مقاومت بتا لاکتام در میان هموفیلوس آنفولانزا جدا شده در لهستان

چکیده
هدف : هموفیلوس آنفولانزا یکی از باکتری های کوکوبالیس گرم منفی ویژه ی انسانی است که مسئول تعداد محسولی از عفونت های دستگاه تنفسی و مشکلات شدید تهاجمی مانند مننژیت و عفونت میباشد. هدف این مطالعه توصیف کردن مکانیزم های مقاومت بتا لاکتین در میان نمونه های این باکتری در لهستان و ارزیابی روش های شناسایی مقاومت مورد استفاده میباشد.
روش ها : این مطالعه بر روی 117 نمونه ی تفکیک شده از این باکتری در لهستان انجام شد که در سال 2012 جمع آوری شده بود. کمترین غلظت های بازدارندگی نیز از طریق ریز رقیق سازی بررسی شده بود. تمام این نمونه های رنگ آمیزی شده با استفاده از روش نشر دیسکی ارزیابی شده بودند و الگوریتم پیشنهاد داده شده توسط کمیته ی شمالی در مورد تست های احتمال ضد میکروبی (NordicAST) استفاده شده است. برای شناسایی تغییرات در پروتئین های اتصالی به پنیسیلین 3 (PBP3)، پویش های PCR نیز اجرا شده و بعد از آن توالی سنجی های ژنی ftsl اجرا شده است. 
نتایج : نه تولید لاکتان های بتا و نه تغییرات PBP3 در 76 مورد از نمونه های تفکیک شده مشاهده نشد ( 65.0%).  حساسیت به آمپیسیلین، آموکسی سیلین/ کلاونیک اسید، سفروکسیم ( درون وریدی) و سفریاکسون در 70.9 % ، 78.6%  ، 98.3% ، 82.9% و 100% از نمونه ها به ترتیب، مشاهده شد. تولید لاکتان های بتا در 21 مورد از این تفکیک های نمونه ها مشاهده شد ( 17.9%). پویش PCR 20 نمونه ( 17.1%) با تغییرات PBP3 را نشان داد و بر اساس توانلی سنجی های بعدی ftsl تمام این نمونه ها در نهایت به عنوان gBLNAR ( منفی از نظر لاکتان های بتا به صورت ژنتیکی و مقاوم نسبت به آمپیسیلین)، که در میان این موارد 65.0% مقاوم نسبت به آمپیسیلین بودند. بر اساس طبقه بندی های مولکولی در مورد تغییرات PBP3 ، 95.0 %از gBLNAR ها متعلق به گروه دو بودند که نشان دهنده ی چهار زیر مجموعه به صورت IIa-IId بودند.
جمع بندی : باکتری های هموفیلوس انفلونزا مقاوم نسبت به آنتی بیوتیک ها نیازمند توجه پیوسته ، روش های شناسایی موثر و سیاست های منطقی در مورد استفاده از آنتی بیوتیک ها هستند. الگوریتم پیشنهاد شده توسط NordicAST را میتوان در کار های آزمایشگاهی روتین مورد استفاده قرار داد در حالی که توالی سنجی های ژن های ftsl میتواند در مطالعه های همه گیر شناسی مولکولی مورد استفاده قرار گیرد.
کلید واژه ها: مقاومت بتا لاکتین، BLNAR ، BLPAR،  BLPACR

مقدمه
هموفیلوس انفولانزا یکی  از باکتری های خاص انسان با گرم منفی میباشد که در قسمت بالایی دستگاه تنفسی انسان به عنوان بخشی از جمعیت های میکروبی به صورت رایج دیده میشود. این باکتری همچنین میتواند مسئول تعداد محسوسی از عفونت های دستگاه تنفسی و همچنین عفونت های تهاجمی شدید مانند مننژیت و عفونت های دیگر باشد که در افراد بالغ  و کودکان دیده میشود. 
برای سال های طولانی عفونت های ایجاد شده توسط این باکتری با استفاده از آمپیسیلین به صورت موفق درمان میشد. اما در دهه های اخیر مقاومت نسبت به این آنتی بوتیک  و همچنین دیگر لاکتام های بتا در میان این باکتری ها بیشتر رایج شده است. دو عامل اصلی مقاومت نسبت به این آنتی بیوتیک ها شناسایی شده است که اصطلاحا با نام های لاکتاماز های بتای هیدرولیزی آنزیمی و تغییرات در پروتئین های اتصالی پنسیلین (PBP) توصیف شده است. به صورت متداول، بیشتر این مکانیزم های مقاومت نسبت به این لاکتام های بتا در این باکتری ها همراه با تولید لاکتاماز بتا ایجاد میشود. مقاومت ایجاد شده نسبت به آمپیسیلین به واسطه ی ایجاد شده لاکتاماز در اوایل دهه ی 1970 توصیف شد. عبارت BLPAR ( فعال از نظر لاکتاماز بتا و مقاوم نسبت به آمپیسیلین) به صورت رایج به عنوان گروه توصیف کننده برای نمونه های شناسایی شده با این مکانیزم مورد استفاده قرار میگیرد و ثابت شده است که نمونه های رنگ آمیزی شده از این باکتری، لاکتاماز های بتای تولید شده به واسطه ی پلاسمید را دارند،  که آنزیم های ویژه ( TEM ، ROB و VAT ) مشابه با پپتید های میانی باکتری ها در ساختار خودشان دارند که این آنزیم ها میتوانند به صورت موثر، آنتی بیوتیک های هدف را خنثی و غیر فعال کنند.
پنج PBP ( 1A ، 1B ، 2 و 3 و 4) در این باکتری شناسایی شده است. تغییرات در یک حالت، که با نام PBP3 شناخته میشود، با استفاده از ژن های ftsl کد گذاری میشود، که موجب به مقاومت نسبت به آنتی بوتیک های لاکتام بتا میشود. جهش های مختلف در دامنه ی ترانس پپتیداز در PBP3 ها در این زمینه شناسایی شده است که بعضی از آن ها موجب کاهش حساسیت نسبت به پنیسیلین ها و همچنین سفالوسپورین ها میشود. لکه های باکتری که این PBP های تغییر یافته را حمل میکنند با نام BLNAR شناخته میشوند  و این نام در اوایل دهه ی 1970 به آن ها اتلاق شده است. نمونه های تفکیک شده ی BLNAR توسط حضور N526K و یا R517H ها در PBP3 ها شناسایی میشوند که توسط ژن های تغییر یافته ی ftsl ایجاد میشوند. طبقه بندی های مختلفی در این قسمت بر اساس آمینو اسید های PBP3 ارائه شده است. طبقه بندی هایی به صورت گسترده مورد قبول هستند ، طبقه بندی های ارائه شده توسط Ubukata و همکارانش  Dabernat و همکارانش میباشد. طبقه بندی های ارائه شده توسط تیم اول ، نمونه های این باکتری را در سه گروه تقسیم بندی میکند.  نمونه های تفکیک شده با جایگزینی R517H در گروه 1 قرار گرفته اند، در حالی که N526K  در ترکیب با بعضی دیگر از جایگزینی ها در گروه 2 قرار گرفته اند. در نهایت، گروه 3 نیز گروهی است که شامل  جهش های N526k در ترکیب با جایگزینی های M377I ، S385T و یا L289F  میباشد. Dabernat و همکارانش گروه دوم را به چند گروه دیگر تقسیم کردند. با وجود این که فراوانی لکه های BLNAR به صورت محسوس بین کشور های مختلف متغیر است، یک کاهش محسوس در بسیاری از کشور های اروپایی و در سراسر جهان در سال های اخیر دیده شده است. علاوه بر این، لکه های خاص از این باکتری از نظر PBP تغییرات جدی داشته و میتوانند به صورت پیوسته لاکتاماز های بتا را ایجاد کنند.
با این وجود ، بعضی از نویسنده ها به موضوع نقش دیگر مکانیزم ها در این روند اشاره کرده اند. سرکوب کردن گسترده ی پمپ های جریان AcrR و تغییرات در پروتئین های غشایی خارجی 2 ( OMP2) به صورت گسترده در این زمینه مورد بررسی قرار گرفته است  و نتایج مختلف و متضادی در این زمینه به دست آمده است. بیشترین تمرکز در این زمینه بر روی مکانیزم های کلاسیکی بوده است که در بالا بیان شده است.
هدف این مطالعه تحلیل کردن مکانیزم های مقاومت است که توسط باکتری انفولانزا هموفیلوس نشان داده میشود که نمونه هایش در لهستان تفکیک شده است، تا بتوان حساسیت آن ها را نسبت به آنتی بیوتیک های انتخاب شده ی لاکتام بتا مشخص کرده و روش های مختلف برای شناسایی آزمایشگاهی مقاومت نسبت به لاتکام بتا را در آن ها بررسی کرد.
مواد  و روش ها
نمونه های تفکیک شده ی مطالعه
این مطالعه بر روی 117 نمونه ی تفکیک شده از این باکتری در لهستان انجام شده است که در مرکز ملی مننژیت های باکتریایی ( NRCBM) ، دپارتمان همه گیر شناسی و میکروب شناسی بالینی سازمان بهداشت ملی در وارساو، لهستان، بین ژانویه تا دسامبر 2012 به دست آمده است. تمام لکه های شناسایی شده در این مطالعه در دو برنامه ی نظارت پیوسته به دست آمده است که توسط NRCBM انجام شده است. اولین برنامه ی نظارت شامل نمونه هایی (n=89) بود که مسئول مشکلات رایج پایینی در دستگاه تنفس (LRT) بودند. برنامه ی نظارت ثانویه نیز شامل نمونه های تفکیک شده از عفونت های تهاجمی دستگاه گوارش در لهستان بود.
تعداد کلی 28 نمونه ( 23.9%) از مایع نخاعی مغزی و خون به دست آمده و  89 نمونه ی دیگر ( 76.1%) از LRT به دست آمدند ( اسپاکتوم، حفره های هوایی برونشیمی و قسمت های داخلی دستگاه تنفسی).
تمام این نمونه ها بر اساس روند های استاندارد آزمایشگاهی ، از نظر انواع مختلف طبقه بندی شدند. به علاوه، PCR نیز برای تایید نمونه ها و برای شناسایی ژن های خاص کپسولی، اجرا شد.
شناسایی نمونه ها بر اساس پویش PCR و تولید لاکتاماز بتا
پویش کردن PCR نیز برای تمام نمونه های تفکیک شده انجام شد تا بتوان جهش های ایجاد شده در ژن های ftsl مرتبط با جایگزینی های N526K  و یا S385T را شناسایی کرد، و در این زمینه از تک نوکلئوتید های H-PBP2-S و H-PBP3-BLN مبتنی بر شکل های چند گانه استفاده شد که توسط Hasegawa و همکارناش توصیف شده بود. این پرایمر های H-PBP3-S به گونه ای طراحی شده بودند که بتوانند نمونه های منفی از نظر لاکتاماز بتا ، و حساس به آمپیسیلین ( BLNAS) را بدون آسیب در PBP3 شناسایی کنند ( یعی بدون جایگزین کردن N526K)، در حالی که پرایمر های H-PBP3-BLN ها به گونه ای طراحی شده بودند که بتوانند نمونه ها با جایگزینی های N526K و S385T را شناسایی کنند که برای نمونه های تفکیک شده ی BLNAR بالا رایج بود.  مکبود تقویت تولید با استفاده از پرایمر های بیان شده در بالا موجب میشود که نمونه های تفکیک شده ی BLNAR پایین شناسایی شود. تولید لاکتماز بتا نیز توسط آرایه های کروژنیک با استفاده از نیتروسفین به عنوان بستر، شناسایی شد.
در این مطالعه، نتایج پویش های PCR همراه با نیتروسفین ها امکان این را فراهم کرد تا بتوان نمونه های تفکیک شده را به صورت زیر طبقه بندی کرد : gBLNAR ( نمونه های منفی از نظر  لاکتاماز بتا به صورت ژنتیکی، مقاومت نسبت به آمپیسیلین ؛ نمونه های N526K و S385T و یا خود N526K بدون تولید لاکتماز بتا شناسایی شدند)؛ gBLPACR ( نمونه های مثبت از نظر تولید لاکتماز ژنتیکی، مقاومت نسبت به آموکسی سیلین و یا کلاونیک اسید ؛ جایگزینی های N526K و S385T و یا N526K به تنهایی همراه با تولید لاکتاماز بتا شناسایی شدند) ؛ و gBLPAR  ( نمونه های مثبت لاکتماز بتا به صورت ژنتیکی ، جایگزینی های نمونه های وحشی PBP3 بدون جایگزینی N526K و S385T شناسایی شدند اما تولید لاکتاماز بتا در این موارد دیده میشد). نمونه های تفکیک شده با حساسیت نسبت به آمپیسیلین ( gBLNAS ها ) در صورتی شناسایی میشدند که هیچ جایگزینی N526K/S385T  و یا تولید لاکتاماز بتا در آن ها وجود نداشت. 
تست های حساسیت نسبت به ضد میکروب ها
کمترین غلظت بازدارنده ( MIC) از آمپیسیلین ، آموکسی سیلین، اسید کلاونیک و آموکسی سیلین (AMC) ، سفروکسیم ، سفتریاکسون و سفلاکسور با استفاده از روش ریز رقیق سازی ( BMD) بر اساس رهنمود های سازمان استاندارد های آزمایشگاهی ، انجام شد. روش نشر دیسکی همراه با آمپیسیلین ( 2ug) ، AMC  ( 2.1 ug) و بنزیل پنیسیلین ( 1U) مورد استفاده قرار گرفت تا مناطق بازدارندگی رشد شناسایی شود. نتایج بر اساس رهنمود های کمیته ی اروپایی در مورد تست های حساسیت ضد باکتریایی (EUCAT) تفسیر شد. Haemophilus influenzae ATCC 49766 (BLNAS), ATCC 49247 (BLNAR)  و NCTC 8468 (BLNAS)  برای کنترل کیفی به روش پیشنهاد شده توسط CLSI و EUCAST مورد استفاده قرار گرفتند. 
رهنمود های  کمیته ی شمالی در مورد تست های ضد باکتریایی (NordicAST) نیز برای ارزیابی کردن مکانیزم های مقاومت نسبت به لاکتام بتا در تمام نمونه های تست شده، مورد استفاده قرار گرفت. یک منطقه ی بازدارندگی بیشتر از 12mm در پویش های اولیه همراه با دیسک های بنزیل پنیسیلین ، نشان دهنده ی حساسیت این باکتری نسبت به این آنتی بیوتیک بود. تست های بعدی برای حضور لاکتاماز بتا نیز به عنوان گام دوم الگوریتم برای این نمونه ها نشان داد که ناحیه ی بازدارندگی کمتر از 12mm بود. یک  نتیجه ی منفی از آرایه های نیتروسفین نیز معادل با شناسایی BLNAR بود، در حالی که نتایج مخالف موجب شد که تست نمونه ها با با دیسک های سفاسلور ( 30ug) ضروری شود.  یک نقطه ی عطف 23mm در ناحیه ی بازدارندگی رشد نیز ایجاد شد تا نمونه های BLPAR از BLPACR متمایز شود.
توالی سنجی DNA
توالی سازی های ftsl برای تمام نمونه های تفکیک شده ی gBLNAR  و gBLPCAR بر اساس نتایج پویش PCR انجام شد. یک بخش 705-bp از ژن ftsl با استفاده از پرایمر های زیر با تطبیق برای توالی، تقویت شد :  50-GTTTCCCAGTCACGACGTTGTAGT- TAATGCGTAACCGTGCAATTAC-30 و 50-TTGTGAGCGGATAA- CAATTTCACCACTAATGCATAACGAGGATC-30. . محصول ها نیز با استفاده از الکتروفورز های استاندارد ژلی شناسایی شده و سپس با استفاده از مجموعه ی دوم از پرایمر ها ، توالی سازی شدند.  توالی های ftsl با استفاده از نرم افزار LaserGene  7 تحلیل شده و سپس با توالی های ژنی باکتری مورد نظر Rd KW20 مقایسه شد تا جایگزین های مختلف هسته ای در آن شناسایی شود. طبقه بندی های بعدی در دسته های مولکولی مختلف نیز ، مطابق با شرایطی که از قبل پیشنهاد شده بود انجام شد.
جدول 1 داده های حساسیت گروه های تفکیک شده ی هموفیلوس انفولانزا که با استفاده از هر دو روش ریز رقیق سازی ارزیابی شده است
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نتایج
از میان 117 نمونه ی تفکیک شده، 76 مورد ( 65%) نه تولید لاکتاماز بتا و نه تغییرات PBP3 را نشان داده و به عنوان gBLNAS شناسایی شدند، در حالی که 41 نمونه ( 35%) شامل مکانیزم های مقاومت لاکتام بتا بودند. تولید لاکتاماز بتا همراه با کمبود تغییرات PBP3 (gBLPAR) نیز در 21 نمونه (17.9%) شناسایی شد. هیچ محصول تقویت نیز در واکنش های PCR با استفاده از پرایمر های Hasegawa (gBLNAR) برای 20 نمونه یافت شد. هیچ gBLPACR در طول این مطالعه دیده نشد.
 از میان 117 نمونه ی به دست  آمده ، 83 نمونه ( 70.9%) نسبت به آمپیسیلین ، 92 مورد ( 78.6%) نسبت به آموکسی سیلین و 115 مورد ( 98.3%) نسبت به AMC حساس بودند . در میان  34 نمونه ی مقاوم نسبت به آمپیسیلین بر اساس نتایج روش BMD ، 21 مورد ( 61.8%) از نوع gBLPAR و 13  ( 38.2%) از نوع gBLNAR بودند. مشخصه های دقیق این نمونه های تفکیک شده ، همراه با حساسیت های خارج از محیط طبیعی، مقادیر [image: ] و گستره های MIC در جدول 1 نشان داده شده است. 
در گروه gBLNAT ، 5 نمونه ( 25%) ، از نمونه های اصلی خودشان جدا شدند که دارای عفونت های تهاجمی بودند.  چهار مورد از این نمونه ها نسبت به آمپیسیلین حساس بوده و یک نمونه ( از خون) نیز نسبت به آن مقاوم بود [image: ]. 15 مورد باقی مانده ی gBLNAR ( 75%) نیز از LRT به دست آمده بودند. در میان این نمونه ها ، 80% نیز نسبت به آمپیسیلین مقاوم بودند. [image: ]
در میان 117 نمونه ی به دست آمده ، تمایز ها در دسته بندی های حساسیت نیز برای 15 مورد ( 12.8%) و برای AMC در 11 مورد ( 9.4%) ، مبتنی بر روش مورد استفاده ( نشر دیسکی و BMD) مشاهده شد. نتایج این تست های حساسیت برای آمپیسیلین و AMC در راستای روش های آزمایشگاهی مورد استفاده به صورت خلاصه در جدول شماره ی 2 نشان داده شده است.
ارزیابی الگوریتم NordicAST و تست پویش دیسک EUCAST
دیسک های بنزیل پنیسیلین ( 1U) BLNAS را نسبت به نمونه های تفکیک شده ی BLNAR در تمام موارد متمایز کرد، که این موضوع برای gBLNAR با استفاده از توالی های ftsl ، بیشتر تایید شد. بر اساس الگوریتم، 76 نمونه ( 65%) هیچ گونه مکانیزم مقاومت نسبت به لاکتام های بتا (BLNAS) را نداشتند، 20 نمونه نیز به عنوان BLNAR شناسایی شدند در حالی که 21 نمونه ی دیگر تولید لاکتاماز های بتا را داشتند. بعد از استفاده از دیسک های سفلاکور ، 1 مورد از 21 نمونه ی تولید کننده ی لاکتاماز بتا ، به عنوان BLPACR ، بر اساس ناحیه ی  بازدارندگی بیشتر از 23 mm شناسایی شد. نکته ی مهم در این زمینه این است که پویش PCR همراه با توالی سازی های مولکولی ، تغییرات معمول PBP را در این نمونه تایید نکرد ؛ ازین رو، این نمونه در نهایت به عنوان یک gBLPAR  شناسایی شد.
نتایج توالی سازی های ftsl 
از میان 117 نمونه ی بررسی شده ، 20 نمونه ی gBLNAr ( 17.1%) ، بر اساس پویش PCR شناسایی شده و سپس تحت توالی سازی های ftsl قرار گرفتند. بر اساس طبقه بندی های مولکولی پیشنهاد شده، 19 نمونه ( 95%) با PBP3 های تغییر یافته ( gBLNAR) متعلق به گروه 2 بودند که چهار زیر گروه را شامل میشدند : 
IIa (n = 7; 35.0%); IIb (n = 8; 40.0%); IIc (n = 1; 5.0%);   و  IId (n = 3; 15.0%)..
نمونه های منفرد دیگر نیز متعلق به گروه های آمینواسیدی بودند. به صورت عمومی، رایج ترین جایگزین های آمینو اسید ها به صورت N526K (20/20; 100%), D350N (16/20; 80.0%),   و   A502V, M377I   و   G490E (each 9/20; 45.0%)بودند. جایگزین های ژنی ftsl که در نمونه های لهستانی این باکتری شناسایی شده بودند، در جدول 3 نشان داده شده اند.
جدول 2  مقایسه ی حساسیت نسبت به آمپیسیلین و آموکسی سیلین / اسید کلاونیک (AMC) بر اساس روش های آزمایشگاهی مورد استفاده: نشر دیسک (DD) نسبت به روش ریز رقیق سازی (BMD).
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در میان تمام H انفولانزا های تست شده ، تنها دو مورد از نمونه های تهاجممی متعلق به نوع b (Hib) بودند، که شامل gBLNAR های رایج ترین گروه IIb و یک BLNAS بود. بقیه ی نمونه ها نیز شامل دیگر انواع H انفولانزا بودند.
ارتباط بین تغییرات PBP3 و حساسیت های ضد میکروبی
از میان 20 نمونه ی gBLNAR شناسایی شده، 13 نمونه ( 65%) در محیط آزمایشگاهی نسبت به آمپیسیلین مقاوم بودند [image: ] ، که از میان این موارد ، سه مورد ( 23.1 %) در زیر گروه IIa قرار گرفتند [image: ] ، 7 مورد ( 53.8%) نیز در زیر گروه IIb [image: ] و 1 مورد ( 7.7%) در زیر گروه IIc (A502  و  N 526) و 2 مورد ( 15.4%) در زیر گروه IId ( I449 و N526) قرار گرفتند. در میان هفت نمونه ی حساس به آمپیسیلین در محیط آزمایشگاهی ، چهار مورد متعلق به زیر گروه IId بودند در حالی که یکی  از نمونه ها از دیگر دسته ها بود. 
مباحث
در میان دو مورد از رایج ترین مکانیزم های مقاومت نسبت به آمپیسیلین ، تولید لاکتاماز های بتا معمولا به راحتی در تنظیمات آزمایشگاهی شناسایی میشوند.  نمونه های توصییف شده با استفاده از این مکانیزم نشان دهنده ی مقاومت هستند زمانی که با استفاده از دیسک های آمپیسلین مورد بررسی قرار میگیرند و MIC های آن ها بالاتر از نقطه ی عطف مقاومت بوده و آن ها در تست های نیتروسفین نیز مثبت هستند. نمونه های BLNAR با MIC های بالا برای آمپیسیلین ( مثلا [image: ])  ، توسط بعضی از نویسنده ها به عنوان نمونه های BNLAR بالا توصیف شده اند، که به راحتی با استفاده از تست های حساسیت قابل شناسایی هستند. اما، در کشور های اروپایی، بیشتر نمونه های BLNAR برای آمپیسیلین MIC هایی پایینی را نشان میدهند و موجب میشوود که نسبت به آمپیسیلین  و AMC حساسیت داشته باشند و اصطلاحا به گروه BLNAR های پایین تعلق داشته باشند. اهمیت بالینی تمایز بین BLNAS و نمونه های BLNAR پایین هنوز به صورت شفاف مشخص نشده است.  انتخاب های درمانی مبتنی بر مقادیر MIC میباشد و در بیشتر موارد ، نمونه های BLNAR پایین ، نسبت به آمینو پنیسیلین ها در محیط آزمایشگاهی، حساس هستند.  اما، باید نسبت به افزایش تهاجم این نمونه ها توجه بیشتری شود، زیرا حساسیت کمتر نسبت به لاکتام های بتا میتواند موجب افزایش خطر شکست درمان شود که باید در نظر گرفته شود.
روش های مختلف برای ایجاد تمایز در مورد مکانیزم های مقاومت این باکتری نسبت به لاکتام بتا وجود دارد که شامل شناسایی های مولکولی ژن های مسئول میباشد. با این وجود، روش های فنوتیپی کلاسیک نیز جایگاه خوبی در این زمینه دارند. NordicAST نیز یک الگوریتم ساده برای شناسایی مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک های لاکتام بتا مبتنی بر نقطه عطف نشر دیسک EUCAST ارائه کرده است. در این مطالعه، هدف ما استفاده از این الگوریتم همراه با دیگر روش ها برای شناسایی مکانیزم های مقاومت نسبت به لاکتام های بتا میباشد که توسط نمونه های باکتری H انفولانزای لهستانی ایجاد میشود.
بر اساس دانش ما، این مطالعه اولین مطالعه ی دقیق در لهستان در مورد مکانیزم های مقاومت نسبت به لاکتام بتا در این نوع باکتری میباشد، که ابعاد مولکولی این مقاومت نیز در نظر گرفته شده است.  پویش های PCR و توالی سازی های ftsl به صورت روتین در آزمایشگاه های لهستان مورد استفاده قرار نمیگیرد. شناسایی مقاومت نسبت به لاکتام های بتا و مکانیزم های آن محدود به نشر دیسکی و یا مکانیزم های گرادیان آنتی بیوتیک و تست های نیتروسفین میباشد. علاوه بر این، داده ها مرتبط با نمونه های این باکتری بسیار پراکنده هستند. در مطالعه های بین المللی توسط Fluit و همکارانش، مشخصات مقاومت این باکتری نسبت به دیگر کشور های اروپایی متفاوت میباشد.  جالب است که افزایش شدید در نمونه های BLNAR در لهستان بین دو دوره ی جمع آوری شناسایی شده است ( 1998-1997 و 2003-2002 ).  اما، این نتایج باید با احتیاط بیشتری تفسیر شود زیرا ارائه های کافی در مورد این اطلاعات وجود ندارد و عدم تطبیق هایی در مورد کمیت های نمونه های جمع آوری شده در کشور های مختلف، وجود دارد ( مثلا در لهستان  به ترتیب 50 و 35 نمونه در هر دوره ی مورد مطالعه، ارائه شده است ) ، همچنین نوسان ها در تعداد نمونه های جمع آوری شده در طول زمان نیز باید در نظر گرفته شود. مطالعه ی آخر در مورد الگو های مقاومت این پاتوژن های دستگاه تنفسی در لهستان نیز بر اساس باکتری همچنین نوسان ها در تعداد نمونه های جمع آوری شده در طول زمان نیز باید در نظر گرفته شود. مطالعه ی آخر در مورد الگو های مقاومت این پاتوژن های دستگاه تنفسی در لهستان نیز بر اساس باکتری 344H انفولانزا انجام شده است که بین سال های 2002 تا 2004 جمع آوری شده اند. این مطالعه نشان داد که 9 % از این نمونه ها دارای لاکتاماز بتا بودند، که تقریبا 13% آن ها نیز به صورت BLNAR های پایین شناسایی شده بودند و تنها یک مورد هر دو مکانیزم مقاومت را همراه با هم داشت و به عنوان BLPACR شناسایی شده بود. با مقایسه ی نتایج آخر با این مطالعه، ما مشاهده کردیم که یک افزایش در درصد نمونه های مثبت از نظر لاکتاماز بتا و همچنین BLNAR های پایین وجود دارد.
در مطالعه ی فعلی، مقاومت نسبت به آمپیسیلین اندکی نسبت به یک تحلیل در بلغارستان ، بالاتر بود ( 29.1% در مقابل 22%). بیشتر نمونه های لهستانی gBLNAR که در میان LRT و نمونه های عفونی تهاجمی به دست آمده بودند، مشابه بودند ( 16.9% و 17.9%).  به صورت عمومی، نمونه ی لهستانی این باکتری مکانیزم های مقاومت مشابه را از خودش نشان میدهد که در دیگر کشور های اروپایی نیز دیده میشود ؛ اما، الگو های جهش غیر مکرر در نمونه های لهستانی این باکتری به صورت کلی مشاهده نشده است. همه ی مطالعه ها به غیر از یک مورد، نمونه های BLNAR ارائه شده در گروه دوم بر اساس طبقه بندی Dabernat را ارائه کرده اند. به صورت مشابه، در یک تحلیل که در آلمان انجام شده بود و در مورد مکانیزم های مقاومت این باکتری نسبت به آمپیسیلین  بین سال های 2009 و 2012 بود، بیشتر این نمونه ها متعلق به دسته ی 2 بودند. اما دو نمونه نیز یک الگوی جهش را داشتند که مطابق با گروه سه بود، و بعضی از جهش های اضافی را هم در خودش داشت که مشابه با جهش های گروه سوم بود. در پرتغال و فرانسه نیز تحلیل هایی انجام شد و این نمونه ها به صورت مجزا شناسایی شدند. بر اساس Skaar و همکارانش، دسته های گروه 3 و نمونه های مشابه گروه 3 با مقاومت سطح بالا نسبت به نسل سوم سفالوسپورین در نروژ شناسایی شد. در تمام نمونه های مطرح شده در بالا ، اکثریت بیشتر این نمونه ها متعلق به گروه IIb بودند که مشابه با نتایج همین مطالعه میباشد. همچنین، مشاهده های انجام شده توسط مرکز مرجع تست های حساسیت ملی در لهستان ( NRCST ؛ http://www.korld.edu.pl) ، بر اساس نمونه های ارسال شده توسط آزمایشگاه های بیمارستانی برای تایید مکانیزم های مقاومت نسبت به BLNAR ، نشان داد که از میان 78 نمونه ی باکتری انفولانزا که در سال 2012 به دست آمده بود، تمام 58 نمونه ای که به عنوان gBLNAR شناسایی شده بودند متعلق به  گروه 2 بودند (IIa, n = 7; IIb, n = 43; IIc, n = 2; and IId, n = 6) (unpublished data) ). این موضوع مطابق با یک مطالعه ی سوئدی توسط Resman و همکارانش و یک مطالعه ی اسپانیایی توسط Puig و همکارانش میباشد. یکی از نمونه ها در مطالعه ی فعلی نیز یک MIC به مقدار  4 mg/L برای آمپیسیلین بدون هیچ الگوی جهش که نشان دهنده ی دسته های بالای BLNAR باشد را نشان دادند. در این مورد، جایگزین های مشابه مطابق با نمونه های gBLNAR حساس به آمپیسلین شناسایی شدند. این یافته ها نشان دهنده ی حضور دیگر مکانیزم های مقاومت هستند که کمتر رایج هستند و باید بیشتر مورد بررسی قرار بگیرند.
[image: ]
جدول 3 جایگزین های آمینو اسید در ژن های ftsl در نمونه های gBLNAR ( n=20) مطابق با طبقه بندی های مولکولی
از میان تمام نمونه هایی که در این مطالعه مورد بررسی قرار گرفته اند، مشخص شد که همه ی آن ها نسبت به سفتریاکسون حساس هستند که برای تمام باکتری های انفولانزای H لهستانی شناسایی شده تا اکنون مشابه میباشد ( داده های متاشر نشده از NRCST و NRCBM).  اما، تمام نمونه های gBLNAR تقریبا به صورت مشابه MIC50 و MIC60 دو برابر بیشتر برای تمام آنتی بیوتیک های تست شده نشان دادند که شامل نسل سوم سفالوسپورین ، در مقایسه با نمونه های gBLNAS بودند.  ازین رو، حتی در صورتی که مقاومت نسبت به یک طیف گسترده تر از سفالوسپورین ها خارج از ژاپن و کره ی جنوبی نادر باشد، این پدیده نیازمند نظارت دقیق میباشد. این موضوع همچنین در اروپا نیز اهمیت زیادی دارد زیرا در نروژ نمونه های مشابه مشاهده شده است.
این مطالعه نشان داد که تفاوت هایی در دسته بندی حساسیت نمونه ها بر اساس تکنیک های آزمایشگاهی مورد استفاده وجود دارد. شدید ترین تفاوت ها در دسته ی gBLNAR دیده میشود که به صورت شفاف نشان دهنده ی این است که BMD و روش نشر دیسک به صورت کامل نتایج مشابه را نشان نمیدهند ( جدول 2).  این مسئله پیش از این نیز توسط دیر بررسی ها مشخص شده بود. این موضوع نشان میدهد که چرا باید این موضوع را در نظر گرفت که آیا افزایش مقاومت نسبت به لاکتام بتا را میتوان با استفاده از روش های درمانی مورد استفاده در یک مطالعه ی خاص، تغییر داد یا خیر. در بیشتر مطالعه ها روش نشر دیسک  به عنوان روش مورد ترجیح مورد استفاده قرار گرفته است. بر اساس تجربه ی ما، الگوریتم پیشنهاد شده توسط NordicAST با دیسک های بنزیل پنیسلین (1U) ، که همچنین توسط EUCAST هم شناسایی شده است، میتواند یک روش خوب باشد زیرا مراحل اولیه ی مقاومت نسبت به لاکتام بتا را هم نشان میدهد. بر اساس این الگوریتم، بر اساس ناحیه ی بازدارندگی سفاکلور ( 30ug)، ، نمونه های تولید کننده ی لاکتاماز بتا به عنوان گروه های BLPAR و BLPACR تقسیم بندی میشوند. اما ممکن است در این قسمت به اشتباه طبقه بندی انجام شد. ؛ بر اساس این الگوریتم، یک نمونه در این مطالعه به عنوان BLPACR شناسایی شده بود در حالی که پویش های PCR و همچنین توالی سازی ها این طبقه بندی را تایید نکرد. ازین رو، از نظر ما، این الگوریتم را میتوان در کار های روتین آزمایشگاهی مورد استفاده قرار داد در حالی که توالی سازی های ftsl میتواند در مطالعه های همه گیر شناسی مولکولی مورد استفاده قرار گیرد.
مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک ها به صورت پیوسته تکامل پیدا میکند ازین رو نظارت دقیق نسبت به آن ها برای شرایط همه گیر شناسی، اهمیت زیادی دارد. در مورد نمونه های تفکیک شده ی H انفولانزا ، این موضوع از نظر مقاومت نسبت به لاکتام بتا که به عنوان اولین خط درمانی مورد استفاده قرار میگیرد بسیار مهم میباشد، و شناسایی روش های موثر و سیاست های منطقی برای استفاده از آنتی بیوتیک ها ،  امری ضروری است.
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ZBLNAR genetically f-lactamase-negative, ampicillin-resistant.
* Isolates with mutations in the isl gene were classified into four groups: Il (2, b, ¢ and d) according to Dabernat et al. 10].
*® One isolate with additional mutations in the fes gene.
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