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 1396 بهمنتاریخ پذیرش:            1396 بانآ تاریخ دریافت:

 چکیده

های با مقاومت ترین باکتریاصلی ها، یکی ازبیوتیکدلیل پتانسیل بالا در کسب عوامل مقاومت به دامنه وسیعی از آنتیوباکتر بومانی بهاسینت 

های تراوشی یا های مختلفی برای بروز مقاومت چندگانه دارویی در اسینتوباکتر بومانی وجود دارد که شامل پمپمکانیسم چندگانه دارویی است.

های پمپ افلاکس در باشند. هدف از این مطالعه تعیین فراوانی ژنهای ساختاری میها، عناصر افزایشی و پروتئینافلاکس، بتالاکتاماز، اینتگرون

ان مراجعه کننده به های بالینی بیمارسویه اسینتوباکتر بومانی از نمونه 79 باشد.های بالینی اسینتوباکتر بومانی با مقاومت چندگانه دارویی میایزوله

ها با روش انتشار دیسک براساس بیوتیکی ایزولههای بیوشیمیایی تشخیص داده شدند. حساسیت آنتیبیمارستان قلب تهران جدا شده و با آزمون

میزان  شد.بررسی  PCR استفاده ازبا  adeCو adeA ،adeBهای انجام شد و حضور ژن  DNAتعیین شد. سپس استخراج CLSI 2015 استاندارد

، 75/83ترتیب متوپریم بهپنم، تتراسایکین و تریایمی سیپروفلوکسازین، مروپنم، آمیکاسین، سفتازیدیم، هایبیوتیکمقاومت نسبت به آنتی

گزارش شد.  adeC 1/91%وفراوانی adeA ،adeB  2/96%های درصد بود. فراوانی ژن 75/93، 75/58، 25/91، 25/86، 5/82، 25/86

ممکن  AdeABCهای پمپ افلاکس با توجه به شیوع بالای ژن ها وجود داشت.پنم، مروپنم با فراوانی ژنداری بین مقاومت به ایمینیمعارتباط 

باید  متوپریم ایفا کند. اگرچهپنم، مروپنم و تریویژه مقاومت به ایمیهای بالینی اسینتوباکتر بومانی بهاست این امر یک نقش مهم در مقاومت ایزوله

  بیوتیکی توجه کرد.نتیآهای پمپ افلاکس در بروز مقاومت به نقش بیان ژن

  بیوتیک، مقاومت آنتیadeABCهای اسینتوباکتر بامانی، پمپ افلاکس، ژن کلمات کلیدی:

 niloofar_noorbakhsh@yahoo.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

دلیل بومانی پاتوژن بسیار مهم بیمارستانی است و به اسینتوباکتر       

ها مشکلات فراوانی را در درمان بیوتیکایجاد مقاومت نسبت به آنتی

بیماران ایجاد کرده است به این دلیل کنترل عفونت ایجاد شده توسط 

طلب پاتوژن فرصت اسینتوباکتربومانی این باکتری بسیار مشکل است.

های مختلف محیط در و مورف()پلی از نظر شکل متنوع بوده باشد کهمی

هایی است که دارای ترین باکتریقادر به زندگی است و یکی از مهم

 هایمکانیسم است. (Multiple drug resistance) دارویی چندگانه مقاومت

(. 2012و همکاران،  Su) دخالت دارند MDR هایسویه در بروز مختلفی

باشد. های تراوشی یا افلاکس میها پمپترین این مکانیسماز مهم

 لینگ و جولیانو وسطافلاکس ت پمپ چندگانه بار مقاومتاولین

 بوده سبب ATPهیدرولیز  به وابسته که پمپ این. گردید توصیف

 عوامل ازجمله ترکیبات از ایگسترده طیف به نسبت مقاومت ایجاد

 Ambudkar) شودمی سرطان درمان جهت استفاده مورد درمانی شیمی

 واسطهبه چندگانه مقاومت اخیر هایدهه در (.1999و همکاران، 

و همکاران،  Vila) است شده گزارش ایگسترده طوربه افلاکس یهاپمپ

 توسط که مقاومتی هایژن سایر برخلاف .(Nikaido ،1994؛ 2007

 ایجاد را ویژه بیوتیکآنتی یک به مقاومت و شوندمی کد پلاسمید

 وجود زنده موجودات تمام در افلاکس هایپمپ هایژن کنند،می

 Katsaragakis) گرددموجب می را هابیوتیکنتیآ انواع به مقاومت و دارند

 از هاباکتری در بیوتیکیآنتی افلاکس های(. پمپ2008و همکاران، 

، Lewisو  Pulsen) دارند تعلق بزرگ خانواده پنج به فیلوژنی نظر

 هاباکتری در دارویی افلاکس سیستم 50 از بیش اکنون (.2001

 افلاکس، هایسیستم همه مشترک خصوصیت. است شده شناسایی

 بیوسایدها، ها،بیوتیکآنتی نظیر ضدمیکروبی مواد انواع دفع توانایی

امروزه  باشد.می آلی هایحلال و چرب اسیدهای ها،کنندهپاک ها،رنگ

های مقاومت ترین مکانیسمعنوان یکی از مهمبه فعال افلاکس هایپمپ

 Chopra)اند طرح شدهها مها در باکتریبیوتیکذاتی و اکتسابی آنتی

، های افلاکسپمپ شده از های مطرحخانواده بین از. (Roberts  ،2001و

 MATE  و RND ( (Resistant nodulation divition  خانواده هایپمپ

Multidrug and toxic efflux)) های افلاکس پمپ بامانی اسینتوباکتر در

نتوباکتر بامانی پمپ ترین پمپ افلاکس اسیمهم باشند.چنددارویی می

AdeABC  است(Lubelski  ،؛ 2007و همکارانHujer  ،و همکاران

2006.)AdeABC  ترین سیستم افلاکس متعلق به خانواده مهم یکی از

RND  های پمپ افلاکسباشد. ژنمیAdeABC   بر روی کروموزوم

در مجاورت هم یک   adeA ,adeB ,adeCباکتری قرار دارند و سه ژن

باشد، یک پروتئین ترانسپورتر می  AdeBدهند.را تشکیل میاپرون 

ترتیب یک پروتئین فیوژن غشایی و یک به  AdeCو  AdeAکهدرحالی

م دو تتوسط یک سیس adeABCباشند. بیان پروتئین غشا خارجی می

( و Response regulator AdeRکننده پاسخ )جزئی مشتمل بر تنظیم

و  Murray) شود( انجام میSensor kinase,AdeSیک کیناز حسگر )

Baron،2010.) های متعددی ازجمله آمینوگلیکوزیدها، بیوتیکآنتی

عنوان متوپریم و کلرامفنیکل بهها، تریتتراسایکلین، فلوروکینولون

. (2007و همکاران،  Hartzell) اندسوبسترای این سیستم مطرح شده

توانند بیان می  AdeABCعنوان سوبسترای پمپبه هابیوتیکآنتی

خود منجر به بروز مقاومت  نوبهبه که را افزایش دهند  AdeABCهایژن

در آسینتوباکتر  .(2007و همکاران،  Hartzell) شودچنددارویی می

های ذاتی متوپریم نیز از طریق افزایش بیان ژنبامانی مقاومت به تری

اران، و همک Coyne) باشدمی AdeM و AdeFGH ،AdeABC افلاکس

 های پمپ افلاکس. هدف از این مطالعه بررسی فراوانی ژن(2010

(AdeABC) با مقاومت چندگانه  بومانی های بالینی اسینتوباکترسویه در

 باشد.دارویی می

 

 هامواد و روش
توصیفی  -مقطعی صورتبه مطالعه این شناسایی: و بردارینمونه       

 250نجام شد. در این مطالعه ا 1396تیر  30اول اردیبهشت تا  از

نمونه ادرار، زخم، خون، تراشه و خلط بیماران سرپایی و بستری در 

بیمارستان قلب تهران مورد بررسی قرار گرفت. جهت شناسایی 

،  TSI  ،SIM،MRVPهای افتراقی شاملاسینتوباکتر بومانی تست

ن انجام سیمون سیترات آگار، اوره آز، کاتالاز، اکسیداز و بایل اسکولی

 ها جدا شد.سویه اسینتوباکتر بومانی از نمونه 79شد و 

بیوتیکی تعیین حساسیت آنتی :بیوتیکیآنتی حساسیت تست       

روش دیسک دیفوژن بر روی محیط مولر هینتون آگار ها بهدر باکتری

برای تعیین تست حساسیت  انجام شد. CLSI 2015طبق دستورالعمل 

یون باکتریایی معادل نیم مک فارلند تهیه شد بیوتیکی سوسپانسآنتی

 هایبیوتیکو بر روی محیط مولر هینتون آگار کشت داده شد و آنتی

(، gµ 30) (، سفتازیدیمgµ 30) آمیکاسین )ایران -طب پادتن شرکت(

(، gµ 10) (، مروپنمgµ 10) پنم(، ایمیgµ 5) سیپروفلوکسازین

بر روی محیط کشت ( gµ 30) تریمتوپریم ( وgµ 30) تتراسایکلین

درجه  37ساعت در دمای  24مدت و به داده شد قرار
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 و هگیری کرداندازه رشد عدم هاله قطر. شدند دارینگهگراد سانتی

 مقاوم ، (Susceptible)حساس صورتبه بیوتیکیآنتی حساسیت

(Resistant)  حساس و نیمه(Intermediate)  دارش شدنگز. 

  کروموزومی   AdeABC:DNAهای ژن وجود مولکولی بررسی       

روش فنل کلروفرم استخراج های اسینتوباکتربومانی بههمه سویه

 AdeABCهای پمپ افلاکس گردید و سپس جهت بررسی وجود ژن

منظور کسب اطمینان از شرایط ای پلیمراز انجام شد. بهواکنش زنجیره

لی استفاده شد. عنوان کنترل داخبه SrRNA16از پرایمر  PCRصحیح 

و همکاران  Xiaoتوالی پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق از مقاله 

 Blast  افزاربا استفاده از نرمNCBI  سایت انتخاب شد و در( 2016)

آورده  1توالی پرایمرها در جدول  .قرار گرفت دیین مورد تاآصحت 

این به کمک کیت سیناژن انجام گرفت. در  PCRشده است. واکنش 

میکرولیتر از  5/12استخراج شده با  DNAمیکرولیتر از  1واکنش 

master mix PCR  ( واحدانزیم  1شامل,Taq DNA polymeras  سه

میکرولیتر پرایمرهای 1و  dNTPS )میکرومول  400و Mgcl2مولمیلی

Forward, Revers   ب مقطر آمیکرولیتر  5/9میکرومول و  10با غلظت

در دستگاه ترمال سایکلر  PCRد و جهت انجام دیونیزه مخلوط گردی

 قرار داده شد. 
 

 AdeABC: مشخصات پرایمر های 1دولج

 نام پرایمر توالی پرایمر PCR حصولمطول 
683 bp GAAATCCGTCCGCAAGTC Ade.A-F 
683 bp ACACGCACATACATACCC Ade.A-R 
623 bp AAAGACTTCAAAGAGCGG Ade.B-F 
623 bp TCACGCATTGCTTCACCC Ade.B-R 
370 bp ATTTCAGGTCGTAGCATT Ade.C-F 
370 bp CTTGATAAGTAGAGTAGGGATT Ade.C-R 
426 bp GACGTACTCGCAGAATAAGC 16SrRNA-F 

426 bp TTAGTCTTGCGACCGTACTC 16SrRNA-R 
 

  AdeA, AdeB,AdeCریزی دستگاه ترموسایکلر برای ژنبرنامه       

 94ل دمای دناتوراسیون اولیه سیکل حرارتی شام 30در 16SrRNAو 

درجه  94دقیقه، دمای دناتوراسیون  5مدت به گرادسانتی درجه

گراد درجه سانتی 55دقیقه، دمای اتصال پرایمر 1مدت گراد بهسانتی

دقیقه  1مدت گراد بهدرجه سانتی 72دقیقه ، دمای تکثیر  1مدت به

دقیقه انجام شد.  10مدت گراد بهدرجه سانتی 72 و دمای تکثیر نهایی

 6x Loadingدرصد قرار گرفته با  1در ژل آگارز  PCRسپس محصول 

 bp100برداری گردید. از مارکر عکس UVآمیزی و تحت اشعه رنگ

در  استفاده شد. PCRتولید شرکت سیناژن برای شناسایی محصول 

به  Acinetobacter banmannii ATCC19606این تحقیق از سویه 

های آماری در این برای تحلیل داده مثبت استفاده شد.عنوان کنترل 

جهت ارتباط  استفاده شد. SPSS Version24افزار مطالعه از نرم

 نتوباکتریاس یکیوتیبیها و نوع مقاومت آنتژن یفراوان نیدار بیمعن

 05/0تر از کم یداریسطح معن بااسکوئر  یمربع کا آزمون یبومان

 .درنظر گرفته شد

 

 نتایج

زن  44جدایه اسینتوباکتر بومانی بیماران مورد مطالعه  79از        

( بودند. در واقع فراوانی سویه اسینتوباکتر در 44%مرد ) 35( و % 56)

های نمونه شده از تر از مردان بوده است. اسینتوباکترهای جدازنان بیش

 9نمونه زخم،  25نمونه مایع لنف،  1نمونه ادرار،  8بالینی شامل 

 نمونه تراشه بود. 36نمونه خلط و  1نمونه خون، 

در این مطالعه میزان  بیوتیکی:نتایج تعیین حساسیت آنتی       

 سیپرو های آمیکاسین، سفتازیدیم،بیوتیکمقاومت نسبت به آنتی

 متوپریم تعیین شدپنم، مروپنم، تتراسایکلین و تریایمی فلوکسازین،

های بیوتیکترتیب مربوط به آنتیترین مقاومت بهبیش (.1شکل )

 مقاومت چندگانه دارویی تریمتوپریم، مروپنم و ایمی پنم مشاهده شد.

های جدایه در بیوتیکی(آنتی بیش از سه کلاس به بیوتیکی)مقاومت آنتی

 درصد مشاهده شد. 80اسینتوباکتر بومانی بیش از 

، Ade.A هایاز تکثیر ژن پس مولکولی: حاصل از بررسی نتایج       

Ade.B، Ade.C های اسینتوباکتر بامانی محصول برای همه سویهPCR 

 

 
های بالینی بیوتیکی درسویهمقاومت آنتینمودار میزان حساسیت و : 1شکل 

 اسینتوباکتر بومانی
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 Ade.A 683bp  ،Ade.B 623 bp،Ade.Cطولصورت باندهایی بهبه

370bp  (.2)شکل درصد مشاهده شد 1گارز بر روی ژل آ 

 adeC 1/91% فراوانی و adeA، adeB 2/96% هایژن فراوانی       

های اسینتوباکتر دارای مشاهده شد. طبق محاسبات آماری اکثر سویه

 (.3شکل )های پمپ افلاکس بودند ژن

 و ژن ممتوپریتری بیوتیکیآنتی بین مقاومت آماری محاسبات طبق       

adeC دارد وجود داریمعنی بطهار (033/0P=.) بیوتیکیآنتی مقاومت بین 

(. =001/0P) وجود دارد داریمعنی ارتباط adeA، adeBهایژن و مروپنم

ade،adeB (036/0P= )هایپنم و ژنبیوتیکی ایمیبین مقاومت آنتی

به داری وجود دارد. با توجه ( نیز رابطه معنی=002/0P) adeC و ژن

های پمپ افلاکس در ایجاد توان نتیجه گرفت ژنمحاسبات آماری می

 پنم و مروپنم نقش دارند.بیوتیکی نسبت به ایمیمقاومت آنتی

 

 بحث

صورت اسینتوباکتر به یهادر سویه MDR یمقاومت چند داروی       

در  یو فزاینده است در این راستا در مطالعات قبل ییک مشکل جهان

مشاهده شده  %44بیش از   MDR یین مقاومت چند داروایران میزا

و همکاران  Khalat abadiکه توسط  یاعنوان مثال در مطالعهاست، به

 درصد MDR ،44 میزان گرفته صورت کاشان یهاارستانبیم در (2008)

 MDRهایسویه تهران شهر در Taherikalani  (2015)است. شده گزارش

. مشابه این نتایج در مطالعات کردزارش گ درصد 4/44اسینتوباکتر را 

 انجام مطالعاتتوان به ینیز گزارش شده است که از آن جمله م یجهان

 اشاره نمود که میزان 2015 یهاشده در پاکستان و تایلند در سال

گزارش  %42و  %43ترتیب بهاسینتوباکتر بومانی   MDR هایسویه

در مطالعه حاضر  (.2015و همکاران،  García-Garmendia) شده است

های اسینتوباکتر جدا شده از چند دارویی در سویه مقاومتمیزان 

افزایش مقاومت  درصد مشاهده شد. 80بیمارستان قلب تهران بالای 

دهنده این امر است که نشان بیوتیکی در این مطالعهچندگانه آنتی

MDR حال مورد مطالعه در  اندر بیمارستهای اسینتوباکتر در سویه

بر روی  Sharifi  (2007)و   Khosrishahiطی مطالعه باشد.یافزایش م

های بالینی اسینتو باکتر بامانی در شهر قزوین میزان مقاومت ایزوله

و همکاران   Japoni Nejadو در مطالعه گزارش شد %6/26پنم به ایمی

های اسینتوباکتر بومانی بیوتیکی سویهمیزان مقاومت آنتی( 2014)

بیمارستان شهر  ICUهای بالینی بیماران بخش ا شده از نمونهجد

 (2012)و همکاران   Peymaniمطالعه طی است. شده گزارش %100اراک

 %60های اسینتوباکتربامانی شهر تبریز پنم در ایزولهمقاومت به ایمی

پنم و مروپنم در این مطالعه مقاومت اسینتوباکتر به ایمی گزارش شد.

مشاهده شد. مقایسه نتایج مطالعات  %25/91 و %25/86ترتیب به

های بیوتیک در ایزولهنتیآدهد که میزان مقاومت به این نشان می

 .(2004و همکاران،  Leeاسینتوباکتر بومانی رو به افزایش است )

های بالینی میزان حساسیت ایزوله Lin (2017) طی مطالعه       

 سولفو متوپریمتری بیوتیکآنتی به نسبت انتایو بومانی اسینتوباکتر

های مروپنم بیوتیکآنتیو میزان حساسیت به  %57/59متوکسازول 

و همکاران   Babapourگزارش شد. %7/61و  %45/57پنم و ایمی

 های بالینی اسینتوباکتربومانی به تریمیزان مقاومت ایزوله (2017)

 

 
 ،Ade.Aژن  3تا 1: چاهک AdeABCهای : نتایج حاصل از تکثیر ژن1شکل 

  8100bpو  4، چاهک  Ade.Bژن  11تا  9، چاهک  Ade.Cژن  7تا  5چاهک  

Ladder  کنترل منفی 12کنترل مثبت و چاهک  9و3،6، چاهک 
 

 

 
های بالینی در سویه AdeABC هانمودار فراوانی ژن: 3شکل 

 اسینتوباکتر بومانی
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 و همکاران  Normohamadyمطالعه ند.گزارش کرد %10/89متوپریم 

 پنم و مروپنم را های ایمیبیوتیکنتیآمقاومت به  میزان (2015)

 نشان داد. %73و  %86ترتیب به

 (2003و همکاران ) Karlowskyمطالعات انجام شده توسط        

 باشند.می های اسینتوباکتر به مروپنم حساسدرصد سویه 90 داد نشان

بیوتیکی در دهد مقاومت آنتیمی طورکه مقایسه نتایج نشانهمان

های اخیر افزایش چشمگیری یافته است که یک علت مهم آن سال

های آلوده مانند باشد که در مکانها میها بین باکتریانتقال ژن

ها را با مشکل بیوتیکی عفونتافتد و درمان آنتیها اتفاق میبیمارستان

در باکتری منجر به تولید  های ایجادکننده مقاومتنماید. ژنمواجه می

 گردد که بر حسب ژن کدکننده آن بر روی ی مییهاپروتئین

کنند، یک گروه از صورت متفاوت عمل میهای مختلف بهبیوتیکآنتی

 های تراوشی یا افلاکس هستند که ها کدکننده پروتئیناین ژن

اکم توانند داروها را به خارج از باکتری تراوش کنند در نتیجه ترمی

تواند اثر بازدارندگی بیوتیک در سلول باکتری کاهش یافته و نمیآنتی

 ،adeAهایژن شیوع (2016) همکاران و Jassim نماید. اعمال را خود

adeB  وadeC های بالینی اسینتوباکتر بومانی جدا شده ازرا در ایزوله 

ات گزارش کردند. مطالع %3/83، %100، 100 ترتیببه بغداد بیمارستان

Japoni Nejad ( و 2014) و همکارانJassim  نشان  (2016)و همکاران

باشد ولی تفاوت می adeCبالاتر از   adeBو  adeAهای داد فراوانی ژن

ها مشاهده نشد. در این مطالعه نیز زیادی در فراوانی وجود این ژن

مشاهده شد که کمی بالاتر از  adeB   2/96%و  adeAفراوانی دو ژن 

adeC باشد.می %1/91 با فراوانی Wieczorek  نقش  (2008)و همکاران

سایر داروهایی  اصلی در مقاومت دارویی نسبت به اریترومایسین و

 عنوان کردند. AdeABCچون کلرآمفنیکل را افزایش بیان ژن هم

Sugawara       ژن  (2014)همکاران  وAdeljk  را نیز درمقاومت

توباکتر بامانی دخیل دانستند اما ژن اریترومایسین نسبت به آسین

AdeABC تری در مقاومت دارویی اریترومایسین را دارای نقش مهم

تر در یونان عنوان کردند که کم (2016)همکاران  و Maraki دانستند.

متوپریم های اسینتوباکتر بومانی نسبت به تریدرصد سویه 30از 

های مقاوم حضور سویه مسئول مقاومت در دهد وحساسیت نشان می

که در این مطالعه میزان درحالی باشد.می AdeABCبیان ژن  و

 Marakiمطالعه  که نسبت به بود %7/93متوپریم حدود مقاومت به تری

باشد که با توجه به مقاومت بسیار بالاتری می (2016)همکاران  و

هم انجام شده که از نظر زمان هر دو مطالعه در زمان نزدیک بهاین

ولی این تفاوت زیاد در میزان مقاومت مربوط به 

بیوتیک، در دسترس بودن راحت شرایط درمانی، وفور مصرف آنتی

باشد که باعث گسترش و افزایش مقاومت آنتی دارو و عوامل دیگر می

 Maraki  باشد. در این مطالعه مانند مطالعهبیوتیکی در این مطالعه می

 بالا بود. AdeABCای هفراوانی ژن (2016)همکاران  و

بالاتر از در  AdeABC یهامطالعه مشاهده شد که ژن نیدر ا       

در  یکیوتیبیمقاومت آنت نیچنوجود دارد و همها درصد سویه 90

 پنمیمیا، میمتوپریتر کیوتیبیآنت در سه .بالاست بسیار  هاهیسو نیا

 یهاوجود ژن و یکیوتیبیمقاومت آنت نیدار بیرابطه معن و مروپنم

AdeABC پمپ افلاکس  یهاوجود ژن گرفت جهینت توانیم .دارد وجود

AdeABC یبومان نتوباکتریاس یهاهیمقاومت در سو جادیدر ا تواندیم 

 یبرا یپنم و کارباپنم نقش داشته باشد ولیمیا، میمتوپریمقاوم به تر

ا مورد هکیوتیبیآنت نیها در حضور اژن انیب دیبا نانیحصول اطم

 .ردیقرار گ یسربر
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