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[bookmark: _Hlk231035377]بیوفیلم درسویه‌های با حساسیت به جنتامایسین و ایمی‌پنم ممکن است ارتباط داشته باشد.. نتایج ERIC-PCR  ممکن است نشان دهنده تنوع ژنتیکی در میان ایزوله‌ها باشد.

	متن خبر (حداکثر300 کلمه)
	اهمیت موضوع ( 50 کلمه):

تشکیل بیوفیلم می‌تواند نقش مهمی در پایداری سویه‌های بیمارستانی و کاهش اثربخشی درمان‌های ضدمیکروبی داشته باشد. همچنین، عدم ارتباط الگوهای ERIC-PCR با توانایی تشکیل بیوفیلم و بخش‌های مختلف بیمارستان نشان می‌دهد که این ویژگی‌ها به یک کلون ژنتیکی خاصی محدود نیستند.

مهمترین یافته ها ( 150 کلمه):
[bookmark: _Hlk230601920][bookmark: _Hlk204111025][bookmark: _Hlk228480056]در مطالعه نتایج آزمون میکروتیتر پلیت نشان داد که (33.3 %) تولید کننده بیوفیلم  متوسط، (%25.7) تولیدکننده بیوفیلم قوی  و (15.3%)  تولید کننده بیوفیلم ضعیف بودند. تست حساسیت آنتی بیوتیکی نشان داد که (69.4%) مقاوم به سیپروفلوکساسین، (52.1%) مقاوم به جنتامایسین و (36.8%) مقاوم به امی پنم بودند. تحلیل آماری نشان داد شدت تشکیل بیوفیلم در این سویه‌ها با الگوی حساسیت به جنتامایسین و ایمی‌پنم ارتباط معناداری دارد. همچنین شیوع ژن‌های کدکننده بیوفیلم ( mrkD وfimA ،fimH  ، mrkA، wabG) به ترتیب ( 71.5%، 65.3 % ،  62.5% ، 46.5 % و 27.1% ) بود. نتایج ERIC-PCR نشان‌دهنده تنوع ژنتیکی بالا در میان ایزوله‌ها بود، به‌طوری که ۱۸ الگو با شباهت ۱۰۰٪ (cluster) و تعداد بالایی از سویه‌ها با سطوح شباهت متفاوت (بالا و پایین‌تر از آستانه ۸۰٪) شناسایی شد. طی تحلیل آماری مشخص شد که ارتباط معنا داری بین الگوهای ERIC-PCR باسطوح بیوفیلم و بخش‌های مختلف بیمارستان وجود ندارند.

 پیشنهاد برای کاربرد نتایج طرح بر اساس مهمترین یافته طرح  ( 100 کلمه):

با توجه تشکیل بیوفیلم در بین سویه ها و نقش آنان در انتشار مقاومت‌هاي آنتي‌بيوتيكي در باكتري‌ها بهتر است در زمان های مختلف شيوع بیوفیلم در باكتري هاي گرم منفی مورد بررسي قرار گيرد. بررسی سایر ژن‌های مرتبط با تشکیل بیوفیلم از جمله  luxS، wcaG و rmpA می‌تواند در درک بهتر مکانیسم‌های مولکولی دخیل در تشکیل بیوفیلم مؤثر باشد. از آنجا که ارتباط معنی‌داری بین الگوهای ERIC-PCR و توانایی تشکیل بیوفیلم مشاهده نشد، پیشنهاد می‌شود در مطالعات آینده از روش‌های مولکولی با قدرت تفکیک بالاتر مانند MLST، PFGE و Whole Genome Sequencing (WGS) برای بررسی روابط ژنتیکی ایزوله‌ها استفاده شود.




	آیا این خبر می تواند از نظر اجتماعی، اقتصادی، سیاسی و یا قوانین سازمان غذا و دارو، تبعاتی داشته باشد؟ 
                              بله                               خیر                                         نمی دانم   

	گروه های مخاطب مشخص شوند ( مانند: مردم، رسانه، متخصصان و پژوهشگران، سیاست گذاران ، صنعت و... )
مردم  [image: ]            رسانه ها            متخصصان و پژوهشگران                 سیاست گزاران پژوهشی                 
 سیاستگزاران درمانی⦿


** نکاتی جهت نگارش خبرنامه : مسئولیت محتوای پیام به عهده مجری طرح می‌باشد. در قسمت عنوان خبر الزم است نتیجه طرح تحقیقاتی به صورت یک جمله خبری و تا حد ممکن کوتاه درج گردد.ذکر اعداد و ارقام برای خواننده خسته کننده نباشد و از ذکر Value-Pو روش های آماری خودداری گردد. در صورت وجود ارتباط معنی دار بین دو پارامتر، از درج واژه معنی دار پرهیز کرده و داشتن ارتباط را بیان نمایید. مخاطبین اصلی خبرها در درجه اول رسانه ها و مردم می باشند. بنابراین تا حد ممکن از به کار بردن واژگان و اصطلاحات تخصصی که برای عامه مردم نامفهوم است در عنوان و متن خبر خودداری گردد
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	معرفی محقق :	کد اخلاق: IR.YUMS.REC.1404.106
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	جامعه مورد تحقیق: 
کاربرد تحقیق : 
تاریخ شروع و پایان طرح :25/12/1403
طرح در چه واحد / سازمان / و بخش / حوزه کاربرد دارد؟  حوزه بهداشت و درمان
طرح برای چه گروهی مورد استفاده  قرار می گیرد؟ پزشکی


	چکیده طرح: بطور خلاصه و قابل فهم برای عموم مردم(100 کلمه)
(حتی الامکان از بکاربردن واژه های تخصصی خودداری شود)

[bookmark: _Hlk204109047][bookmark: _Hlk230506723]کلبسیلاپنومونیهیک پاتوژن انسانی وارگانیسم شایع بیمارستانی است. توانایی کلبسیلا پنومونیه در تشکیل بیوفیلم باعث افزایش مقاومت به آنتی بیوتیک ها و زنده ماندن باکتری در محیط میزبان میشود. ژن‌های fimH، fimA، mrkA، mrkD و wabG نقش مهمی در فرآیند تشکیل بیوفیلم دارند. بررسی وضعیت اپیدمیولوژیک این باکتری در هر منطقه می‌تواند اطلاعاتی در مورد نحوه انتشار و الگوی شیوع آن ارائه دهد. هم چنین، مطالعه شیوع ژن‌های مرتبط با بیوفیلم و ارزیابی تنوع ژنتیکی سویه‌ها از طریق فناوری‌های مولکولی، دید جامعی از ساختار جمعیتی و الگوهای گردش این باکتری فراهم می‌کند. 








تاریخ تکمیل فرم: 6/12/1404	









چكيده[footnoteRef:1] ( 1000-400 كلمه):  [1:  شامل مقدمه، روش كار، يافته ها، نتيجه گيري ، کلمات کلیدی] 

کلبسیلاپنومونیهیک پاتوژن مهم انسانی و یک ارگانیسم شایع بیمارستانی است. توانایی کلبسیلا پنومونیه در تشکیل بیوفیلم باعث افزایش مقاومت به آنتی بیوتیک ها و زنده ماندن باکتری در محیط میزبان میشود. ژن‌های fimH، fimA، mrkA، mrkD و wabG نقش مهمی در فرآیند تشکیل بیوفیلم دارند. بررسی وضعیت اپیدمیولوژیک این باکتری در هر منطقه می‌تواند اطلاعات مفیدی در مورد نحوه انتشار و الگوی شیوع آن ارائه دهد. علاوه‌ بر این، مطالعه شیوع ژن‌های مرتبط با بیوفیلم و ارزیابی تنوع ژنتیکی سویه‌ها از طریق فناوری‌های مولکولی، دید جامع‌تری از ساختار جمعیتی و الگوهای گردش این باکتری فراهم می‌کند. در این راستا، پژوهش حاضر با هدف ارزیابی قابلیت تشکیل بیوفیلم، مقاومت آنتی‌بیوتیکی و تایپینگ مولکولی بر پایه روش ERIC-PCR در سویه‌های کلبسیلا پنومونیه یاسوج انجام شد. 
[bookmark: _Hlk204111208]مواد و روش ها : در این مطالعه 144 ایزوله کلبسیلا پنومونیه از نمونه های ادراری در مدت یک سال از بخش های مختلف  بیمارستان های آموزشی شهر یاسوج جمع آوری شدند. تشخیص قطعی ایزولهها پس از تست های بیوشیمیایی از طریق شناسایی ژن ITS) S23S-16 ( به وسیله PCR انجام شد. الگوي حساسیت آنتی‌بیوتیکی با استفاده از روش آنتی بیوگرام تعیین گردید. پس از آن، توانایی تشکیل بیوفیلم در میان ایزوله های کلبسیلا پنومونیه به روش میکروتیتر پلیت مورد بررسی قرار گرفت و حضور ژن‌هاي تشکیل دهنده بیوفیلم با استفاده از پرایمر‌های اختصاصی و روش PCR تعیین شد. همچنین تعیین تایپ های ژنتیکی به روش PCR -ERIC در جدایه ‌های بالینی کلبسیلا پنومونیه انجام شد. 
یافته‌ها : در این مطالعه نتایج آزمون میکروتیتر پلیت نشان داد که (33.3 %) تولید کننده بیوفیلم  متوسط، (%25.7) تولیدکننده بیوفیلم قوی  و (15.3%)  تولید کننده بیوفیلم ضعیف بودند. تست حساسیت آنتی بیوتیکی نشان داد که (69.4%) مقاوم به سیپروفلوکساسین، (52.1%) مقاوم به جنتامایسین و (36.8%) مقاوم به امی پنم بودند. تحلیل آماری نشان داد که شدت تشکیل بیوفیلم در این سویه‌ها با الگوی حساسیت به جنتامایسین و ایمی‌پنم ارتباط معناداری دارد. همچنین شیوع ژن‌های کدکننده بیوفیلم ( mrkD وfimA ،fimH  ، mrkA، wabG) به ترتیب ( 71.5%، 65.3 % ،  62.5% ، 46.5 % و 27.1% ) بود. نتایج ERIC-PCR نشان‌دهنده تنوع ژنتیکی بالا در میان ایزوله‌ها بود، به‌طوری که ۱۸ الگو با شباهت ۱۰۰٪ (cluster) و تعداد بالایی از سویه‌ها با سطوح شباهت متفاوت (بالا و پایین‌تر از آستانه ۸۰٪) شناسایی شد. طی تحلیل آماری مشخص شد که ارتباط معنا داری بین الگوهای ERIC-PCR باسطوح بیوفیلم و بخش‌های مختلف بیمارستان وجود ندارند.
نتیجه‌گیری :  با توجه به نتایج مطالعه و وجود اثرات محتمل ناشی از  بارکتری های مورد مطالعه در زمینه باروری زنان و همچنین شواهد حاکی ارتباط معنی دار بین سرویسیت و   PIDو باکتری های مورد مطالعه، اقدامات تشخیص ملکولی با روش Real time PCR  جهت تشخیص باکتری های مورد مطالعه و سایر عوامل عفونی دخیل در سرویسیت دارای اهمیت می باشد.






بيان مسئله و ضرورت انجام طرح ( حداقل 2000 كلمه):

کلبسیلا پنومونیه[footnoteRef:2] یک باکتری گرم منفی، دارای کپسول ، بدون تحرک و بی هوازی اختیاری است. این باکتری به عنوان یک پاتوژن عفونی فرصت طلب به حساب می آید.‏‏ گونه های کلبسیلا در طبیعت، در آب، خاک و سایر سطوح پیدا می شوند. در مطالعات اخیر شیوع کلونیزاسیون کلبسیلا از  5 تا 35 درصد در کشورهای غربی 8/18 تا 8/87 درصد درکشورهای آسیایی مشاهده شده است[1]. [2:  -Klebsiella pneumoniae] 

کلبسیلا پنومونیه عامل تعدادی از عفونت ها مانند  مننژیت، عفونت های دستگاه  ادراری، باکتریمی، ذات الریه، آبسه های کبدی وعفونت های اکتسابی از جامعه می باشد[2].کلبسیلا پنومونیه‏‏ یکی از علل شایع عفونت های بیمارستانی هست. مقاومت آنتی بیوتیکی و توانایی تشکیل بیوفیلم به عنوان دو فاکتور بیماری زایی ‏‏کلبسیلا پنومونیه‏‏ در عفونت ها تاثیر گذار هستند[3]. بیوفیلم[footnoteRef:3] ها مجموعه ای از یک یا چند گونه باکتری هستند که از ماتریکس خارج سلولی شامل پروتئین ها، کربوهیدرات ها و مواد ژنتیکی تشکیل شده اند. بیوفیلم ها مقاومت بیشتری در برابر عوامل ضد میکروبی نشان می دهند[4]. ‏‏بیوفیلم ‌ها در بسیاری از عفونت‌های بالینی نقش پیداکردند و شواهدی نشان می‌دهد بیماری ‌های مرتبط با بیوفیلم معمولاً عفونت‌های پایداری هستند که به کندی ایجاد می‌شوند، به ندرت توسط سیستم ایمنی از بین می روند[5].فاکتورهای ویرولانس[footnoteRef:4] که در شدت عفونت ‏‏های کلبسیلاپنومونیه‏‏ نقش دارند عبارتند از: پلی ساکاریدهای کپسولی، پیلی نوع 1 و 3،  عوامل دخیل در چسبندگی های تجمعی و سیدروفورها. مواد کپسولی،  ساختارهای فیمبریایی را تشکیل می دهند که پوشاننده سطح باکتری هستند، از یک سو از باکتری در برابر فاگوسیتوز محافظت می کند و از سوی دیگر از کشتن باکتری ها توسط فاکتورهای سرمی باکتری کش جلوگیری می کنند[6]. در هسته داخلی یک بیوفیلم، باکتری ها با اکسیژن کم سازگار می شوند که باعث توقف رشد می شود و به نوبه خود کارایی آنتی بیوتیک هایی را  کاهش می دهد[7]. [3:  -Biofilm]  [4:  -Virulence factors] 

فیمبریا[footnoteRef:5] نوع 1 واسطه چسبندگی به بسیاری از انواع سلول های اپیتلیال است و باعث تسهیل  چسبندگی باکتری ها به اپیتلیوم مثانه میشود. فیمبریا نوع 3 می تواند در شرایط آزمایشگاهی به ماتریکس خارج سلولی بافت های ادراری و تنفسی متصل شود، که درواقع واسطه ی اتصال به سطوح اپیتلیال آسیب دیده هستند. [8].در‏‏ کلبسیلا پنومونیه‏‏‏‏، تشکیل بیوفیلم عمدتا توسط فیمبریا نوع 3 انجام می شود و توسط ژن های ‏‏ (mrkABCDF ‏‏) رمزگذاری می شود ‏‏. ژن ‏‏های mrkA‏‏ و ‏‏mrkD‏‏ نقش کلیدی در تشکیل بیوفیلم ‏‏ کلبسیلا پنومونیه‏‏ دارند ‏‏. ژن ‏‏mrkA‏‏ به تشکیل سریع بیوفیلم کمک می کند و ژن  ‏‏mrkD‏‏ به تشکیل بیوفیلم ‏‏متراکم کلبسیلا پنومونیه‏‏ کمک می کند. ‏فیمبریا نوع 1 ، با عنوان فیمبریای حساس به مانوز ،توسط ژن fim  ‏‏ که از هشت ژن (‏‏fimAICDFGHK)‏‏ تشکیل شده است کدگذاری می شوند. فیمبریا نوع 1 از یک زیر واحد فیمبریا اصلی ، fimA و یک پروتئین چسبندگی ، fimH تشکیل شده است[9]. چندین سروتیپ کپسول در عفونت های تهاجمی ناشی از باکتری یافت شده است. در مطالعات اخیر ، ژن wabG )که لیپوپروتئین کپسول را کد میکند) به عنوان ژن کپسولی در میان ژن های رایج در سویه های  کلبسیلا پنومونیه‏‏ افزایش یافته است[10].درک انتشار سویه های خاص برای اپیدمیولوژی و بررسی گسترش بیماری زایی و مقاومت چندگانه باکتری ها مهم است. در طول زمان، از ابزارهای تایپ و روش های بسیاری برای بررسی تنوع ژنتیکی باکتری ها مورد استفاده قرار گرفته است. از آنجایی که اغلب روش ها پرهزینه وسخت هستند، ابزارهایی مانند توالی اجماع بین ژنی تکراری انتروباکتریال(ERIC-PCR)، که نقش مهمی در پروفایل ژنتیکی کلبسیلا پنومونیه دارندERIC-PCR[footnoteRef:6]. می توانند برای نشان دادن تفاوت های ژنتیکی بین باکتری ها و نوع بندی موجودات بدون دانش قبلی از توالی های DNA استفاده شوند. ERIC-PCR  به تکثیر قطعات DNA ژنومی با استفاده از مجموعه هایی از توالی های نوکلئوتیدی کوتاه تکراری بستگی داردو می توانند طیف گسترده ای از سویه های باکتریایی را در مدت زمان کوتاهی متمایز کنند[11]. ضرورت اجرای طرح کلبسیلا پنومونیه به عنوان یکی از مهمترین و شایع ترین علت ایجادکننده عفونت های مختلف در بیمارستان ها شناخته می شود و فاکتور های ویرولانس آن نقش مهمی در ایجاد بیماری های کشنده دارند. با توجه به اینکه توزیع ایزوله های کلبسیلا پنومونیه در مناطق مختلف متفاوت بوده و همچنین وجود ژن های تولید کننده ی بیوفیلم ( بیوفیلم به عنوان یک فاکتور دیگر مقاومت) که در مناطق جغرافیایی متفاوت بوده است، لذا هدف از این مطالعه بررسی توانایی تولید بیوفیلم، فراوانی ژنهای تولید کننده بیوفیلم ، تعیین مقاومت دارویی و همچنین تعیین تایپ های مولکولی این ایزوله ها به روش ERIC – PCR در بیماران مراجعه کننده به بیمارستان های آموزشی در شهر یاسوج در سال 1404-1403می باشد. [5:  -Fimbriae]  [6:  Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain Reaction] 



بررسي متون: 

[bookmark: _Hlk228474428][bookmark: _Hlk228474676][bookmark: _Hlk228474713]طبق مطالعه ای که توسط رهام  و همکاران  در سال2021 در مصر‏ باعنوان ‏عوامل تعیین کننده بیماری زایی مرتبط با تشکیل بیوفیلم توسط کلبسیلاپنومونیه مسبب عفونت خون اکتسابی–بیمارستانی، بر روی 108 جدایه کلبسیلاپنومونیه انجام گرفت، مشخص شد کلبسیلاپنومونیه واجد توانایی تولید بیوفیلم، با وجود برخی از ژن‌های حدت مرتبط است، اما این رابطه نیاز به بررسی بیشتر دارد.  هدف از این کار بررسی 10 ژن حدت بود که ممکن است در تشکیل بیوفیلم در سویه‌های کلبسیلاپنومونیه که باعث عفونت جریان خون می‌شوند، کمک کنند. حساسیت به آنتی بیوتیک های مختلف با روش دیسک دیفیوژن آزمایش شد. توانایی تشکیل بیوفیلم بااستفاده از روش صفحه کشت بافت تشخیص داده شد.در نتیجه توانایی تشکیل بیوفیلم در 6/55 درصد از سویه های مورد مطالعه مشاهده شد. تشکیل بیوفیلم در بین جدایه های مثبتwcaG، fimH، wabGو mrkDدر مقایسه با ایزوله های منفی برای همان ژن ها شایع تر بود. ارتباط بین توانایی تشکیل بیوفیلم و وجود ژن های wcaG و fimH در جدایه های باکتری کلبسیلا پنومونیه نشان می دهد که این ژن ها به عنوان اهداف درمانی امیدوارکننده ای هستند[2].مطالعه ی الوان و همکارانش در سال 2024 در بغداد  با عنوان آنالیزمولکولی ژن fimH در کلبسیلا پنومونیه تولید کننده بیوفیلم و مقاوم به چند دارو بر روی502نمونه بالینی از چندین بیمارستان در بغدادانجام شد. این مطالعه با هدف آنالیز مولکولی ژن fimH در کلبسیلاپنومونیه مولد بیوفیلم و مقاوم به چند دارو انجام گرفت. حدود 68 (27.2%) جدايه کلبسیلاپنومونیه به دست آمد. آزمایش انتشار دیسک آگار برای غربالگری حساسیت آنتی بیوتیکی مطابق با CLSI 2023 مورد استفاده قرار گرفت. در نتیجه، 44 (64.7%) ایزوله باکتریایی MDR شناسایی شد که به یک یا چند دسته از سه کلاس آنتی بیوتیک مقاوم بودند. تولید بیوفیلم برای این سویه‌های MDR با استفاده از روش قرمز کنگو شناسایی شد. تعداد کلنی های سیاه و خشک کریستالی که به عنوان تست مثبت در نظر گرفته شدند، 32 (72.7%) بود. DNA از 24 سویه که تولید کننده MDR و بیوفیلم بودند استخراج شد. به دنبال آن، از فناوری PCR برای تکثیر ژن fimH با استفاده از پرایمرهای خاص استفاده شد . fimH در تمامی این جدایه ها (100%) شناسایی شد. این مطالعه نشان داد که در بین سویه‌های بیوفیلم ‌ساز تشکیل بیوفیلم و گسترش مقاومت دارویی در کلبسیلاپنومونیه و افزایش بیان ّfimH رابطه وجود دارد[69].محمد و همکارانش در سال 2015 مطالعه ای در شهرموصل باعنوان ارتباط تشکیل بیوفیلم با حضور ژن های fimH و mrkD در باکتری های اشرشیا کلای و کلبسیلاپنومونیه جدا شده از بیماران برروی 173 نمونه بالینی انجام گرفت. هدف از این مطالعه بررسی تشکیل بیوفیلم در بین کلیفرم ها و بررسی ارتباط بین تشکیل بیوفیلم و حضور ژن های fimH و mrkD به ترتیب در ایزوله های اشرشیا کلای و کلبسیلاپنومونیه. بود. توانایی گونه های کلیفرم برای تشکیل بیوفیلم با استفاده از روش کمی و کیفی مورد ارزیابی قرار گرفت. در روش کیفی بیوفیلم از روش کنگو رد آگار (CRA) استفاده شد. از (85 گونه باکتریایی)، 44 گونه (8/51 درصد) تولید کننده بیوفیلم بودند. از روش صفحه کشت بافت (TCP) در سنجش کمی تشکیل بیوفیلم استفاده شد. نتایج نشان داد که 46 گونه (1/54 درصد) بیوفیلم به شدت تولید کردند. نتایج نشان داد که تمام اشریشیا کلی  های تولید کننده بیوفیلم (100 درصد) جدا شده از نمونه های عفونت ادراری از نظر ژن fimH مثبت بودند. درحالی که که تمام کلبسیلا پنومونیه  های تولید کننده بیوفیلم (100 درصد) جدا شده از عفونت ادراری و DFIها از نظر ژن mrkD مثبت بودند[70].آلبرو و همکارانش در سال 2020 در مصربا عنوان ژن mrkD تنظیم کننده تشکیل بیوفیلم در ارتباط با مقاومت آنتی بیوتیکی مطالعه ای  در 84 ایزوله های بالینی کلبسیلا پنومونیه از بیمارستان های دانشگاه علوم پزشکی منوفیا  انجام دادند. الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی به روش دیسک دیفیوژن تعیین شد. توانایی بیوفیلم سازی تمام جدایه های کلبسیلا پنومونیه با روش کنگو رد آگار اصلاح شده MCRA فنوتیپی نشان داده شد و روش PCR حضور ژن mrkD را به عنوان تعیین کننده ژنتیکی تشکیل بیوفیلم تأیید کرد. بیشترین میزان مقاومت مربوط به سفتریاکسون (69 درصد) و پس از آن آزترئونام (9/67 درصد) و 7/66 درصد مربوط به هر یک از پیپراسیلین و سفتازیدیم و کمترین میزان مقاومت مربوط به فوسفومایسین (3/8 درصد) بود. تولید بیوفیلم در بین 3/83 درصد جدایه ها به روش MCRA شناسایی شد. روش PCR متداول نشان داد که 92 درصد از جدایه ها دارای ژن mrkD هستند که ارتباط بسیار معنی داری با تشکیل بیوفیلم دارد. شیوع روزافزون و توانایی قابل توجه در به دست آوردن مقاومت آنتی بیوتیکی در بین ایزوله های کلبسیلا پنومونیه همراه با تشکیل بیوفیلم باید هشدار بیشتری در مورد خطر این پاتوژن در محیط های بیمارستانی داشته باشد[71].سارا و همکارانش مطالعه ای در سال  2023درکوفه باعنوان بررسی فنوتیپی و ژنوتیپی برخی فاکتورهای حدت در جداسازی کلبسیلا پنومونیه از زخم پای دیابتی و عفونت ادراری بر روی 42نمونه بالینی کلبسیلا پنومونیه انجام دادند. فاکتورهای حدت موجود کلبسیلا پنومونیه با روش های فنوتیپی و ژنوتیپی تشخیص داده می شود. جدایه های کلبسیلا پنومونیه که از نظر فاکتورهای بیماریزایی مختلف مثبت بودند، در لایه اسلیم 34 (9/80 درصد)، ژلاتیناز 11 (1/26 درصد)، بیوفلیم 41 (6/97 درصد) و لیپاز 0 (0) بودند. تشخیص ژنوتیپی نشان داد که کلبسیلا پنومونیه دارای ژن حدت است و برای wabG  (40 درصد) و برای fimH (40 درصد) بود[72].در سال  2019 رمایا و همکارانش در هند مطالعه ای با عنوان شناسایی ژن های حدت مرتبط با بیماری زایی در 370 ایزوله غیر تکراری از ‏‏کلبسیلا پنومونیه‏  انجام شد. واکنش زنجیره ای پلیمراز (PCR) برای شناسایی ژن های مختلف بیماری زایی از جمله ژن A مرتبط با موکوویسکوزیته (magA)، ژن مرتبط با متابولیسم آلانتوئین (allS)، جذب آهن فریک کلبسیلا (kfu)، ژن مرتبط با کپسول A (k2A)، تنظیم کننده فنوتیپ موکوئید A (rmpA)، انتروباکتین (entB)، یرسینی اباکتین (ybtS)، آئروباکتین، فیمبریل آدزین fimH) و یوریدین-دی فسفات گالاکتورونات 4-اپیمراز (uge) انجام شد. تست حساسیت آنتی بیوتیکی و تشخیص مبتنی بر PCR ژن های کد کننده بتالاکتاماز مانند بتالاکتامازهای طیف گسترده، AmpCs و کارباپنمازها انجام شد. ‏ درنتیجه سیدروفور entB در اکثر جدایه ها (5/90 درصد) وجود داشت. از 370 ایزوله، 345 ایزوله حامل چندین ژن حدت بودند. 15 ژن حدت منفرد و 10 ژن دارای هیچ یک از ژن های حدت مورد مطالعه نبودند. شایع ترین ترکیب وقوع entB و fimH بود. کلبسیلاپنومونیه بیماری زا می تواند ژن های حدت منفرد تا چندگانه را در خود جای دهد. عفونت تهاجمی حتی با یک ژن حدت منفرد حاوی کلبسیلاپنومونیه می تواند منجر به پیامدهای ضعیفی شود[73].دلال و همکارانش  در سال 2024در بغداد با عنوان ‏شناسایی برخی ژن های کپسول (ugE، wabG و ycfM) در ایزوله های بالینی کلبسیلا پنومونیه مقاوم به کارباپنم بیمارستان های شهر بغداد ‏مطالعه ای انجام شد. هدف از این مطالعه شناسایی راهکارهای موثر در کاهش انتشار مقاومت آنتی بیوتیکی کارباپنم است. از120 نمونه تنها 50 ایزوله (41.6 درصد) ‏‏کلبسیلا پنومونیه‏‏ بودند. تست حساسیت آنتی بیوتیکی بر روی سه نوع دیسک کارباپنم یعنی ایمی پنم، مروپنم و دوروپنم نشان داد که مروپنم موثرترین آنتی بیوتیک است و پس از آن ایمی پنم و در نهایت دوریپنم با درصد مقاومت (به ترتیب 30، 40 و 56 درصد) قرار دارند. با استفاده از پرایمرهای اختصاصی PCR که به طور اختصاصی برای این مطالعه طراحی شده بودند، ژن های مرتبط با کپسول در 25 ایزوله مقاوم و حساس شناسایی شدند. ‏‏cfm‏‏ غالب ترین ژن و پس از آن ‏‏wabG‏‏ و ‏‏uge‏‏ با درصد (به ترتیب 88، 84 و 72 درصد) بودند. نتیجه گیری شد که بین ژن های مرتبط با کپسول و مقاومت به کارباپنم در ‏‏کلبسیلا پنومونیه‏‏ ‏‏ارتباط وجود دارد‏[74].مطالعه ای توسط جابر و همکارنش در سال 2022 در بغداد باعنوان تشخیص مولکولی ژنهای fimH&mrkD تولیدکنندگان قوی بیوفیلم و کلبسیلا پنومونیه  MDRانجام شد. هدف از این مطالعه شناسایی حضور ژن های فیمبریا (نوع 1 و 3) در سویه های کلبسیلا پنومونیه جدا شده از منابع بالینی مختلف بر اساس مقاومت آنتی بیوتیکی و توانایی آن ها در تشکیل بیوفیلم بود. یافته ها طیف وسیعی از درصدهای مقاومت را نشان داد که شامل 5/52 درصد برای پنی سیلین، 5/40 درصد برای تری متوپریم/سولفامتوکسازول، 5/34 درصد برای سفالوسپورین ها، 25/6 درصد برای فلوروکینولون ها و 5/2 درصد برای هر یک از کارباپنم، آمینوگلیکوزید، تتراسایکلین و نیتروفورانتوئین بود. از تکنیک میکروتیتر پلیت 96 چاهکی برای تولید بیوفیلم استفاده شد. نتایج نشان داد که هر 40 جدایه کلبسیلا پنومونیه (100 درصد) بیوفیلم قوی تولید کردند. به منظور شناسایی ژن های دخیل در تشکیل بیوفیلم (fimH & mrkD) و ژن های مسئول چسبندگی در فیمبریا نوع 1 و 3 با استفاده از روش PCR سنتی، یازده جدایه برای آنالیز مولکولی انتخاب شدند که سازندگان بیوفیلم و MDR قدرتمند هستند. یافته ها نشان داد که از 11 ایزوله 8 ایزوله (7/72 درصد) دارای ژن fimH یا mrkD هستند[75]بختیاری و همکارانش  در تهران در سال 2021مطالعه ای باعنوان  ‏بررسی ارتباط بین حضور ژن ‏‏های rmpA‏‏، ‏‏mrkA و mrkD‏‏ با مقاومت آنتی بیوتیکی در ایزوله های بالینی ‏‏کلبسیلا پنومونیه‏‏ بیمارستان های شهر تهران الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی انجام شد و تشکیل بیوفیلم به صورت فنوتیپی ارزیابی شد. در نهایت ژن های β-لاکتاماز و ژن های چسبندگی با روش PCR شناسایی شدند.‏در این مطالعه 457 ایزوله ‏‏کلبسیلا پنومونیه از بیمارستان های شهر تهران جمع آوری شد. 110 جدایه به ایمی پنم مقاوم بودند. 50 ایزوله از نظر متالو-β-لاکتاماز مثبت بودند که 39 ایزوله (45/35 درصد) دارای ژن ‏‏blaKPC‏‏، 18 ایزوله (36/16 درصد) دارای ژن blaVIM-1 و 9 ایزوله (18/8 درصد) دارای ژن blaIMP-1 بودند که به روش PCR شناسایی شدند. 60 جدایه (54/54 درصد) بیوفیلم قوی، 35 ایزوله (81/31 درصد) بیوفیلم متوسط و 15 ایزوله (63/13 درصد) بیوفیلم ضعیف داشتند. حضور ژن های چسبندگی در جدایه ‏‏های کلبسیلا پنومونیه‏‏ با ژن های مقاومت ارتباط معنی داری داشت (001‏‏/0<P‏‏).‏  طی این مطالعه مشخص است که مقاومت ضد باکتریایی ارتباط معنی داری با تشکیل بیوفیلم در جدایه ‏‏های کلبسیلا پنومونیه‏‏ دارد. بنابراین، درک الگوی مقاومت و مکانیسم های منجر به تشکیل بیوفیلم می تواند درمان کارآمد عفونت های ناشی از ‏‏کلبسیلا پنومونیه‏‏ را تسهیل کند[76]. مطالعه ای توسط فاطیما و همکارانش دراندونزی در سال  2024 با عنوان آنتی بیوتایپینگ و ردیابیRAPD و ERIC-PCR جدایه های بالینی کلبسیلا پنومونیه در یک بیمارستان مرجع عالی در دنپاسار، بالی، اندونزی انجام شد . این مطالعه با هدف بررسی استفاده از آنتی بیوتایپینگ، RAPDو ERIC-PCR برای بررسی ناهمگنی ‏‏کلبسیلا پنومونیه‏‏ جدا شده از نمونه های بالینی انجام شد. تمامی جدایه ها با استفاده از پرایمر AP4 تحت RAPD-PCR و با پرایمر ERIC-2 ERIC-PCR قرار گرفتند. دندروگرام با استفاده از نرم افزار GelJ تولید و برای تعیین شباهت آن مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. تجزیه و تحلیل آنتی بیوگرام و شاخص تنوع تایپ مولکولی محاسبه شد. در نتیجه آنتی بیوتایپینگ، RAPD و ERIC-PCR قدرت تمایز قدرتمندی را در بین جدایه ها نشان دادند و از تنوع جدایه های کلبسیلا پنومونیه در مطالعه حاضر حمایت کردند. این ترکیب‌ها می‌توانند ابزارهای امیدوارکننده‌ای برای تعیین روابط کلونال باشند، از جمله در ردیابی انتقال عامل شیوع در محیط بیمارستان[11].


روش اجراي طرح[footnoteRef:7]  ( طبق پروپوزال كامل نوشته شود): [7:  شامل اهداف ، سوالات و فرضیات پژوهش مطابق با پروپوزال] 


نمونه  گیری و جداسازی: 
[bookmark: _Hlk199179814]سویه‏های کلبسیلا پنومونیه جداشده از نمونه‏های بالینی ادراری بیماران در آزمایشگاه های بیمارستان های آموزشی شهر یاسوج در سال 1404- 1405 جمع‏آوری می شود و روی پلیت های بلاد آگار  و مکانکی آگارکشت می شوند وبه مدت 18 تا 24 ساعت در37 درجه سانتی گراد انکوبه می شوند. شناسایی اولیه جدایه های کلبسیلا پنومونیه براساس مورفولوژی و تکنیک رنگ آمیزی گرم انجام می شود. سپس با استفاده از روش های میکروب شناسی و تکنیک های بیوشیمیایی استاندارد)تست های -TSI سیموت سیترات  ( MR/VP-SIM –شناسایی و تعیین هویت خواهد شد. جهت تایید نهایی کلبسیلاپنومونیه ، حضور ژن ITS) S23S_ 16 (  تحت واکنش زنجیره ای پلیمراز (PCR)قرار میگیرند. سپس سویه های های تایید شده به عنوان کلبسیلا پنومونیه در محیط کشت (TSB) به همراه 10 تا 20 درصد گلیسرول در دمای 70- درجه سانتی گراد ذخیره می شوند.توانایی تشکیل بیوفیلم کلبسیلا پنومونیه  با استفاده از میکروتیتر پلیت ارزیابی ‏‏خواهدشد. ابتدا ایزوله هارا بر روی محیط کشت مایع (Brain heart  infusion :BHI)  حاوی 1% گلوکز کشت می شوند و در دما 37درجه سانتی گراد انکوبه می شوند سپس کشت را با محیط کشت  BHIحاوی 1% گلوکز به نسبت 1به 20 میکرولیتر از محلول رقیق می کنیم و به چاهک های  پلیت اضافه می  شوند و به مدت 48 ساعت دردمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه می شوند .چاهک کنترل منفی  شامل 200 میکرولیتر  BHIحاوی 1% گلوکزخواهد بود. مرحله بعد شست و شو سه مرتبه چاهک  ها برای حذف باکتری های متصل نشده، با استفاده از بافرPBS است،  سپس از سدیم استات 2% به منظور تثبیت باکتری ها به ته چاهک  به مدت 10 دقیقه  استفاده می شود. بعد از دور انداختن سدیم استات اضافی اجازه داده میشود که چاهک ها  در دمای اتاق خشک  شوند. مرحله بعد رنگ آمیزی چاهک ها با استفاده از کریستال ویوله 1/0% است پس از خارج کردن کریستال ویوله ،به منظور خارج کردن رنگ های  متصل نشده از شستشو به وسیله PBS استفاده می شود. حداکثر طول موج جذبی ( OD) هر چاهک با استفاده ازدستگاه ELISA Reader در طول موج630نانومتر خوانده می شود. توانایی تشکیل بیوفیلم در ایزوله های مورد نظر بر اساس جذب کریستال ویوله متصل شده به سلول های موجود در بیوفیلم دسته بندی می شوند[24].
خواهد بود. Kelebsiella pneumonia ATCC 700603سوش استاندارد باکتری مورد نظر
روش آنتی بیوگرام: از دیسک های آنتی بیوتیک اختصاصی هرآنتی بیوتیک  استفاده می شود.
روش ژنوتیپی: به منظور شناسایی ژن های مرتبط با بیوفیلم ( mrkD، wabG، fimH ،fimAو mrkA)ابتدا از نمونه مورد نظر، با استفاده از روشboiling، استخراج DNA صورت می گیرد و سپس واکنش PCR توسط دستگاه ترموسایکلر وتوالی پرایمرهای اختصاصی  انجام می شود.
تایپینگ  مولکولی:پس از جمع آوری نمونه ها، برای شناسایی تایپ های مختلف باکتری ، از روشERIC- PCR  به عنوان  روش فناوری ژنتیکی مقرون به صرفه، استفاده می شود.
تکنیک ERIC-PCR در ترموسایکلر با استفاده از پرایمرهای ERIC-forward و معکوس، انجام می شود. پروتکل PCR شامل یک چرخه دناتوراسیون اولیه در 95 درجه سانتیگراد به مدت 5 دقیقه، به دنبال آن  چرخه دناتوراسیون در دمای 94 درجه سانتیگراد به مدت 1 دقیقه، بازپخت در دمای 48 درجه سانتیگراد به مدت 1 دقیقه، گسترش در دمای 72 درجه سانتیگراد به مدت 1 دقیقه و یک چرخه نهایی تقویت در دمای 72 درجه سانتیگراد به مدت 10 دقیقه خواهد بود.. محصولات PCR بر روی ژل آگارز 1.5% با ولتاژ ثابت 70 ولت به مدت یک ساعت بارگذاری می شوند و الگوهای نواری تحت اشعه ماوراء بنفش مشاهده می شوند. الگوهای ERIC توسط سرویس تجزیه و تحلیل داده آنلاین تجزیه و تحلیل می شوند. پروفایل های ERIC برای تهیه درخت فیلوژنتیک خوشه بندی می شوند. جدایه هایی با دو یا چند باند متفاوت در الگوی باندبندی ERIC به عنوان انواع مختلف ERIC در نظر گرفته شدند. دندروگرام بر اساس خوشه ها ترسیم  خواهدشد[14].


یافته ها[footnoteRef:8]( حداقل 2000 كلمه) [8:  شامل پاسخ مشخص  به اهداف  ( اصلی – اختصاصي) ، سولات و فرضيات ذكر شده در پروپوزال باشد. این بخش شامل جداول نمودارها و متون مرتبط با این جداول و نمودار ها می باشد . رعایت الگوی نوشتاری و تدوین جداول و نودارها ضروری است.] 

[bookmark: _Hlk219466738][bookmark: _Hlk188392025]طی مطالعه حاضر، 144 ایزوله از بخش های مختلف بیمارستان های آموزشی شهر یاسوج جمع آوری شد. از میان ايزوله‌ها‌ي کلبسیلا پنومونیه بیشترین نمونه‌ها‌ از بیمارستان شهید جلیل به تعداد   88ایزوله (61.1%)، بیمارستان امام سجاد به تعداد 38 ایزوله (26.4%) و کمترین تعداد مربوط به بیمارستان شهید بهشتی با 18 ایزوله (12.5%) گرفته شده است(جدول 1-4). در ضمن ایزوله های مورد مطالعه از بخش های مختلف بیمارستان ها جدا گردیده اند که از این میان بیشترین میزان جداسازی مربوط به بخش ICU به تعداد 86 ایزوله (59.7%) و کمترین میزان مربوط به بخش نفرولوژی و جراحی به ترتیب 5 ایزوله  3.5% و 6 ایزوله 4.2 %بوده است(جدول 2-4). از این میان 87 ایزوله (%60.4) مربوط به افراد مونث و 57 ایزوله (39.6%) مربوط به افراد مذکر بوده است(نمودار1-4).

	[bookmark: _Hlk219728229]درصد
	تعداد
	مراکز مختلف

	12.5%
	18
	بیمارستان شهید بهشتی

	26.4%
	38
	بیمارستان امام سجاد

	60.4%
	87
	بیمارستان شهید جلیل


جدول ‏4‑1: فراوانی ایزوله‌ها‌ی به دست آمده از مراکز مختلف
بیمارستان شهید جلیل بیشترین فراوانی ایزوله ی مورد نظر را دارا بود.
	درصد
	تعداد
	بخش های بیمارستان

	59.7
	86
	icu

	19.4
	28
	بیماران سرپایی

	3.5
	5
	نفرولوژی

	8.3
	12
	عفونت

	4.2
	6
	جراحی

	4.9
	7
	بخش زنان


[bookmark: _Hlk219728295] 




فراوانی نمونه های بخش های مختلف جدول

[image: ]
[bookmark: _Hlk219740726]نمودار 1-4:توزیع فراوانی جنسیت افراد
4-2-2 -نتایج حاصل از آزمایشات فنوتیپی 
[bookmark: _Hlk219728424]جدول ‏40‑3: نتایج حاصل از بررسی ویژگی های مورفولوژیک و ﺗﺴﺖ ﻫﺎي تائیدی فنوتیپی
	تست انجام‌شده
	نتیجه

	مورفولوژی
	کوکسی‌باسیل‌های کوتاه و غیرمتحرک، دارای یک کپسول کلنی‌های صورتی‌رنگ چسبنده

	تنفس
	بی‌هوازی اختیاری

	رنگآمیزی گرم
	منفی

	تست اوره آز
	مثبت(رنگ لوله از نارنجی به صورتی /قرمز میشود )

	تست سیمون سیترات 
	مثبت (رنگ لوله از سبز به آبی تبدیل میشود)

	 تست اندول  
	منفی  

	تست متیل رد 
	منفی

	رشد بر روی EMB 
	کلنی صورتی اغلب موکوییدی

	حرکت
	مغیرمتحرک

	تست VP   
	مثبت

	H2S
	تولید نمی کند











[bookmark: _Hlk220416498]ابتدا به منظور اطمینان ازخالص بودن نمونه‌ها‌ به طور مجزا آزمایشات افتراقی جهت تائید این باکتری‌ها‌ انجام پذیرفت.
[bookmark: _Hlk187142409] نتایج به‌دست‌آمده از آزمایش حساسیت ضد میکروبی نشان داد که ایمی پنم قوی‌ترین آنتی‌بیوتیک‌ها علیه ایزوله‌های کلبسیلاپنومونیه و بالاترین میزان مقاومت مربوط به جنتامایسین و سیپروفلوکساسین بود.
[bookmark: _Hlk219728507]جدول4-4: نتایج حاصل از حساسیت آنتی بیوتیک 
	درصد
	تعداد
	سطوح
	آنتی بیوتیک

	13.9
	20
	حساس
	
سیپروفلوکساسین

	16.7
	24
	نیمه حساس
	

	69.4
	100
	مقاوم
	

	30.6
	44
	حساس
	
جنتامایسین

	17.4
	25
	نیمه حساس
	

	52.1
	75
	مقاوم
	

	41.0
	59
	حساس
	
امیپنم

	22.2
	32
	نیمه حساس
	

	36.8
	53
	مقاوم
	


	[bookmark: _Hlk220416700]درصد
	تعداد
	سطوح
	آنتی بیوتیک

	13.9
	20
	حساس
	
سیپروفلوکساسین

	16.7
	24
	نیمه حساس
	

	69.4
	100
	مقاوم
	


4-2-4- نتایج تشکیل بیوفیلم به روش میکروتیتر پلیت الایزا
[bookmark: _Hlk230601772]براي تمامي سویه‌هاي كه در روش‌هاي فنوتيپي و روش مولکولی به عنوان کلبسیلا پنومونیه تایید شدند، آزمون تشکیل بیوفیلم به روش میکروتیتر پلیت انجام گرفت و مشاهده شد 3/74% سویه های دارای توانایی تشکیل بیوفیلم  بودند که 48 ایزوله (33.3 %) تولید کننده بیوفیلم  متوسط، 37 ایزوله(%25.7)تولیدکننده بیوفیلم قوی  و22 ایزوله (15.3%) تولید کننده بیوفیلم ضعیف بودند بودند.
(نمودار2-4)
[image: ]
[bookmark: _Hlk219740767][bookmark: _Hlk188392944]نمودار2-4: توزیع فراوانی تشکیل بیوفیلم
دراین بررسی مشاهده شد 3/74% سویه های دارای توانایی تشکیل بیوفیلم بودند.
[bookmark: _Hlk219721626]4-2-5- نتایج ارتباط  بین مقاومت به آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین با بیوفیلم درایزوله های کلبسیلا پنومونیه 
[bookmark: _Hlk230602097]بر اساس نتایج آزمون کای‌دو، ارتباط بین شدت تشکیل بیوفیلم (ضعیف، متوسط و شدید) و حساسیت به آنتی‌بیوتیک سیپروفلوکساسین مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که تفاوت معناداری بین گروه‌های مختلف شدت بیوفیلم از نظر الگوی حساسیت به سیپروفلوکساسین وجود ندارد   (05/0<P-value). این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم ارتباط معناداری با حساسیت یا مقاومت به سیپروفلوکساسین نداشته و تغییرات مشاهده‌شده می‌تواند ناشی از عوامل تصادفی باشد ( جدول5-4).
جدول‏0‑5:ارتباط بین مقاومت آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین و بیوفیلم

	[bookmark: _Hlk219721843]متغیر
	سطوح
	مقاومت به آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین
	شاخص آزمون
	مقدار معنی داری
	اندازه اثر

	
	
	حساس
	نیمه حساس
	مقاوم
	
	
	

	
تشکیل بیوفیلم
	فاقدبیوفیلم
	(24.3) 9
	(18.9) 7
	(56.8) 21
	33/7
	291/0
	23/0

	
	ضعیف
	(13.6) 3
	(13.6) 3
	(72.7) 16
	
	
	

	
	متوسط
	(12.5) 6
	(12.5) 6
	(75.0) 36
	
	
	

	
	شدید
	(5.4) 2
	(21.6) 8
	(73.0) 27
	
	
	


این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم ارتباط معناداری با حساسیت یا مقاومت به سیپروفلوکساسین نداشته و تغییرات مشاهده‌شده می‌تواند ناشی از عوامل تصادفی باشد.
[bookmark: _Hlk219469277]6-2-4 -نتایج ارتباط بین مقاومت به آنتی بیوتیک  جنتامایسین با بیوفیلم درایزوله های کلبسیلا پنومونیه 
[bookmark: _Hlk219728577][bookmark: _Hlk230602148][bookmark: _Hlk230602375]نتایج آزمون کای‌دو نشان داد که بین وضعیت تشکیل بیوفیلم (فاقد بیوفیلم، بیوفیلم ضعیف، متوسط و شدید) و الگوی حساسیت به آنتی‌بیوتیک جنتامایسین (حساس، نیمه‌حساس و مقاوم) ارتباط آماری معناداری وجود دارد (006/0P-value=) همچنین اندازه اثر محاسبه ‌شده برابر با 35 /0 که نشان‌دهنده اندازه اثر تقریبا متوسط است. این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم می‌تواند با تغییر در الگوی حساسیت به جنتامایسین همراه باشد ( جدول 6- 4).
جدول 6‑4: ارتباط بین مقاومت آنتی بیوتیک جنتامایسین و بیوفیلم
	متغیر
	سطوح
	مقاومت به آنتی بیوتیک جنتامایسین
	شاخص آزمون
	مقدار معنی داری
	اندازه اثر

	
	
	حساس
	نیمه حساس
	مقاوم
	
	
	

	 
تشکیل بیوفیلم
	فاقدبیوفیلم
	(1/35)13
	(3/24) 9
	(5/40) 15
	59/17
	006/0
	35/0

	
	ضعیف
	(4/36) 8
	(4/36) 8
	(3/27) 6
	
	
	

	
	متوسط
	(3/31)15
	(5/12)6
	(3/56)27
	
	
	

	
	شدید
	(6/21)8
	(4/5)2
	(0/73)27
	
	
	


این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم می‌تواند با تغییر در الگوی حساسیت به جنتامایسین همراه باشد
[bookmark: _Hlk219722068]7-2-4 -نتایج ارتباط بین مقاومت به آنتی بیوتیک  امی پنم با بیوفیلم درایزوله های کلبسیلا پنومونیه 
[bookmark: _Hlk219728597]نتایج آزمون کای‌دو نشان داد که بین وضعیت تشکیل بیوفیلم (فاقد بیوفیلم، بیوفیلم ضعیف، متوسط و شدید) و الگوی حساسیت به آنتی‌بیوتیک امی پنم (حساس، نیمه‌حساس و مقاوم) ارتباط آماری معناداری وجود دارد (0001/0>P-value). همچنین اندازه اثر محاسبه‌شده برابر با 46 /0 که نشان‌دهنده اندازه اثر متوسط است. این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم می‌تواند با تغییر در الگوی حساسیت به ایمی پنم همراه باشد ( جدول 6- 4).

جدول‏4‑7: ارتباط بین مقاومت آنتی بیوتیکی امی پنم و بیوفیلم
	[bookmark: _Toc216701451][bookmark: _Toc217046561][bookmark: _Toc113391692][bookmark: _Toc113392197]متغیر
	سطوح
	مقاومت به آنتی بیوتیک امی پنم
	شاخص آزمون
	مقدار معنی داری
	اندازه اثر

	
	
	حساس
	نیمه حساس
	مقاوم
	
	
	

	 
تشکیل بیوفیلم
	فاقدبیوفیلم
	(8/56)21
	(3/24)9
	(9/18)7
	70/30
	0001/0>
	46/0

	
	ضعیف
	(5/45)10
	(7/22)5
	(0/25)12
	
	
	

	
	متوسط
	(0/50)24
	(./25)12
	(0/25)12
	
	
	

	
	شدید
	(8/10)4
	(2/16)6
	(0/73) 27
	
	
	


این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم می‌تواند با تغییر در الگوی حساسیت به ایمی پنم همراه باشد.
PCR 8-2-4- نتایج فراوانی نسبی ژن های مرتبط با بیوفیلم به روش 
[bookmark: _Toc216701452][bookmark: _Hlk219489878]‌wabG 1-8-2-4 -توزیع فراوانی ژن
[bookmark: _Hlk215927562]برای  ژنwabG  با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي PCR گذاشته شد. تمام 144 سویه از نظر حضور این ژن مورد تاييد قرار گرفتند با بررسی نتایج این ژن مشاهده شده است که 103 سویه (5/71%) واجد این ژن هستند (شکل 1-4).
[bookmark: _Hlk230602815][image: ]
شکل 1-4: نتایج الکتروفورز قطعه 683 جفت بازی حاصل از تکثیر ژن wabG.
[bookmark: _Hlk230602336][bookmark: _Hlk230603214] با بررسی نتایج این ژن مشاهده شده است که 103 سویه (5/71%) واجد این ژن هستند. 
[bookmark: _Toc216701453][bookmark: _Hlk215927639][bookmark: _Hlk219490294][bookmark: _Hlk220421682]) fimH،fimA  2-8-2-4- توزیع فراوانی ژن‌های تشکیل دهنده بیوفیلم (
[bookmark: _Hlk215929194][bookmark: _Hlk230602906]برای ژن (fimH،fimA)  با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي  و به صورت مجزاPCR گذاشته شد. تمام 144 سویه از نظر حضور این ژن مورد بررسی قرار گرفتند . با بررسی این ژن ها  مشاهده شد ژن fimA در 67 سویه (5/46%)، ژن fimH نیز در 90سویه (5/%62) وجود داشته اند (شکل 2-4و شکل 3-4)
[image: ]
[bookmark: _Hlk188393067][bookmark: _Hlk215929810]
شکل 2-4:نتایج الکتروفورز قطعات 817جفت بازی که به ترتیب حاصل از تکثیر ژن ه fimA
[image: ]
[bookmark: _Hlk219740009]شکل 3-4:نتایج الکتروفورز قطعات 436جفت بازی که به ترتیب حاصل از تکثیر ژن های  fimH
[bookmark: _Hlk230603161]با بررسی این ژن ها  مشاهده شد ژن fimA در 67 سویه (5/46%)، ژن fimH نیز در 90سویه (5/%62) وجود داشته اند.
[bookmark: _Toc216701454][bookmark: _Hlk215929458])mrkD،mrkA 3-8-2-4-توزیع فراوانی ژن‌های تشکیل دهنده بیوفیلم(
[bookmark: _Hlk215929864]برای تمامي سویه‌هاي كه در روش‌هاي فنوتيپي به عنوان کلبسیلا پنومونیه تعيين هويت شدند، PCR Multiplex برای ژن های (mrkD،mrkA)با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي گذاشته شد. تمام 144 سویه از نظر حضور این ژن مورد بررسی قرار گرفتند. با بررسی این ژن ها مشاهده شد ژن mrkA در 94 سویه (3/65%)، ژن mrkD نیز در 39 سویه (1/%27) وجود داشته اند(شکل 4-4).
[image: ]
[bookmark: _Hlk219740127]شکل 4-4: نتایج الکتروفورز قطعات 817,436 جفت بازی که به ترتیب حاصل از تکثیر ژن های
 )mrkD, mrkA(
[bookmark: _Hlk230603002]با بررسی این ژن ها مشاهده شد ژن mrkA در 94 سویه (3/65%)، ژن mrkD نیز در 39 سویه (1/%27) وجود داشته اند.
[bookmark: _Hlk219728622]

جدول 8-4: فراوانی نسبی ژن های مرتبط با بیوفیلم
	[bookmark: _Hlk188393167]ردیف

	ژن های مرتبط
 با  بیوفیلم
	مثبت
	منفی

	
	
	تعداد
	درصد
	تعداد
	درصد

	1
	wabG
	103
	5/%71
	41
	5/28 %

	2
	fimH
	90
	[bookmark: _Hlk228479813]5/%62
	54
	5/%37

	3
	fimA
	67
	5/%46
	77
	5/53 %

	4
	mrkD
	39
	1/%27
	105
	9/%72

	5
	mrkA
	94
	3/%65
	50
	7/%34











با بررسی این ژن ها مشاهده شد ژن mrkA در 94 سویه (3/65%)، ژن mrkD نیز در 39 سویه (1/%27)، ژن fimA در 67 سویه (5/46%)، ژن fimH نیز در 90سویه (5/%62) و ژنwabG 103سویه (5/71%) وجود دارد.
ERIC-PCR9-2-4- نتایج حاصل ازتایپینگ مولکولی به روش 
[bookmark: _Hlk219740219]تایپینگ ژنتیکی ۱۴۴ ایزوله جمع‌آوری شده از سه بیمارستان با استفاده از پرایمر اختصاصی ERIC-PCRانجام شد (نمودار 5-4). 
[image: ]شکل 5-4: نتایج حاصل الکتروفورز ژل ERIC-PCR
بر اساس آستانه شباهت ۸۰٪، ایزوله‌ها به چند خوشه ژنتیکی و تعدادی ایزوله singleton تقسیم شدند.
دندروگرام حاصل از الگوی باندهای ERIC-PCR نشان‌دهنده تنوع ژنتیکی قابل توجه بین ایزوله ها بود، به‌طوری که تحلیل شباهت منجر به شناسایی ۱۸ کلون ( 50 ایزوله cluster) با شباهت ۱۰۰% شد که در این میان، کلون‌های متشکل از ۸ و ۶ ایزوله، بیشترین فراوانی را داشتند. همچنین، 22 ایزوله در سطوح شباهت بالاتر از ۸۰%similar)) و ۵3 ایزوله به صورت منفرد (singleton) با شباهت ژنتیکی کمتر از ۸۰% طبقه‌بندی شدند. کلون‌های مشابه و سویه‌های منفرد شناسایی شده در این پژوهش احتمال انتقال بیمارستانی و گردش سویه‌های پایدار و همچنین پویایی ژنتیکیِ جمعیت باکتریایی را به تصویر می‌کشند(شکل 6-4).
همه ی سویه‌های مورد آنالیزدر شکل 6-4 به صورت شاخه‌های جداگانه نمایش داده شده‌اند. *همه ی تصاویر درج شده در این آزمون ها نمونه هایی از تصاویر گرفته شده از کل تصاویر PCR  می باشد.
[bookmark: _Hlk219740268][image: ]
شکل6-4: دندروگرام حاصل از الگوهای باندهای ERIC-PCR مربوط به ۱۴۴ ایزوله‌یکلبسیلا پنومونیه
تحلیل باندها توسط انستیتو پاستور ایران انجام شده است. محور افقی درصد شباهت ژنتیکی بین ایزوله‌ها را نشان می‌دهد، و ایزوله‌هایی با شباهت ژنتیکی بیش از ۸۰٪ در یک خوشه قرار گرفته‌اند.
[bookmark: _Hlk231140596][bookmark: _Hlk230475403]10-2-4: نتایج  ارتباط تایپ های به دست آمده با روش -pcr Ericباسطوح بیوفیلم درایزوله های کلبسیلا پنومونیه
[bookmark: _Hlk230603797]بر اساس نتایج آزمون کای‌دو، ارتباط بین شدت تشکیل بیوفیلم (ضعیف، متوسط و شدید) و تایپ های به دست آمده مورد بررسی قرار گرفت.  نتایج نشان داد که تفاوت معناداری بین گروه‌های مختلف شدت بیوفیلم از نظر تایپ های مختلف وجود ندارد.این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم ارتباط معناداری باتایپ های به دست امده  نداشته و تغییرات مشاهده شده  می‌تواند ناشی از عوامل تصادفی باشد (05/0<P-value) (جدول9-4).
[bookmark: _Hlk230480369]جدول 9-4: ارتباط تایپ های به دست آمده با روش Eric-pcr بابخش های مختلف بیمارستان درایزوله های کلبسیلا پنومونیه
	[bookmark: _Hlk230473448][bookmark: _Hlk230477206]متغیر
	سطوح
	گروه های مختلف Eric-pcr
	شاخص آزمون
	مقدار معنی داری

	
	
	cluster
	Similar
	singleton
	
	

	تشکیل بیوفیلم
	فاقدبیوفیلم
	(5/40)15
	(2/16) 6
	(4/32) 12
	11.92
	206/0

	
	ضعیف
	(1/9) 2
	 (2/18) 4
	(5/45) 10
	
	

	
	متوسط
	(3/33) 16
	 (7/16) 8
	(5/37) 18
	
	

	
	شدید
	(9/45)17
	(8/10) 4
	(1/35)13
	
	


این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم ارتباط معناداری باتایپ های به دست امده  نداشته و تغییرات مشاهده شده  می‌تواند ناشی از عوامل تصادفی باشد.
[bookmark: _Hlk231140691][bookmark: _Hlk230477551]11-2-4:نتایج ارتباط تایپ های به دست آمده با روش Eric-pcr بابخش های مختلف بیمارستان درایزوله های کلبسیلا پنومونیه 
[bookmark: _Hlk230475921][bookmark: _Hlk230603914]بر اساس نتایج آزمون کای‌دو، ارتباط بین شدت تشکیل بیوفیلم (ضعیف، متوسط و شدید) و تایپ های به دست آمده مورد بررسی قرار گرفت.  نتایج نشان داد که تفاوت معناداری بین گروه‌های مختلف شدت بیوفیلم از نظر تایپ های مختلف وجود ندارد.این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم ارتباط معناداری باتایپ های به دست امده  نداشته و تغییرات مشاهده شده  می‌تواند ناشی از عوامل تصادفی باشد (05/0<P-value)(جدول10-4) .
[bookmark: _Hlk231140986]جدول10-4: ارتباط تایپ های به دست آمده با روش Eric-pcr بابخش های مختلف بیمارستان در ایزوله های کلبسیلا پنومونیه
	متغیر
	سطوح
	گروه های مختلف Eric-pcr
	شاخص آزمون
	مقدار معنی داری

	
	
	cluster
	Similar
	singleton
	
	

	بخش های مختلف بیمارستان
	icu
	(2/37)32
	(1/15) 13
	(6/32) 28
	07/15
	342/0

	
	بیماران سرپایی
	(6/28) 8
	 (6/3) 1
	(6/53) 15
	
	

	
	نفرولوژی
	(0/40) 2
	 (0/20) 1
	(0/20) 1
	
	

	
	عفونی
	(3/33)4
	(7/16) 2
	(0/50)6
	
	

	
	جراحی
	(3/33) 2
	(3/33) 2
	(3/33) 2
	
	

	
	بخش زنان 
	(6/28) 2
	(9/42) 3
	(3/14) 1
	
	


این یافته‌ها بیانگر آن است که شدت تشکیل بیوفیلم ارتباط معناداری باتایپ های به دست امده  نداشته و تغییرات مشاهده شده  می‌تواند ناشی از عوامل تصادفی باشد.






بحث و نتيجه گيري (حداقل 2000 كلمه):

[bookmark: _Hlk174800394][bookmark: _Hlk174800468][bookmark: _Hlk174800493]بیماری های عفونی یکی از عوامل مهم مرگ و میر انسان در سراسر جهان است. عفونت‌های ناشی از زخم جراحی، عفونت دستگاه تنفس و لوزه ها، عفونت دستگاه گردش خون و عفونت ادراری در بین عفونت‌های بیمارستانی از اهمیت خاصی برخوردارند[82]. کلبسیلا پنومونیه نوعی باکتری گرم‌منفی، میله‌ای شکل و کپسول‌دار است که وجود همین کپسول ضخیم به آن ظاهری براق و لعاب‌مانند می‌دهد و باعث مقاومت بالایش در برابر سیستم ایمنی و برخی ضدعفونی‌کننده‌ها می‌شود[37]. کلبسیلا به ‌دلیل داشتن کپسول ضخیم پلی‌ساکاریدی از فاگوسیتوز فرار می‌کند و یکی از مهم‌ترین عوامل بیماری‌زایی آن همین کپسول است. این باکتری با داشتن فیمبریا و بیوفیلم به بافت‌ها و تجهیزات پزشکی (مثل سوند و ونتیلاتور) می‌چسبد و در محیط بیمارستان عفونت‌های مقاوم ایجاد می‌کند[83]. 
ژن‌های fimH و fimA در کلبسیلا پنومونیه مسئول تولید و ساخت پیلی نوع 1 هستند که امکان چسبیدن باکتری به سلول‌های اپیتلیال میزبان، به‌ویژه در مجاری ادراری و تنفسی، را فراهم می‌کند و نقش مهمی در تشکیل بیوفیلم و تثبیت عفونت‌های مزمن دارند[84]. همچنین ژن‌های mrkA و mrkD جزو mrk operon هستند که پیلی نوع 3 را تولید می‌کنند؛ mrkA پروتئین اصلی و mrkD چسبنده انتهایی پیلی را کد می‌کند و این ترکیب باعث اتصال باکتری به سطوح بیولوژیک و تجهیزات پزشکی می‌شود و بیوفیلم مقاوم ایجاد می‌کند[85]. علاوه بر این، ژن wabG در سنتز لیپوپلی‌ساکارید و کپسول نقش دارد و به کلبسیلا کمک می‌کند تا در برابر فاگوسیتوز و حمله سیستم ایمنی مقاومت کند، بنابراین حضور این ژن‌ها با افزایش ویرولانس و شدت عفونت‌های بیمارستانی مرتبط است[86].
بیوفیلم ها که ساختارهايي متشكل از اجتماع باكتري ها هسـتند در يك مـاتريكس پليمري که خود باكتري ها آن را توليد ميكنند محصور شـده اند [87]. علاوه بر این، بسیاری از سویه‌های بیمارستانی کلبسیلا، به ویژه تولیدکننده β‑لاکتامازهای گسترده طیف (ESBL) و کارباپنماز، مقاومت چنددارویی دارند. این ترکیب مقاومت دارویی و توانایی تشکیل بیوفیلم، کلبسیلا را به یکی از شایع‌ترین پاتوژن‌های بیمارستانی تبدیل کرده است [66, 88] .
[bookmark: _Hlk174800511] روش ERIC‑PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR) یک تکنیک مولکولی است که از نواحی تکراری ژنومی در باکتری‌های گرم‑منفی برای تولید الگوهای باندی DNA استفاده می‌کند. در کلبسیلا پنومونیه، این روش به‌عنوان ابزاری سریع و نسبتاً ارزان برای بررسی تنوع ژنتیکی، تشخیص کلون‌ها و ردیابی شیوع بیمارستانی کاربرد دارد[89]. 
[bookmark: _Hlk219725322]2-5- فراوانی نسبی ژن های مرتبط با بیوفیلم 
[bookmark: _Hlk228971786][bookmark: _Hlk228971798][bookmark: _Hlk174709999]در این مطالعه 144ایزوله بالینی کلبسیلا پنومونیه از بیمارستان‌های آموزشی شهر یاسوج، ایران جمع آوری گردید. مطالعه حاضر ، شیوع ژن های wabG (5/71%)وfimH ( 5/62%) را توصیف کرد، که این نتایج با برخی از مطالعات در ایران، مانند پورمحمدی حسینی و همکاران در سال 2023 که ژن های fimHوwabG به ترتیب (96%) و(94/%) گزارش کرده بودند، مشابهت دارد [10]. هم چنین در مطالعه ای که بختیاری  و همکاران در سال 2022 در تهران انجام دادند ، ژن های mrkA، mrkD به ترتیب(69%و81%)گزارش کردند، که در مقایسه با شیوع  ژن های(mrkD 1/27% )و(mrkA 3/65% ) در مطالعه ی حاضر به ترتیب  کمتر و مشابه هستند [76]. در مطالعه شیوایی و همکارانش در قم با عنوان شیوع ژن های ویرولانس mrkD ،ecpA ،mrkA ،fimH ،fimA مؤثر در تشکیل بیوفیلم در بین ایزوله های کلبسیلا پنومونیه جدا شده از نمونه های بالینی انجام گرفت ، مشابهت هایی در درصد ژن ها بجز ژن mrkD (درصد آن درمطالعه مورد نظر ما  کمتر بود) مشاهده شد [79]. مطالعه ای توسط جابرو همکارنش در سال 2022 در بغداد انجام شد، یافته ها نشان داد که از 11 ایزوله 8 ایزوله (7/72 درصد) دارای ژن fimH یا mrkD هستندکه این درصدها با مطالعات حاضر مشابه می باشند،این تفاوت‌ها در شیوع ژن های مورد مطالعه  را می‌توان با تفاوت در بیماران مورد مطالعه ، مناطق جغرافیایی، سیاست‌های کنترل عفونت و تکنیک‌های تشخیصی توضیح داد.
[bookmark: _Toc216701458][bookmark: _Toc217046564][bookmark: _Hlk184588520]3-5- الگوی مقاومت آنتی‌بیوتیکی 
در مطالعه ما میزان مقاومت آنتی‌بیوتیکی به آنتی بیوتیک های جنتامایسین ،امی پنم وسیپروفلوکساسین اندازه گیری شد. بیشترین مقاومت این باکتری ها در برابر سیپروفلوکساسین (4/%69) و  وجنتامایسین (1/52%)  بود و کمترین مقاومت مربوط به  امی پنم (8/36% ) بود. شناسایی و گزارش دقیق مقاومت های ایجاد شده، به انتخاب درمان آنتی ‌بیوتیکی مناسب و کنترل و به حداقل رساندن انتشار این ایزوله ها کمک می‌کند. در مطالعه ای در ایران  کاظمی و همکاران در سال 2025  مقاومت ایزوله های کلبسیلا پنومونیه در سیپروفلوکساسین، جنتامایسین و ایمی پنم به ترتیب 46٪، 48٪ و 26٪ بود [90]. و همچنین در مطالعه دیگری سیرسا وهمکاران در سال 2019 در رومانی انجام دادند، مقاومت ایزوله های کلبسیلا پنومونیه ایمی پنم(5/21%)، سیپروفلوکساسین(46/71%)، جنتامایسین(5/26%)  گزارش شد که با نتایج درج شده سازگاری داشته است[91]. در مطالعه  ژنگ و همکاران که در سال 2017 تا2022 انجام دادند، مقامت به ایمیپنم در بازه 2017–2020 به ‌ترتیب  4.8% (2017), 6.2% (2018), 6.7% (2019), 6.5% (2020) گزارش شده است[92]. در مطالعه احمدیشور و همکاران در سال 2020 نیز مشابهت هایی در مورد مقاومت به سیپروفلوکساسین (51.6% )گزارش شده است و در مطالعه عمر و احمد  در سال2023 ،درمسکو، درگروه MDR مقادیر مقاومت به جنتامایسین98%  مشاهده شد که کمی بالا تر از مشاهدادت بوده است[93]. روش های مختلف کشت و جداسازی، سنجش حساسیت آنتی‌بیوتیکی، تفاوت های جغرافیایی و جمعیت های مورد مطالعه نیز باعث تفاوت در آمارهای ارائه شده می‌شوند. هم چنین مواردی مانند تجویز نامناسب و فراوانی آنتی‌بیوتیک‌ها در عفونت‌های غیر باکتریایی، کامل نشدن دوره درمان و در دسترس بودن آسان آنتی بیوتیک ها به ظهور و گسترش سویه ‌های مقاوم کمک می‌کند. 
[bookmark: _Hlk184588571][bookmark: _Toc216701459][bookmark: _Toc217046565] 4- 5- فراوانی تشکیل بیوفیلم 
[bookmark: _Hlk97525005][bookmark: _Hlk87257272][bookmark: _Hlk87257758][bookmark: _Hlk87257561][bookmark: _Hlk87080507][bookmark: _Hlk87425363][bookmark: _Hlk87425400]تشکیل بیوفیلم حساسیت به درمان ضد میکروبی را کاهش میدهد و در نتیجه هزینه های درمانی بالایی برای بیماران به دنبال خواهد داشت. در پژوهش حاضر از 144 کلبسیلا پنومونیه جمع آوری شده، 107 ایزوله (3/74%) مولد بیوفیلم و تعداد 37 ایزوله (7/25%) فاقد بیوفیلم در روش میکروتیتر پلیت می باشند ، در این میان فراوانی هر یک از سطوح تشکیل بیوفیلم شامل: بیوفیلم قوی 37 ایزوله (7/25%) ، بیوفیلم متوسط  48 ایزوله (3/33%) ، بیوفیلم ضعیف 22ایزوله (3/15) می باشند. در مطالعه ای که بختیاری و همکارانش  در تهران در سال 2021 انجام گرفت ، در بین جدایه  ها60 ایزوله(54/54 درصد) بیوفیلم قوی، 35 ایزوله (81/31 درصد) بیوفیلم متوسط و 15 ایزوله (63/13 درصد) بیوفیلم ضعیف داشتند،که نشان دهنده ی تفاوت هایی در تعداد باکتری مولد بیوفیلم قوی ومتوسط هستند[76]. در مطالعه دیگری که نیرواتی و همکاران بر روی سویه های کلبسیلا پنومونیه انجام دادند مشاهده شد که۱۴۸ (۸۵.۶۳٪) جدایه تولیدکننده بیوفیلم بودند که ۴۵ (۲۶.۹۵٪) جدایه به عنوان قوی، ۴۸ (۲۸.۷۴٪) جدایه به عنوان متوسط ​​و ۵۰ (۲۹.۹۴٪) جدایه به عنوان تولیدکننده بیوفیلم ضعیف عمل می‌کردندکه با مطالعه ما تقریبا سازگار بودند .[94]. در مطالعه ی دیگری که توسط کریمی وهمکاران در همدان انجام دادند  (74.5%) جدایه کلبسیلا پنومونیه بیوفیلم تشکیل دادند و بر اساس آنالیز بیوفیلم، 27 (32.5%) جدایه بیوفیلم ضعیف، 18 (21.6%) جدایه بیوفیلم متوسط ​​و 17 (20.4%) جدایه تولیدکننده قوی بیوفیلم بودند، گزارش شده است [95]. از جمله دلایل این تفاوت‌ها،‌ می‌توان منبع جداسازی ایزوله‌ها‌ و ژنوتیپ باکتری اولیه وارد شده در منطقه را نام برد. تشکیل بیوفیلم فنوتیپی در همه جدایه‌ها تشخیص داده نشد که ممکن است به قابلیت اطمینان تست‌های فنوتیپی نسبت داده شود. 
[bookmark: _Toc217046566][bookmark: _Toc216701460][bookmark: _Hlk184588636][bookmark: _Hlk219725537] ERIC-PCR 5-5- تایپینگ براساس
به‌منظور بررسی فراوانی نسبی تایپینگ مولکولی ایزوله‌های کلبسیلا پنومونیه ، در این مطالعه از روش ERIC-PCR استفاده شد. آنالیز الگوهای باندی حاصل از این روش در ۱۴۴ ایزوله جمع‌آوری‌شده از سه بیمارستان آموزشی نشان داد که ایزوله‌ها دارای الگوهای ژنتیکی متنوعی بوده و در قالب کلاسترهای ژنتیکی مشترک و ایزوله‌های منفرد (Singleton) طبقه‌بندی شدند.
[bookmark: _Hlk219545811]بررسی دندروگرام ERIC-PCR نشان داد که برخی تایپ‌های مولکولی دارای فراوانی نسبی بالاتری بوده و شامل تعداد بیشتری از ایزوله‌ها در یک کلاستر مشترک هستند. این یافته بیانگر غلبه نسبی برخی سویه‌های ژنتیکی در محیط بیمارستانی و احتمال انتشار کلونال آن‌ها می‌باشد. در مقابل، مشاهده ایزوله‌های سینگل با الگوهای ژنتیکی منحصربه‌فرد نشان‌دهنده فراوانی کمتر برخی تایپ‌های مولکولی و ورود سویه‌های غیرمرتبط از منابع مختلف به محیط بیمارستان است.
وجود همزمان تایپ‌های مولکولی غالب و تایپ‌های با فراوانی کمتر نشان می‌دهد که اپیدمیولوژی کلبسیلا پنومونیه در بیمارستان‌های مورد بررسی، ترکیبی از انتقال درون‌بیمارستانی و منابع مستقل عفونت می‌باشد. این نتایج اهمیت بررسی فراوانی نسبی تایپ‌های مولکولی را در شناسایی سویه‌های غالب و کنترل عفونت‌های بیمارستانی برجسته می‌سازد. در مطالعات سیفی در سال 2016 سطح بالایی از تنوع ژنتیکی در بین سویه‌های کلبسیلا پنومونیه مشاهده شد[96].در مطالعه ی دیگر توسط پارسایی و همکارانش نتایج ERIC PCR تنوع ژنتیکی بالایی را در بین سویه‌های کلبسیلا پنومونیه نشان داد که توزیع پلی ‌کلونال جدایه‌های کلبسیلا پنومونیه در بیمارستان‌های بروجرد وجود دارد، که این مطالعات با مطالعات ما سازگار هستند[97].
 در مطالعه حاضر، تایپ مولکولی ایزوله‌های کلبسیلاپنومونیه با استفاده از روش ERIC-PCR نشان داد که بین الگوهای ژنتیکی به‌دست‌آمده و توانایی تشکیل بیوفیلم ارتباط معنی‌داری وجود ندارد. همچنین ارتباط مشخصی میان کلاسترهای ژنتیکی و بخش‌های مختلف بیمارستان مشاهده نشد. این یافته نشان می‌دهد که سویه‌های دارای شباهت ژنتیکی لزوماً رفتار فنوتیپی مشابهی از نظر تشکیل بیوفیلم ندارند و انتشار ایزوله‌ها نیز محدود به بخش خاصی از بیمارستان نبوده است.
نتایج مطالعه حاضر با یافته‌های مطالعه‌ی BMC Pharmacology and Toxicology در سال 2021همخوانی دارد که در آن پژوهشگران گزارش کردند اگرچه برخی ایزوله‌های قرارگرفته در یک کلاستر ERIC-PCR دارای توانایی مشابه در تشکیل بیوفیلم بودند، اما ارتباط آماری معنی‌داری بین الگوهای ژنتیکی و شدت بیوفیلم مشاهده نشد. پژوهشگران بیان کردند که تشکیل بیوفیلم تحت تأثیر عوامل مختلفی مانند ژن‌های ویرولانس، سیستم‌های تنظیمی و شرایط محیطی قرار دارد و تنها وابسته به شباهت ژنتیکی کلی سویه‌ها نیست.[98]
همچنین یافته‌های این پژوهش با مطالعه دیگری که بر روی ایزوله‌های بیمارستانی در کرج در سال 2020انجام شد مطابقت دارد؛ در آن مطالعه نیز ارتباط مشخصی میان تایپ‌های مولکولی و محل جداسازی ایزوله‌ها در بخش‌های مختلف بیمارستان مشاهده نشد و محققان احتمال دادند که جابه‌جایی بیماران، انتقال تجهیزات آلوده و انتشار وسیع سویه‌ها در محیط بیمارستان باعث پراکندگی ژنتیکی ایزوله‌ها شده باشد. این موضوع می‌تواند توضیح‌دهنده عدم تمرکز کلاسترهای خاص در یک بخش مشخص بیمارستان در مطالعه حاضر باشد.[99]
در مجموع، نتایج این پژوهش و مطالعات مشابه نشان می‌دهد که اگرچه روش ERIC-PCR ابزار مناسبی برای بررسی تنوع ژنتیکی و اپیدمیولوژی مولکولی کلبسیلا پنومونیه است، اما به‌تنهایی نمی‌تواند پیش‌بینی‌کننده ویژگی‌های فنوتیپی مانند توانایی تشکیل بیوفیلم یا الگوی انتشار در بخش‌های بیمارستانی باشد. بنابراین، استفاده همزمان از روش‌های مولکولی دقیق‌تر و بررسی ژن‌های اختصاصی مرتبط با بیوفیلم و مقاومت آنتی‌بیوتیکی می‌تواند درک جامع‌تری از اپیدمیولوژی این باکتری فراهم کند.

نتیجه گیری:
مطالعه حاضر نشان داد که تشکیل بیوفیلم در ایزوله‌های بالینی کلبسیلا پنومونیه شیوع بالایی دارد و ژن‌های fimH و wabG پرشیوع‌ترین ژن‌های مرتبط با بیوفیلم هستند. تشکیل بیوفیلم با مقاومت به ایمی‌پنم و جنتامایسین ارتباط معنی‌دار داشت، اما مقاومت به سیپروفلوکساسین تحت تأثیر آن نبود، که احتمالاً به دلیل مکانیزم خاص اثر فلوروکینولون‌ها یا مقاومت ژنتیکی مستقل جهش در gyrA/gyrB و efflux pump است.همچنین، مشاهده کلون‌های مشابه در کنار ایزوله‌های منفرد، نشان‌دهنده احتمال انتقال بیمارستانی و پویایی ژنتیکی جمعیت باکتریایی است. این یافته‌ها اهمیت بالینی سویه‌های تولیدکننده بیوفیلم را برجسته می‌کند و بر نیاز به پایش مستمر بیوفیلم، الگوهای مقاومت و اپیدمیولوژی مولکولی برای کنترل مؤثر عفونت و انتخاب درمان بهینه تأکید دارد. عدم وجود ارتباط میان الگوهای ERIC-PCR با توانایی تشکیل بیوفیلم و محل انتشار ایزوله‌ها نشان می‌دهد که این ویژگی‌ها احتمالاً تحت تأثیر عواملی غیر از الگوهای ژنتیکی حاصل از ERIC-PCR قرار دارند.



پیشنهادات:
1- با توجه به ظهور تشکیل بیوفیلم در بین سویه ها و نقش آنان در انتشار مقاومت‌هاي آنتي‌بيوتيكي در باكتري‌ها بهتر است در زمان های مختلف شيوع بیوفیلم در باكتري هاي گرم منفی مورد بررسي قرار گيرد.
2- بررسی سایر ژن‌های مرتبط با تشکیل بیوفیلم از جمله  luxS، wcaG و rmpA می‌تواند در درک بهتر مکانیسم‌های مولکولی دخیل در تشکیل بیوفیلم مؤثر باشد.
3- از آنجا که ارتباط معنی‌داری بین الگوهای ERIC-PCR و توانایی تشکیل بیوفیلم مشاهده نشد، پیشنهاد می‌شود در مطالعات آینده از روش‌های مولکولی با قدرت تفکیک بالاتر مانند MLST، PFGE و Whole Genome Sequencing (WGS) برای بررسی روابط ژنتیکی ایزوله‌ها استفاده شود.
4- بررسی بیان ژن‌های مرتبط با بیوفیلم در سطح RNA با استفاده از Real-Time PCR می‌تواند اطلاعات دقیق‌تری در مورد نقش این ژن‌ها در شدت تشکیل بیوفیلم ارائه دهد.
5- با توجه به ارتباط معنی‌دار تشکیل بیوفیلم با مقاومت به ایمی‌پنم و جنتامایسین، مطالعات بیشتری برای بررسی مکانیسم‌های مولکولی مشترک بین مقاومت آنتی‌بیوتیکی و تشکیل بیوفیلم توصیه می‌شود.
6- ارزیابی اثربخشی ترکیبات ضدبیوفیلم، نانوذرات و عوامل مهارکننده تشکیل بیوفیلم در کنار آنتی‌بیوتیک‌های رایج می‌تواند به توسعه راهکارهای درمانی مؤثرتر کمک کند.
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ABSTRACT 
 Background: Klebsiella pneumoniae is a major nosocomial pathogen 
associated with a wide range of severe clinical infections. Its capacity to 
form biofilms significantly contributes to antimicrobial resistance and 
persistent colonization within the host. Key biofilm-associated genes, 
including fimA, fimH, mrkA, mrkD, and wabG, are central to this process. 

Objectives: This study   aimed to evaluate biofilm  formation, antibiotic 
resistance, and the genetic diversity of K. pneumoniae isolates recovered 
from patients in educational hospitals in Yasuj, Iran. 

Methods: A total of 144 clinical isolates were collected over one year. 
Species identification was confirmed by biochemical assays and PCR 
targeting the 16S–23S ITS region. Antimicrobial susceptibility testing 
was performed according to CLSI guidelines. Biofilm production was 
quantified using the microtiter plate assay, and biofilm-associated genes 
were detected by PCR. Genotypic diversity was assessed using ERIC- 
PCR. 

Results: Strong, moderate, and weak biofilm formation was observed in 
25.7%, 33.3%, and 15.3% of isolates, respectively. Resistance rates to 
ciprofloxacin, gentamicin and imipenem were 69.4%, 52.1%, and 36.8%. 
The prevalence of fimA, fimH, wabG, mrkD, and mrkA was 46.5%, 
62.5%, 71.5%, 27.1%, and 65.3%, respectively. ERIC-PCR results 
129 showed that the bacterial population isolated from the three hospitals was a mixture of dominant clones with 100% genetic similarity and single 
strains with high diversity. The identification of common clones between 
hospitals raises the possibility of common sources of contamination or 
interhospital transmission of strains, while unique strains reflect the 
genetic dynamics of each hospital's bacterial reservoir. 

[bookmark: _Hlk229614343]Conclusion: Biofilm formation may contribute to the persistence of hospital-associated isolates and reduced antimicrobial efficacy. Moreover, the lack of association between ERIC-PCR patterns, biofilm-forming ability, and hospital wards suggests that these characteristics are not restricted to specific genetic clones.
Keywords: Klebsiella pneumoniae, Biofilm, Virulence factors, ERIC- 
PCR
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