3جدول شماره   

  
Biofilm 

  كنديوفيلم توليد ميب نتيجه كل
 )درصد(

  كندبيوفيلم توليد نمي
 )درصد( 

MDR 
 62)100(  9)5/14( 53)5/85( مثبت

  034 /0 P= 
 8)100( 4)50( 4)50( منفي

  
با  MDRومت چندگانه انتايج آزمون دقيق فيشر نشان داد كه مق

  .)>05/0P(باشد توليد كردن بيوفيلم از نظر آماري معنادار مي
  

  بحث
ترين عامل پنوموني باكتريايي شايع كلبسيلا پنومونيه

 .هاي گرم منفي استشده از اجتماع در بين باكتريكسب
 كلبسيلا پنومونيهويرولانس متنوعي در شدت عفونت  فاكتورهاي
ساكاريد كپسولي، پليتوان به مي هاآن از جمله كه نقش دارند

، فاكتورهاي مرتبط با كلونيزاسيون و 3تيپ و پيلي 1تيپ پيلي
ها، منجر به توانايي ايجاد بيوفيلم جدايه .اشاره كرد تشكيل بيوفيلم

در نتيجه شكست . شودبيوتيكي ميمواد آنتيافزايش مقاومت به 
به بيماران را  مير دروافزايش مرگ و درماني، افزايش هزينه درمان

- در مطالعه حاضر بيشترين نمونه جمع .]6،13[ همراه خواهد داشت

ترتيب از ادرار، سوختگي، خلط و خون بود كه با هب ،آوري شده
خلط و خون در مقالات  ،آمده از ادرار، سوختگيدستهاي بهنمونه

، 2001و همكاران در سال  langstraat :ازجمله، مختلفي
Jagnow  2003و همكاران در سال ،Ma-lc  و همكاران در سال

 كلبسيلاجدايه  70از مجموع  ].14- 16[ تطابق داشت 2005
بيوتيكي هاي داراي مقاومت آنتيعنوان جدايهجدايه به 62 پنومونيه

از اين ميان بيشترين مقاومت . شناسايي شدند )MDR(چندگانه 
 67(، سفوتاكسيم )درصد 70(هاي سفپيم بيوتيكنسبت به آنتي

، همچنين بيشترين حساسيت  )درصد 67(و سفتازيديم ) درصد
) درصد 57(، مروپنم )درصد 61(هاي ايميپنم بيوتيكنسبت به آنتي

بيوفيلم  كنندههاي توليدجدايه. بود) درصد 47(و سفوكسيتين 
حالي  از خود نشان دادند، دررا ها بيوتيكبيشترين مقاومت به آنتي

- نسبت به آنتي ،كه قادر به توليد بيوفيلم نبودند يهايجدايه كه

اما در  ها بيشترين حساسيت را از خود نشان دادند؛بيوتيك
و همكاران در سال  Cernohorskáمطالعه  مطالعات ديگر مانند

 كنندههاي توليدجدايه بيوتيكيآنتي حساسيت كه شد مشاهده 2004
هاي سفپيم، بيوتيكنسبت به آنتي كلبسيلا پنومونيهبيوفيلم 

 يابدسفتازيديم، مروپنم، سيپروفلوكساسين و آميكاسين كاهش مي
 علتبه تواندمي اين كه كه با نتايج مطالعه ما مطابقت نداشت ]17[

 همطالع نتايج. باشد مطالعهمختلف در دو  هاينمونه انتخاب

Singla كه مقاومت به آنتي داد نشان 2013 سال در همكاران و-

- هاي توليدهاي سيپروفلوكساسين و آميكاسين در جدايهبيوتيك

همچنين  ].18[ افزايش خواهد يافت كلبسيلا پنومونيهبيوفيلم  كننده
Bellifa كننده هاي توليدجدايه و همكاران بيان كردند كه مقاومت
هاي جنتامايسين، بيوتيكنسبت به آنتي كلبسيلا پنومونيهبيوفيلم 

هايي بيشتر از جدايه بار 10- 12سفوتاكسيم و سيپروفلوكساسين، 
 ].19[ دهنداز خود مقاومت نشان مي ،كنندكه توليد بيوفيلم نمي

Subramanian  80نشان دادند كه  2012و همكاران در سال 
م ئنمونه ادراري با علا 100از  توليدكننده بيوفيلمهاي درصد جدايه

 80درصد و  73درصد،  93درصد،  83ترتيب به عفونت ادراري
سيلين، سفوتاكسيم و آمپي اسيد، درصد به ناليديسيك

-كوتريماكسازول مقاوم بودند كه نتايج آنان در مقايسه با جدايه

خوردار تري بروفيلم نبودند از درصد بالاهايي كه قادر به توليد بي
توان با ساير مطالعات مي با بررسي نتايج اين مطالعه ].20[ بود

-آنتي كننده بيوفيلم داراي مقاومتهاي توليدجدايه نشان داد كه

. هاي غير توليدكننده بيوفيلم هستندبيوتيكي بالاتري نسبت به جدايه
ها در بين بيوتيكشايد تفاوت ميزان مقاومت نسبت به آنتي

ليه باكتري و يا بيان دليل تفاوت در غلظت اومطالعات گذشته به
ها ليه باكتري در توليد بيوفيلم و يا منبع نمونهفاكتورهاي اتصالي او

جدايه  56 ،كلبسيلا پنومونيهجدايه  70در اين مطالعه از بين . باشد
جدايه توانايي تشكيل بيوفيلم  14قادر به توليد بيوفيلم بودند و تنها 

با مطالعات  2008و همكاران در سال   Yang.را نداشتند
كلبسيلا هاي درصد از جدايه 80آزمايشگاهي نشان دادند كه حدود 

قادر  خون و خلط زخم، ادراري، هايجدا شده از نمونه پنومونيه
و همكاران در  Nivedithaهمچنين  ].21[ به تشكيل بيوفيلم هستند

كلبسيلا هاي درصد از جدايه 63نشان دادند كه حدود  2012سال 
جدا شده از ادرار افراد مبتلا به عفونت ادراري قادر به  پنومونيه

-دستهي نتايج بكنندهييدأكه اين نتايج، ت  ]22[ توليد بيوفيلم هستند

 در اين مطالعه نشان داده شد كه .باشدآمده در تحقيق حاضر مي
و خلط داراي هاي سوختگي آمده از نمونهدستهاي بهجدايه

آمده از دستهاي بهتري نسبت به جدايهقدرت تشكيل بيوفيلم قوي
ي هاي خون و ادرار بودند، اين مشاهده با مطالعهنمونه

Naparstek  مطابقت داشت، در بررسي ايشان  2014در سال
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 ينيبال يهانمونه آمده ازدستي بههاهيجدا كهنشان داده شده است 
 يعفون يهامغز استخوان و بافت ،يتنفس يمجرا ينمونه :مانند
ادرار و  يهانسبت به نمونههاي حاصل از سوختگي نمونه :مانند

در مطالعه  ].23[ هستند يشتريب لميوفيب ليتشك ييتوانا يخون دارا
- هاي توليدكننده بيوفيلم مقاومت بالايي نسبت به آنتيما، جدايه

 57سويه از  53. دادندهاي سفالسپورين از خود نشان بيوتيك
داراي  ،)درصد 47/89(اي كه قادر به توليد بيوفيلم بودند سويه

 .بيوتيكي هستندنسبت به مواد آنتي) MDR( مقاومت چندگانه
شده بر روي اين نتايج معنادار بودن همچنين آناليز آماري انجام

-بيوتيكارتباط بين وجود بيوفيلم و مقاومت چندگانه نسبت به آنتي

و همكاران در سال  05/0P<.( Campos(دهد ها را نشان مي
 هاي توليدكننده بيوفيلماز نيويورك گزارش دادند كه جدايه 2015

مقاومت  ي بيوفيلم ضعيف،كنندههاي توليدقوي در مقايسه با جدايه
 هاي بتالاكتام و تايجي سيكلين از خودبيوتيكبالايي نسبت به آنتي

در  ].6[ بود سوآنان هم نتايج با ما هعمطال نتايج كه دهندمي نشان
اند كه بين تشكيل بيوفيلم و نيز نشان داده از مطالعات برخي ديگر

- ها ارتباط معنيبيوتيكهاي داراي مقاومت چندگانه به آنتيجدايه

حاصل از اين مطالعه نشان  PCRنتايج  ].24،21[ داري وجود دارد
 fimA هايتوليدكننده بيوفيلم، داراي ژني جدايه 57 داد كه همه

،mrkA ،ecpA و fimD  بودند و ژنfimH   درصد از  92در
هايي كه قادر درصد از جدايه 36همچنين . ها شناسايي شدجدايه

درصد داراي ژن  29و  fimAبه توليد بيوفيلم نبودند، داراي ژن 
ecpA  بودند، اما ژنmrkA و fim H  جدايهيك از اين در هيچ-

همچنين نتايج آزمون دقيق فيشر نشان داد كه حضور . ها يافت نشد
با توليد بيوفيلم  ecpAو  mrkA ،fimH ،fimA ،mrkDهاي ژن

اي كه توسط در مطالعه). >05/0P(باشد از نظر آماري معنادار مي
Alcántar-Curiel در بين  و همكارانش انجام شد، نشان دادند كه

جدايه قادر به توليد بيوفيلم بودند  55، پنومونيهكلبسيلا جدايه  69
 mrkDدرصد داراي ژن  mrkA، 57ها داراي ژن و تمامي جدايه

طور كه همان ].4[ بودند ecpجدايه داراي ژن  69درصد از  96و 
هايي كه قادر به توليد ذكر شد در مطالعه حاضر،  تمامي  سويه

راستا با نتايج نتايج همند كه اين اشتد mrkAژن  ،بيوفيلم بودند
 Córdova ي ديگري كه توسطدر مطالعه. باشدتحقيق مذكور مي

جدايه  50انجام شد، بيان كردند كه از  2014و همكارانش در سال 
 100هاي باليني مختلف، آمده از نمونهدستبه كلبسيلا پنومونيه

رصد، د 100ترتيب ند و بهها قادر به توليد بيوفيلم بوددرصد جدايه
هاي فاكتور داراي ژن ،هادرصد از جدايه 98 درصد و 84

طور كه همان. ]25[هستند  fimHو  ecpA ،mrkAكلونيزاسيون 
دست آمده از مشخص است نتايج تحقيق حاضر، با نتايج به

ي ييدكنندهتواند تأباشد كه ميي آنان بسيار نزديك به هم ميمطالعه
  .نتايج حاصل از اين مطالعه باشد

  
  گيرينتيجه

تحقيق و ساير با توجه به نتايج نشان داده شده در اين 
توان نتيجه گرفت كه شده در اين زمينه، ميمطالعات قبلي انجام

در بين  با طيف گستردههاي سفالسپورين بيوتيكمقاومت به آنتي
يكي از دلايل اين . سترو به افزايش ا كلبسيلا پنومونيههاي جدايه

تشكيل بيوفيلم در . باشد تواند تشكيل بيوفيلمافزون ميمقاومت روز
در  .شودبيوتيك به باكتري ميعدم دسترسي آنتي ها موجبجدايه
تر تر و مشكلبيوتيكي موجب طولانيافزايش مقاومت آنتي نتيجه

زيادي  شود و علاوه بر اين هزينه اقتصاديعفونت مي شدن درمان
رسد افزايش نظر ميهمچنين به. دكنمي تحميلرا بر بيمار و جامعه 

توليد بيوفيلم با پيدايش مقاومت به چند دارو ارتباط دارد كه اين 
هاي مقاوم را خود گوياي اهميت بررسي وجود بيوفيلم در سويه

شود در ايران براي آگاهي از از اين رو پيشنهاد مي. سازدمي آشكار
رگانيسم مطالعه ا اين بيوفيلم و مكانيسم تشكيل مقاومت الگوي

هايي براي ممانعت و همچنين استراتژي. بيشتري صورت گيرد
-كننده عفونتايجاد هايكنترل شيوع و نظارت مناسب بر باكتري

كني تشكيل بيوفيلم، و در نتيجه منظور ريشههاي بيمارستاني به
  .هاي بيمارستاني صورت گيرددرمان مناسب و كاهش هزينه

  
  تشكر و قدرداني

دانند از تمام دگان اين مقاله بر خود واجب مينويسن
ي ما را در عرصه يداشتچشمدون هيچ و بزرگواراني كه ب انادتاس

  .تشكر و قدرداني كنند ،تحقيقات ياري رساندند
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