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چکيده
پيش‌زمينه و هدف: کلبسيلا پنومونيه يکي از دلايل شايع عفونت‌هاي بيمارستاني ازجمله عفونت مجاري ادراري، تنفسي و زخم مي‌باشد. چندين مکانيسم مقاومت به فلوئوروکوئينولون‌ها ازجمله جهش در زيرواحدهاي توپوايزومراز IV (parC و parE) پيشنهاد شده است. هدف از اين مطالعه بررسي جهش‌هاي ژن parC در جدايه‌هاي کلبسيلا پنومونيه مقاوم به سيپروفلوکساسين در استان گيلان بود. 
مواد و روش‌ها: در اين مطالعه 40 سويه کلبسيلا پنومونيه از چندين بيمارستان و آزمايشگاه در رشت و لاهيجان جداسازي شد و به کمک روش‌هاي بيوشيميايي تعيين هويت شدند. حساسيت و مقاومت به آنتي‌بيوتيک‌هاي سيپروفلوکساسين، ايمي‌پنم، آميکاسين، سفکسيم، سفوتاکسيم، سفالکسين، جنتامايسين و ناليديکسيک اسيد تعيين گرديد. به روش کربي بوئر و MIC تعيين گرديد. سپس به روش PCR- سکونسينگ جهش‌هاي ژن parC در جدايه‌هاي مقاوم به سيپروفلوکساسين بررسي گرديد. 
يافته‌ها: 15 درصد جدايه‌ها به همه هشت آنتي‌بيوتيک مقاوم بودند. سيزده جدايه مقاوم به سيپروفلوکساسين (5/32 درصد ) بودند. بيشترين درصد مقاومت آنتي‌بيوتيکي براي سفالکسين (70 درصد) پيدا شد و کم‌ترين درصد مقاومت آنتي‌بيوتيکي براي جنتامايسين (5/17 درصد ) تعيين شد. آناليز توالي يابي نشان داد سه جدايه مقاوم به سيپروفلوکساسين داراي جهش‌هاي بدمعني L38F و يا E84K در ژن parC بودند. 
نتيجه‌گيري: در استان گيلان به نظر مي‌رسد جهش‌هاي parC در ايجاد مقاومت به سيپروفلوکساسين در کلبسيلا پنومونيه از طريق تغيير در تمايل سيپروفلوکساسين به توپوايزومراز IV نقش داشته باشند. 
کلمات کليدي: مقاومت به سيپروفلوکساسين، کلبسيلا پنومونيه، جهش‌هاي بدمعني، parC، توالي يابي
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مقدمه
کلبسيلا پنومونيه يک پاتوژن شايع و فرصت‌طلب بيمارستاني است که موجب ايجاد عفونت‌هاي مختلفي چون ذات‌الريه، عفونت دستگاه تنفسي، دستگاه ادراري، زخم‌هاي باز، سپتي سمي وباکتريمي در انسان مي‌گردد. در سال‌هاي اخير، ظهور جدايه‌هاي مقاوم به آنتي‌بيوتيک در کلبسيلا پنومونيه تبديل به يک مشکل و نگراني بزرگ در سراسر جهان شده است(1-3). فلوروکوئينولون‌ها آنتي‌بيوتيک‌هايي هستند که به‌طور گسترده‌اي در درمان عفونت‌هاي باکتريايي مورداستفاده قرار مي‌گيرند که استفاده گسترده موجب افزايش مقاومت به آن‌ها در سراسر جهان شده است(3-5). فلوروکوئينولون‌ها با مهار آنزيم‌هاي DNA ژيراز و توپوايزومراز IV در باکتري باعث مهار رونويسي و همانندسازي مي‌شوند (7). در باکتري‌هاي گرم مثبت و گرم منفي DNA ژيراز و توپوايزومراز IV هدف اصلي فلوروکوئينولون‌ها مي‌باشند(6, 7). آنزيم DNA ژيراز از دو زير واحد A و B (gyrA و gyrB) و توپوايزومراز IV از دو زير واحد C و E (parC و parE) تشکيل شده است (7). علل ايجاد مقاومت به فلوروکوئينولون‌ها شامل جهش‌هاي کروموزومي، افزايش بيان ژن‌هاي درگير در پمپ‌هاي افلاکس، تغيير در آنزيم هدف و کاهش سطح انباشت فلوروکوئينولون‌ها در سلول مي‌باشد (8, 9). اگرچه فلوروکوئينولون‌هايي چون سيپروفلوکساسين اغلب براي درمان عفونت‌هاي ناشي از کلبسيلا پنومونيه مورداستفاده قرار مي‌گيرد، اما مقاومت اين باکتري به اين گروه از آنتي‌بيوتيک‌ها در حال افزايش است. به‌طوري‌که مشخص‌شده يکي از دلايل ايجاد مقاومت به فلوروکوئينولون‌هايي چون سيپروفلوکساسين کاهش تمايل توپوايزومرازهاي II (ژيراز) و IV به اين دارو است. اين امر نتيجه جهش در زير واحدهاي اين دو آنزيم (DNA ژيراز (gyrA و gyrB) و توپوايزومراز IV (parC و parE)) مي‌باشد (14). 
استفاده نادرست و طولاني‌مدت سفالوسپورين‌ها باعث شده جدايه‌هاي کلبسيلا پنومونيه مقاوم به بتالاکتامازها افزايش يابد. کوئينولون‌ها از داروهاي مؤثر در درمان اين گروه از عفونت‌ها محسوب مي‌شوند. بااين‌حال مصرف بي‌رويه اين گروه از آنتي‌بيوتيک‌ها در سال‌هاي اخير باعث افزايش مقاومت به آن‌ها شده (3)، به‌طوري‌که محققين به دنبال شناسايي دلايل ايجادکننده مقاومت در اين جدايه‌ها جهت انتخاب استراتژي‌هاي درماني مناسب‌تر هستند. هدف از اين مطالعه بررسي نقش جهش‌هاي ژن parC در ايجاد مقاومت چنددارويي در سويه‌هاي کلبسيلا پنومونيه جداشده از عفونت‌هاي بيماران بستري در بخش‌هاي مختلف بيمارستاني استان گيلان بود. بدين منظور بعد از جداسازي نمونه‌هاي مقاوم و بررسي نوع مقاومت به آنتي‌بيوتيک‌هاي مختلف، انواعي که بيشترين مقاومت به يک يا چند دارو را داشتند ازنظر ميزان MIC و جهش‌هاي ژن parC به کمک روش PCR- سکوئنسينگ موردبررسي قرار گرفتند.

مواد و روش‌ها
2-1-جمع‌آوري نمونه و شناسايي باکتري
در اين مطالعه، تعداد 40 نمونه در بازه زماني يک‌ساله 94-93 از نمونه‌هاي مختلف باليني (ادرار، خون، ترشحات واژن) از مراکز درماني و بيمارستان‌هاي سطح استان گيلان جمع‌آوري گرديد. ابتدا جدايه‌ها بر اساس رنگ گرم، تست اوره آز، اورنتين دكربوكسيلاز و رشد در دماي ° c 37 تشخيص داده شدند(10).
2-2- سنجش حساسيت آنتي‌بيوتيکي
پس از جداسازي نمونه‌هاي کلبسيلا پنومونيه مقاومت آنتي‌بيوتيکي با انجام تست آنتي بيوگرام از طريق روش استاندارد ديسک ديفيوژن (Baur-Kirby) و طبق استاندارد [footnoteRef:4]CLS (11)، با استفاده از ديسک‌هاي آنتي‌بيوتيکي سيپروفلوکساسين (μg5)، ايمي پنم (μg10)، آميکاسين (μg30)، سفکسيم (μg30)، ناليديکسيک اسيد (μg30)، سفوتاکسيم (μg30)، سفالکسين (μg30) و جنتامايسين (μg10) تعيين گرديد. ديسک‌هاي آنتي‌بيوتيکي از شرکت High Media (هند) خريداري شد. بعد از 18-24 ساعت انکوباسيون در دماي °C37، قطر هاله عدم رشد اطـراف هـر ديسک اندازه‌گيري و نتايج آن ثبت گرديد.  [4:  Clinical and Laboratory Standard institute] 

2-3-تعيين حداقل غلظت مهارکنندگي رشد (MIC)
در اين مطالعه از فلوروکوئينولون‌ها سيپروفلوکساسين و ناليديکسيک اسيد ازنظر ميزان MIC به روش براث دايلوشن بر اساس استاندارد CLSI در جدايه‌هاي کلبسيلا پنومونيه بررسي شدند (11). به اين منظور جدايه‌ها در محيط کشت مولر هينتون براث در غلظت‌هاي مختلف دارو به مدت 24 ساعت در انکوباتور° c 37 نگهداري شد. سپس اولين لوله‌اي که عدم رشد در آن مشاهده شد به‌عنوان [footnoteRef:5]MIC در نظر گرفته شد.  [5:  Minimal inhibitory concentration] 

2-4-واکنش PCR و تعيين توالي ژن parC 
در ابتدا جدايه‌ها در محيط مولر هينتون براث کشت داده شدند و به مدت 24-18 ساعت در دماي ° C37 انکوبه شدند. سپس از کيت TOP General Genomic DNA Purification (شرکت توپازژن، ايران) جهت استخراج DNA استفاده شد. براي تأييد استخراج، نمونه‌ها در ژل آگارز 2 درصد مورد ارزيابي قرار گرفتند. بعد از حصول اطمينان از تشکيل تک باند، اجزاي واکنش PCR در حجم نهايي µl25 با استفاده از کيت AccuPower® PCR PreMix (شرکت Bioneer، کره جنوبي) با افزودن DNA ژنومي، جفت پرايمر (µM 100) و آب استريل به محلول PreMix (حاوي آنزيم، کوفاکتور و بافر مخصوص) آماده شد. سنتز پرايمرها توسط شرکت Bioneer صورت گرفت. واکنش PCR طبق برنامه ذيل انجام شد: يک مرحله واسرشت شدن ابتدايي در ° C92 به مدت 3 دقيقه، 30 سيکل در دماي ° C92 به مدت 30 ثانيه، ° C50 به مدت 30 ثانيه،  ° C72 به مدت 1 دقيقه و يک مرحله گسترش نهايي در دماي ° C72 به مدت 10 دقيقه. بعد از اطمينان از تک باند بودن محصولات PCR، نمونه‌ها با حفظ زنجيره سرمايي توسط شرکت تکاپو زيست (ايران، تهران) به شرکت Bioneer کشور کره جنوبي فرستاده شد. بعد از تخليص محصولات PCR از روي ژل آگارز، نمونه‌ها توسط شرکت Bioneer تعيين توالي شد. سپس نتايج حاصل به کمک نرم‌افزار CLC main workbench v3.5 و نرم‌افزار آنلاين بلاست (BLAST) ازنظر وجود جهش در نمونه‌هاي مقاوم نسبت به نمونه استاندارد رفرنس (ATCC 13883) موجود در سايت NCBI موردبررسي قرار گرفت. 
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جدول (1): مشخصات پرايمرهاي مربوط به ژن ParC
	رفرنس
	طول محصول PCR
	توالي پرايمر
	نام پرايمر

	(12)
	340 bp
	3'-CAGCTCGGCATACTTCGAC-5'
	ParC-F

	
	
	5'-CCTGAACTACTCCATGTACGTGAT-3'
	ParC-R




يافته‌ها
در اين بررسي 40 نمونه از بيماراني که دچار عفونت به کلبسيلا پنومونيه شده بودند از بيمارستان‌هاي سطح استان گيلان جدا شد. نتايج حاصل از آزمون تعيين حساسيت اين باکتري نسبت به هشت آنتي‌بيوتيک در جدول 2 نشان داده شده است. در اين آزمون بيشترين مقاومت نسبت به سفالکسين و بيش‌ترين حساسيت نسبت به جنتامايسين مشاهده شد. در اين مطالعه از 40 جدايه، 13 جدايه مقاوم به سيپروفلوکساسين بودند که ازنظر ميزان MIC موردبررسي قرار گرفتند.


جدول (2): الگوي مقاومت ايزوله‌هاي کلبسيلا پنومونيه جداشده از نمونه‌هاي باليني نسبت به آنتي‌بيوتيک
	نوع آنتي‌بيوتيک
	مقاوم تعداد (درصد)
	حساس وابسته دوز تعداد (درصد)
	حساس تعداد (درصد)

	سيپروفلوکساسين
	13 (32.5)
	0(0)
	27 (67.5)

	ايمي پنم
	9 (22.5)
	2 (5)
	29 (72.5)

	آميکاسين
	8 (20)
	1 (2.5)
	31 (77.5)

	سفکسيم
	12 (30)
	0(0)
	28 (70)

	ناليديکسيک اسيد
	13(32.5)
	8 (20)
	19 (47.5)

	سفوتاکسيم
	10 (25)
	4 (10)
	26 (65)

	سفالکسين
	28 (70)
	2 (5)
	10 (25)

	جنتامايسين
	7 (17.5)
	1 (2.5)
	32 (80)




در اين مطالعه از 13 جدايه مقاوم به سيپروفلوکساسين، در 10 جدايه مقاومت به سيپروفلوکساسين با MIC=1024 µg/ml، در دو مورد MIC=256 µg/ml و در يک مورد MIC=128 µg/ml گزارش شد. همچنين در 13 نمونه مقاوم به ناليديکسيک اسيد، يک مورد داراي MIC=128 µg/ml و بقيه موارد MIC≥512 µg/ml بود. 
جهت بررسي مولکولي مقاومت به سيپروفلوکساسين، ژن parC در نمونه‌هاي جداشده به روش PCR تکثير شدند و بعد از اطمينان از تک بانده بودن محصولات PCR، نمونه‌ها مورد آناليز به کمک سکونسينگ قرار گرفتند. نتايج سکونسينگ نشان داد که دو نمونه داراي جهش L38F بودند که آمينواسيد لوسين به فنيل آلانين تبديل شده بود. اين جهش در اثر جابجايي T به A در نوکلئوتيد 114 ايجاد شده بود (شکل 1). همچنين دو نمونه داراي جهش E84K بودند که آمينواسيد گلوتاميک اسيد به لايزين تبديل شده بود که در اثر جهش بد معني تغيير G به A در نوکلئوتيد 250 رخ‌داده بود (شکل 2). 
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شکل (1): تغيير نوکلئوتيد A در نوکلئوتيد 114 م به T: TTA(Leu)>TTT(Phe) با تغيير آمينواسيدي L38F
[image: ]
شکل (2): تغيير نوکلئوتيد G در نوکلئوتيد 250 م به A: GAA(Glu)>AAA(Lys) با تغيير آمينواسيدي E84K


بحث
مقاومت آنتي‌بيوتيکي يکي از مشکلات مهم کشورها در درمان بيماري‌هاي عفوني مي‌باشد. کلبسيلا پنومونيه يک پاتوژن فرصت‌طلب است که معمولاً باعث ايجاد عفونت‌هاي باکتريايي در انسان مي‌گردد. در سال‌هاي اخير، ظهور جدايه‌هاي مقاوم به  آنتي‌بيوتيک در کلبسيلا پنومونيه تبديل به يک مشکل و نگراني بزرگ در سراسر جهان شده است. کوئينولون‌ها دسته‌اي از آنتي‌بيوتيک‌هاي وسيع‌الطيف هستند که کارايي بسيارخوبي در درمان بيماري‌هاي عفوني ايجاد شده توسط کلبسيلا پنومونيه دارند، اما استفاده گسترده موجب ايجاد مقاومت آنتي‌بيوتيکي نسبت به آن‌ها شده است(3).
در مطالعه حاضر که بر روي 40 نمونه کلبسيلا پنومونيه جداشده از بيماران مراجعه‌کننده به بيمارستان‌هاي سطح استان گيلان انجام گرفت، ميزان مقاومت به سيپروفلوکساسين در 30 درصد از جدايه‌ها گزارش گرديد. درحالي‌که در مطالعه پورمحمد و همکاران در سال 2013 در تبريز از 61 نمونه کلينيکي کلبسيلا پنومونيه جداشده از خون، ادرار، زخم و ديگر نمونه‌هاي بخش ICU، 9/61 درصد جدايه‌ها به آنتي‌بيوتيک سيپروفلوکساسين مقاوم بودند (13). همچنين در مطالعه صورت گرفته توسط نوروزي و همکاران در سال 2014 در کرمان از 111 نمونه کلبسيلا پنومونيه جداشده از خون، ادرار، ترشحات تنفسي و زخم 19 درصد جدايه‌ها به سيپروفلوکساسين مقاوم بوده است (8). در مطالعه پورعلي شش بلوکي و همکاران در سال 1395 در بيمارستان‌هاي شيراز مشخص شد از 111 جدايه کلبسيلا پنومونيه به‌دست‌آمده از نمونه‌هاي خون، ادرار، زخم، تراشه و برونکوآلوئلار، 33 درصد موارد مقاوم به سيپروفلوکساسين بودند(14). در مطالعه مولانا و همکاران در سال 1389 بر روي 30 جدايه کلبسيلا پنومونيه نمونه‌برداري شده از محيط و تجهيزات بخش مراقبت‌هاي ويژه بيمارستان شهيد بهشتي شهر بابل 60 درصد موارد مقاوم به سيپروفلوکساسين تشخيص داده شدند(15). بر اين اساس در نواحي مختلف ميزان مقاومت به سيپروفلوکساسين متفاوت است ولي به دليل مصرف بي‌رويه آنتي‌بيوتيک انتظار مي‌رود ميزان مقاومت افزايش يابد. قابل‌ذکر است شيوع متفاوت عفونت‌ها در استان‌هاي مختلف و همچنين دلايل متنوع ژنتيکي در ايجاد مقاومت در اين عفونت‌ها مي‌تواند باعث تفاوت در ميزان شيوع مقاومت در اين عفونت‌ها باشد. از سوي ديگر تفاوت در موضع جمع‌آوري جدايه‌ها مي‌تواند از دلايل تفاوت در ميزان مقاومت به سيپروفلوکساسين در مطالعات مختلف باشد.
مقاومت به سيپروفلوکساسين به‌واسطه جهش در چندين ژن ازجمله زير واحد parC در توپوايزومراز IV کلبسيلا پنومونيه رخ مي‌دهد. در مطالعات مختلف انواع جهش‌ها در ژن parC در کلبسيلا پنومونيه که با مقاومت در سيپروفلوکساسين همراه است گزارش شده است. دراين‌بين مطالعات زيادي جهش در کدون‌هاي 80 و 84 را در ژن parC گزارش کرده‌اند که شامل S80I و E84K مي‌باشد. در مطالعه بريس و همکاران در جدايه‌هاي کلبسيلا پنومونيه چندين جهش ازجمله S80I و E84K مشاهده شد (16). در مطالعه پيه کارسکا و همکاران در سال 2015، نيز هر دو جهش در جدايه‌هاي مقاوم به فلوروکوئينولون‌ها شناسايي شد (17). در مطالعه ميناريني و همکاران جهش‌هاي S80I در شش جدايه از 21 جدايه مقاوم به کوئينولون‌ها به‌دست‌آمده از مراجعين به آزمايشگاه‌هاي چند شهر برزيل بين سال‌هاي 2002 تا 2005 شناسايي شد. در اين مطالعه جهش E84K گزارش نشد (18). به نظر مي‌رسد عدم وجود جهش S80I در اين مطالعه به دليل اهميت کم‌تر اين جهش در ايجاد مقاومت به سيپروفلوکساسين در جدايه‌هاي کلبسيلا پنومونيه در استان گيلان باشد. همچنين در بعضي مطالعات همراهي اين جهش با مقاومت به غلظت‌هاي بالاتر سيپروفلوکساسين در جدايه‌هاي مقاوم به اين دارو مشاهده شده است (19). از سوي ديگر در مطالعه چن و همکاران در سال 2003 در بين 34 جدايه مقاوم کلبسيلا پنومونيه موردمطالعه در تايوان هيچ جهشي در ژن parC مشاهده نشد. در اين مطالعه مشخص شد که بعضي از جدايه‌هاي مقاوم داراي جهش در gyrA مي‌باشند(20). در مطالعه محمدعلي پور و همکاران در سال 1394 بر روي 10 جدايه کلبسيلا پنومونيه مقاوم به سيپروفلوکساسين، شش جدايه داراي جهش در ژن gyrA بودند(3). در مطالعه پارک و همکاران در سال 2017 از 42 جدايه کلبسيلا پنومونيه مقاوم به سيپروفلوکساسين 36 جدايه حداقل يک جهش در يکي از ژن‌هاي gyrA، gyrB و parC داشتند. در اين مطالعه هر دو جهش S80I و E84K در جدايه‌هاي مقاوم مشاهده شد(19). بنابراين عدم وقوع جهش S80I مي‌تواند نشان‌دهنده اهميت ديگر جهش‌ها در اين ژن و يا اهميت ديگر ژن‌هاي دچار جهش ازجمله gyrA در استان باشد. 
از سوي ديگر در اين مطالعه در دو جدايه مقاوم به سيپروفلوکساسين، جهش E84K شناسايي شد. در مطالعات مختلفي چون مطالعه پيه کارسکا (17) و مطالعه بريس (16) نيز در بعضي از جدايه‌هاي مقاوم به فلوروکوئينولون‌ها جهش E84K گزارش شد. در مطالعه نوروزي و همکاران از بين 111 جدايه کلبسيلا پنومونيه 6 جدايه داراي جهش در ژن parC بودند که تنها دو مورد جهش شايع S80I را داشتند. در مطالعه نوروزي جهش شايع E84K مشاهده نشد(8). جهش E84K يکي از چند جهش شايع در parC محسوب مي‌شود که در جدايه‌هاي مقلوم به فلوروکوئينولون‌ها گزارش شده است. وقوع اين جهش در دو جدايه کلبسيلا پنومونيه مقاوم به سيپروفلوکساسين در اين مطالعه نشان‌دهنده اهميت آن در ايجاد مقاومت به دارو است. هرچند در مطالعات مختلف وقوع يک يا چند جهش در parC در جدايه‌هاي مقاوم گزارش شده است، به نظر مي‌رسد در استان گيلان ديگر جهش‌هاي شايع در اين ژن رخ نداده باشد و جهش‌هاي ديگري در اين ژن يا ديگر ژن‌ها در ايجاد مقاومت اهميت داشته باشد. از سوي ديگر تبديل گلوتاميک اسيد به آمينواسيدهاي لايزين، آلانين و گلايسين در مطالعات مختلف ازجمله مطالعه ميناريني و همکاران در برزيل بين سال‌هاي 2002 تا 2005 (18)، بريس و همکاران در هلند سال 2001 (16)، دگوچي و همکاران سال 1996 در ژاپن (21) مشاهده شد. و اين در حالي است که در دو نمونه موردمطالعه ما فقط تبديل گلوتاميک اسيد به لايزين گزارش شد. از سوي ديگر جهش جديد L38F در مطالعه حاضر براي اولين بار مشاهده شد. به نظر مي‌رسد اين جهش نيز همانند ديگر جهش‌هاي مشاهده شده در اين ژن با تغيير تمايل سيپروفلوکساسين به parC باعث کاهش حساسيت به دارو در جدايه‌هاي کلبسيلا پنومونيه در استان گيلان شده باشد که به مطالعات بيشتري در اين زمينه نياز دارد.

نتيجه‌گيري 
با توجه به اينکه سيپروفلوکساسين جزء آنتي‌بيوتيک‌هاي مؤثر در درمان عفونت‌هاي بيمارستاني ناشي از کلبسيلا پنومونيه مي‌باشد وجود 13 جدايه مقاوم به سيپروفلوکساسين از 40 جدايه و همچنين مقاومت به دوزهاي بالاي ناليديکسيک اسيد و سيپروفلوکساسين در اين مطالعه خطر خاموش افزايش مقاومت‌هاي آنتي‌بيوتيکي را در استان نشان مي‌دهد. همچنين وقوع يک جهش شايع parC در دو جدايه و يک جهش جديد در دو جدايه براي اولين بار در دنيا در اين مطالعه نشانه اهميت اين جهش‌ها در ايجاد مقاومت به سيپروفلوکساسين در اين باکتري در استان گيلان مي‌باشد. به‌طوري‌که به نظر مي‌رسد اين جهش‌ها باعث کاهش تمايل سيپروفلوکساسين به توپوايزومراز IV و درنتيجه کاهش اثر سيپروفلوکساسين در مهار تکثير سلولي شوند.

تشکر و قدرداني
اين مقاله تحقيقاتي حاصل پايان‌نامه دانشجويي كارشناسي ارشد ميكروب‌شناسي مي‌باشد. نويسندگان اين مقاله از رياست و معاونت محترم پژوهشي و فناوري دانشگاه آزاد اسلامي واحد رشت و رياست دانشکده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي واحد لاهيجان کمال تشکر و امتنان را دارند. 
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Abstract
Background & Aims: Klebsiella Pneumonia is a common cause of nosocomial infections including urinary tract, respiratory and wound infections. Several fluoroquinolones resistance mechanisms have been proposed, such as mutations in the topoisomerase IV subunits (ParC and ParE). The aim of this study was to investigate parC mutations in ciprofloxacin resistant isolates of Klebsiella Pneumonia from Guilan province.
Materials & Methods: In this study, forty strains of Klebsiella Pneumonia were isolated from several Rasht and Lahijan hospitals and laboratories then were identified by biochemical tests. Antimicrobial susceptibility to ciprofloxacin, imipenem, amikacin, cefixime, cefotaxime, cephalexin, gentamicin, and nalidixic acid was determined by Kirby-Bauer disk diffusion and MIC methods. Then PCR-sequencing was performed to assess parC mutations in ciprofloxacin resistant isolates.
Results: 15% of isolates were resistant to all eight antibiotics. Thirteen isolates (32.5%) were ciprofloxacin resistance. The most antibiotic resistance percentage was found for Cephalexin (70%) and the lowest resistance percentage was identified for Gentamicin (17.5%). Sequencing analysis showed that three ciprofloxacin resistant isolates had missense mutations L38F and/or E84K in parC gene.
Conclusion: In Guilan province, it seems that parC mutations plays role in developing ciprofloxacin resistance in Klebsiella Pneumonia through change in ciprofloxacin affinity to topoisomerase IV.    
Keyword: Ciprofloxacin resistance, Klebsiella Pneumonia, Missense mutations, parC, Sequencing
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