
Research in Medicine 2021; Vol.45; No.4;89 -95

Research on Medicine

The Quarterly journal of School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences                                                                               2021 ;Vol.45; No.4

Original Article

Parvaneh Khiabanirad1, Mohammad Abavisani2, Gita Eslami3*, Fatemeh Fallah3, Ali Hashemi4

1. Department of Microbiology, School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran
2. MSc Student of Medical Microbiology, Department of Microbiology, School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, 

Iran
3. Professor of Microbiology, Department of Microbiology, School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

4. Assistant Professor of Medical Bacteriology, Department of Microbiology, School of Medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, 
Tehran, Iran

Backgrond: During the past two decades, Acinetobacter baumannii has been introduced as an important 
clinical pathogen due to its remarkable ability to cause infections and to acquire resistance to the currently 
used antibiotics, including β-lactams, aminoglycosides, and tetracyclines. The aim of the present study was 
to determine the pattern of antimicrobial susceptibility and the prevalence of armA, tet(39) genes, and the 
insertion sequence ISAba4 in A.baumannii strains collected from burn patients referred to Shahid Motahari 
hospital in Tehran.
Materials and Methods: Totally, 92 clinical isolates of A.baumannii were collected from the burn wounds of 
inpatients in Motahari hospital in Tehran. The isolates of Acinetobacter were identified using laboratory and 
microbiological tests. Then, for the identification of species, the molecular method was carrid out by detecting 
the presence of the blaOXA-51 gene. The pattern of antibiotics susceptibility was performed via disk diffusion 
and the minimum inhibitory concentration (MIC) was performed via microdilution broth, according to CLSI 
guidelines. The prevalence of armA, tet(39) genes and the insertion sequence ISAba4 were investigated using 
PCR and Sequencing.
Results: Out of 92 A.baumannii, 95.6%, 89.2%, 97.9%, and 81.5% of the isolates were resistant to gentamicin, 
amikacin, imipenem, and tetracycline, respectively. All the isolates were also resistant to meropenem. The 
armA gene was detected in 58% of the isolates, while all strains carried tet(39) and the insertion sequence 
ISAba4 was detected in only 3.2% of the isolates.
Conclusion: Our study showed a relatively high distribution of armA, tet(39) genes, and the insertion sequence 
ISAba4 in clinical isolates of A.baumannii. This can lead to increased concerns and irreparable health costs. 
Drug administration, recognition of the pattern of antibiotic resistance in A.baumannii, and the study of the 
molecular epidemiology can be effective in counteracting antibiotic resistance.
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Identification of armA, tet(39) genes, and the insertion se-
quence ISAba4 in clinical isolates of Acinetobacter baumannii 
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ســابقه و هــد‌‌ف: در دو دهــه گذشــته  اســینتوباکتر بامانــی به‌دلیــل توانایــی قابــل توجــه در بــروز عفونت‌هــا و کســب مقاومــت بــه آنتی‌بیوتیک‌هــای رایــج مثــل 
بتالاکتام‌هــا، آمینوگلیکوزیدهــا و تتراســایکلین‌ها، بــه عنــوان یــک پاتــوژن بالینــی مهــم مطــرح شــده اســت. هــدف ایــن مطالعــه، مشــخص کــردن الگــوی حساســیت 

آنتی‌بیوتیکــی و شــیوع فراوانــی ژن‌هــای مقاومــت armA، tet(39) و توالــی الحاقــی ISAba4 در ایزوله‌هــای  اســینتوباکتر بامانــی جداشــده از بیــاران ســوختگی در 

بیمارســتان شــهید مطهــری تهــران اســت.

ــا: 92  اســینتوباکتر بامانــی از زخــم‌ ســوختگی بیــاران بســری در بیمارســتان شــهیدمطهری تهــران جــدا شــد. ابتــدا بــا اســتفاده از تســت‌های  ــواد‌ و روش ه م
  blaOXA-51 ــی شناســایی حضــور ژن‌ ــری از روش‌ مولکول ــه باک ــرای شناســایی گون آزمایشــگاهی و میکروب‌شناســی، ایزوله‌هــای اســینتوباکتر تشــخیص داده و ســپس ب

اســتفاده شــد. الگــوی حساســیت آنتی‌بیوتیــک بــه روش دیســک دیفیــوژن و حداقــل غلظــت مهــاری رشــد )MIC( بــه روش میکرودایلوشــن بــراث طبــق رهنمودهــای 

ــا اســتفاده از PCR و Sequencing مشــخص شــد. CLSI تعییــن شــد. توزیــع ژن‌هــای مقاومــت armA، tet(39) و توالــی الحاقــی ISAba4 در ایزوله‌هــا ب

یافته‌هــا: از میــان 92 ایزولــه‌  اســینتوباکتر بامانــی، درصــد95/6، درصــد89/2، درصــد97/9 و درصــد81/5 ایزوله-هــا بــه ترتیــب مقــاوم بــه جنتامایســین، آمیکاســین، 
ــه  ــی ک ــد؛ در حال ــت ش ــا یاف ــد( ایزوله‌ه ــد. ژن armA در58 )63 درص ــان دادن ــت نش ــم مقاوم ــه مروپن ــبت ب ــا نس ــی ایزوله‌ه ــد. تمام ــایکلین بودن ــم و تتراس ایمی‌پن

tet)93( در تمامــی ایزوله‌هــا و توالــی الحاقــی ISAba4 فقــط در درصــد3/2 از آن‌هــا یافــت شــد. 

ــی‌  ــینتوباکتر بامان ــی  اس ــای بالین ــی ISAba4 را در ایزوله‌ه ــی الحاق ــای armA، tet(39) و توال ــی از ژن‌ه ــبت بالای ــه نس ــع ب ــه توزی ــن مطالع ــری: ای نتیجه‌گی
ــز دارو، شــناخت الگــوی مقاومــت  ــل جــران شــود. مدیریــت تجوی ــه ایجــاد نگرانــی و هزینه‌‎هــای بهداشــتی غیرقاب ــد منجــر ب ــه‌ای کــه می‌توان نشــان می‌دهــد؛ نکت

ــد. ــر باش ــی موث ــت آنتی‌بیوتیک ــا مقاوم ــه ب ــد در مقابل ــی می‌توان ــوژی مولکول ــی اپیدمیول ــی و بررس ــینتوباکتر بامان ــی در  اس آنتی‌بیوتیک

واژگانك‌لید‌‌ی:   اسینتوباکتر بامانی ، مقاومت آنتی‌بیوتیکی، ژن‌های مقاومت

تاریخ دریافت:1399/11/22                                   تاریخ پذیرش :1400/06/13

مقد‌مه
عفونت بیمارستانی به عفونتی گفته می شود که بیمار در زمان بستری به آن دچار 
نبوده و 48 تا 72 ساعت بعد از پذیرش بیمار در بیمارستان، سه روز بعد از ترخیص 
و یا 30 روز بعد از عمل جراحی ایجاد می شود(1). یکی از میکروارگانیسم های 
است.   بامانی  اسینتوباکتر  باکتری   می شود،  بیمارستانی  عفونت  سبب  که  مهم 

در  که  نقشی  به دلیل  که  است  منفی  کوکوباسیل گرم  یک  بامانی،  اسینتوباکتر 
بخش  بیماران  در  خصوص  به  سلامت  از  مراقبت  بخش  با  مرتبط  عفونت های 
باکتری  ابن  پاتوژن هاست.  خطرناك ترین  از  یکی  دارد،   (ICU) ویژه  مراقبت 
پیدایش  به  منجر  موضوع  همین  که  است  مقاومت  مکانیسم   چندین  دارای 
می شود(2,  دسترس  قابل  تجاری  آنتی بیوتیک های  تمامی  به  مقاوم  سویه های 
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3).  اسینتوباکتر بامانی در بخش های سوختگی بیمارستان می تواند کلونیزه شود 
و قادر به ایجاد پنومونی، عفونت دسنگاه ادراری و عفونت های پوستی در کارکنان 
بیمارستانی و بیماران بستری در ICUها و استفاده کنندگان از تجهیزات مراقبت 

طولانی مدت (به ویژه در بیماران وابسته به ونتیلاتور) است(4, 5).
روند رو به افزایش شیوع و بروز مقاومت های آنتی بیوتیکی مورد توجه مسئولان 
را   2011 سال  جهانی  بهداشت  سازمان  که  آنجا  تا  است؛  گرفته  قرار  بهداشتی 
سال مقاومت آنتی بیوتیکی نامیده است(6). مقاومت به کارباپنم در  اسینتوباکتر 
بامانی یک مشکل در حال گسترش است. سازمان بهداشت جهانی،  اسینتوباکتر 
بامانی مقاوم به کارباپنم را در لیست باکتری های حیاتی خطرساز برای سلامت 
عمومی قرار داده است و پژوهش و توسعه راهکارهای جدید برای مهار آن را به 
عنوان یک اولویت مطرح کرده است(7). کارباپنمازهای تیپ OXA می توانند 
این  در  می تواند   ISAba توالی و  داشته  مروپنم  و  ایمی پنم  علیه  موثری  نقش 
سویه ها مقاومت سطح بالایی القا کند. این کارباپنمازها به هشت زیرگروه تقسیم 
است(8).   شده  شناسایی  بامانی  اسینتوباکتر  در   آن  زیرگروه  شش  که  می شوند 
بامانی به طور طبیعی ژن های blaOXA‌51‌like را حمل می کند و بیان  اسینتوباکتر 
ISAba1, ISA�.سبب مقاومت باکتری به کارباپنم ها می شود ISAba1  بالادست

ba2, ISAba3  و  ISAba4بیان ژن های blaOXA را افزایش می دهند و منجر 
به افزایش بروز مقاومت به کارباپنم ها به واسطه  این کارباپنمازها می شود(9).

پمپ های  است.  مقاومت  بروز  مکانیسم های  دیگر  از  نیز  افلاکس  پمپ های 
مواد  از  کلاس هایی   ،Tet(B) و   Tet(A) پمپ های  مانند  چنددارویی  افلاکس 
 Tet(A) .ضدمیکروبی مشخص را فعالانه به خارج از سلول باکتری می فرستند
مقاومت به تتراسیکلین را ایجاد می کند و Tet(B)، سبب ایجاد مقاومت نسبت 
پلاسمید  روی  که  نیز   tet39 ژن  می شود(10).  مینوسایکلین  و  تتراسایکلین  به 
مقاومت  بروز  در  مهم  عامل  یک  عنوان  به  دارد،  قرار   1 pS30 کیلوبازی   18/2
به تتراسیکلین در ایزوله های محیطی و بالینی مطرح شده است(11). در میان 
(‌16S‌RMTases) متیل ترنسفراز   16SrRNA تولید  مقاومت،  مکانیسم های 

است.  کرده  ایجاد  را  نگرانی  بیشترین   RmtB و   armA  ،  G1405شامل ها، 
‌16S‌RMTases که بیش رین توزیع را درجنس های متعدد خانواده  انتروباکتریاسه 
یک  تولید  با  اغلب  دارد،  بامانی  اسینتوباکتر  و   آئروژینوزا  سودوموناس  در  و 
کارباپنماز یا بتالاکتاماز وسیع الطیف (ESBL) همراه است و این موضوع سبب 
عنوان  به  که   ،armA .می شود باکتری ها  این  در  چنددارو  به  مقاومت  افزایش 
متداول ترین 16S‌RMTase در اسینتوباکتر است، از زیر واحد 30S ریبوزومی در 
حداقل  مقدار  افزایش  به  منجر  و  می کند  محافظت  آمینوگلیکوزید  اتصال  برابر 

غلظت مهاری رشد (MIC) آمینوگلیکوزید می شود(12, 13).
از آنجا که روند رو به افزایش ظهور ایزوله های با مقاومت اکتسابی و فنوتیپ های 
با مقاومت به تمامی آنتی بیوتیک های رایج در  اسینتوباکتر بامانی سبب شده این 
در  شود(14)،  مطرح  سلامت  نظام  برای  جهانی  تهدید  یک  عنوان  به  باکتری 
این بررسی از بیماران بستری در مرکز درمانی تهران، ایزوله های  اسینتوباکتر 
به  مقاومت  فنوتیپی  الگوی  تعیین  از  پس  و  کرده  جدا  را  دارو  به  مقاوم  بامانی 
آنتی بیوتیک ها، برای شناسایی ژن های armA، tet(39) و ISAba4 که در بروز 

مقاومت موثرند، از روش های PCR وSequencing  استفاده کرده ایم.

مواد‌ و روش ها
1( روش نمونه‌گیری:

سوختگی  بخش  از  بامانی  اسینتوباکتر  ایزوله    92 توصیفی،  مطالعه  این  در 
بیمارستان مطهری تهران جمع آوری شد. برای نمونه گیری، لایه سطحی زخم 
سوختگی تمیز و با نرمال سالین شسته شد و نمونه ها به وسیله  سواب جمع آوری 
شد. در ادامه نمونه ها با استفاده از محیط استوارت به آزمایشگاه منتقل شدند. 
برای تمامی بیماران فرم پرسشنامه تهیه شد. در این پرسشنامه اطلاعاتی نظیر 
نام بیمار، سن و سایر اطلاعات جانبی مربوط به بیمار مانند سابقه  مصرف اخیر 

آنتی بیوتیک ها اخذ شد تا در آنالیز نتایج استفاده شوند.

2( جداسازی و تشخیص ایزوله‌ها:
پس از انتقال نمونه ها به آزمایشگاه تخصصی گروه میکروب شناسی دانشگاه علوم 
پزشکی شهید بهشتی، تمامی نمونه ها شماره گذاری شدند. برای تایید نمونه ها، 
 ،Merck) و مک کانکی آگار (آلمان ،Merck) آن ها روی محیط کشت بلاد آگار
سانتی گراد  درجه   37 دمای  در  ساعت   24 مدت  به  و  شده  داده  کشت  آلمان) 
اسینتوباکتر  به   مشکوك  کلنی های  از  انکوباسیون،  از  بعد  شدند.  نگه داری 
منفی،  گرم  کوکو باسیل های  دیدن  صورت  در  و  کرده  تهیه  مستقیم  لام  بامانی 
 TSI محیط  در  واکنش  اکسیداز،  تست  مانند  مرسوم  تشخیصی  تست های  از 
Merck)، آلمان) ، تولید اسید در محیط OF از کربوهیدرات هایی مانند گلوکز 
و زایلوز، رشد در دمای 44 درجه سانتی گراد، رشد روی محیط مک کانکی آگار، 
محیط نیترات و تست حرکت برای تشخیص نهایی  اسینتوباکتر بامانی استفاده 
تریپتیک  محیط  در  سویه ها  بامانی،  اسینتوباکتر  قطعی   تشخیص  از  پس  شد. 
سوي براث (Merck، آلمان) غنی شده با 20درصد گلیسرول تلقیح شده و در 70  

درجه سانتی گراد تا انجام مراحل بعدی نگه داری شدند(15).

3( بررسی الگوی مقاومت دارویی به روش دیسک دیفیوژن:
روش  به  ذیل  آنتی بیوتیک های  به  نسبت  جداشده  سویه های  دارویی  مقاومت 
 2017 CLSI بر اساس رهنمودهای (Disk Diffusion) انتشار دیسک در آگار
 ،(10µg/ml IMP) ایمی پنم آلمان)   ،Merck) دیسک های از  شد(16).  انجام 
 AK) آمیکاسین ،(10µg/ml GM) جنتامایسین ،(10µg/ml MEM) مروپنم
کیفی  کنترل  برای  شد.  استفاده   (30µg/ml TET) تتراسیکلین و   (30µg/ml
دیسک ها از سوش استاندارد سودوموناس آئروژینوزا ATCC27853 استفاده شد.

مهاری  غلظت  حداقل  توسط  دارویی  مقاومت  الگوی  تعیین   )4
رشد )MIC( به روش میکرودایلوشن براث:

ابتدا از کشت 24 ساعته باکتری چند کلنی خالص در محیط تریپتیک سوی براث 
کدورت  سانتی گراد  درجه   37 دمای  در  انکوباسیون  ساعت  شش  از  پس  و  حل 
آن بررسی و با استاندارد نیم مک فارلند مقایسه شد. در ادامه داخل چاهک های 
پلیت الایزا مقدار 100 میکرولیتر از محیط کشت مولر هینتون براث ریخته شد. 
پودرهای آنتی بیوتیکی ایمی پنم و مروپنم استفاده شده در این مطالعه از شرکت 
سیگما و با درجه خلوص 950 و 940 میکروگرم بر میلی گرم تهیه شد. غلظت 
CLSI، µg/ محلول ذخیره آنتی بیوتیکی برای آنتی بیوتیک ها طبق رهنمودهای
ml 5120 انتخاب و رقت های مختلفی از 1 تا 256 تهیه شد. در مرحله بعد از 
هر باکتری که پیشتر کشت داده شده و به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه 
سانتی گراد قرار گرفته بود، نیم مک فارلند تهیه شد و سپس از هر سوسپانسیون 
نیم مک فارلند هر باکتری، رقت 1:20 تهیه کرده و مقدار 10 میکرولیتر داخل 
هر چاهک ریخته شد. یک لاین به عنوان کنترل منفی که در واقع محلول آنتی 
عنوان  به  دیگر  لاین  یک  و  است  براث  هینتون  مولر  محیط  همراه  به  بیوتیک 

کنترل که در واقع E.Coli ATCC25922 است، قرار داده شد(16).

5( آماده‌سازی نمونه برای بررسی مولکولی:
استخراج DNA باکتری:

شرکت  از  تهیه شده   DNA استخراج  کیت  از   ،DNA استخراج  برای 
GENETBIO با مشخصاتCat.No.K 3000 ، Lot No.20140619 استفاده 

شد. 

به   ISAba4 و   blaOXA‌51،armA، tet39  کدکننده ژن‌های  شناسایی 
 :PCR روش

شرکت    Master Mixاز  12/5  µl میکروتیوب  هر  در  کار  مراحل  انجام  برای 
و   دیونیزه  آب   7/5µl ،  Reverse و  Forward پرایمرهاي  از   1µl ،آمپیلیکون
3µl از DNA نمونه مورد نظر وارد کرده و با استفاده از سمپلر به خوبی سمپلینگ 
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در   ISAba4 و   blaOXA‌51، armA، tet39 ژن های  برای  پرایمر  توالی های  شد. 
جدول زیر درج شده است. برای جلوگیری از واکنش های ناخواسته و غیرفعال 
شدن آنزیم، تمامی مراحل کار روی یخ انجام شد. جدول 2، برنامه  دمایی لازم 

را برای تکثیر ژن های بررسی شده نشان می دهد.

پس از پایان الکتروفورز، ژل را با اتیدیوم بروماید (µg/ml 0/5) رنگ کرده و پس 
از قرار دادن در دستگاه Gel Documentation ، از نظر وجود باندهای هدف در 

کنار مارکر مولکولی و کنترل های مثبت و منفی بررسی شد.

:DNA 6( تعیین توالی
برای تأیید سویه های حاوی ژن های مورد نظر، محصول PCR نمونه های مثبت 
از نظر ژن blaOXA‌51، armA، tet39 و ISAba4 به میزان 20 لاندا از هر محصول 
PCR و میزان 15 لاندا از پرایمرهای Reverse و  Forwardمربوط به هر ژن 
در داخل میکروتیوب های 1/5 میکرولیتری ریخته و در شرایط مناسب به شرکت 
تکاپوزیست برای تعیین توالی DNA در کمپانی Bioneer کشور کرهی جنوبی 

ارسال شد.

7( بررسي آماري:
دو  کای  آزمون  و   20 نسخه   SPSS نرم افزار از  استفاده  با  آمده  دست  به  نتایج 
معنادار  آماری  نظر  از  درصد   5 از  کمتر  یا  برابر   p value .شد تحلیل  و  تجزیه 

تفسیر می شود.

یافته‌ها
1( نتایج حاصل از نمونه‌گیری:

از 92 ایزوله   اسینتوباکتر بامانی، 23 ایزوله  از خانم ها (درصد25) و 69 ایزوله از 
آقایان (درصد75) جدا شد. از نظر توزیع سنی کمترین سن مربوط به بیمار یک 
ساله و بیشترین مربوط به بیمار 65 ساله بود. در آنالیز آماری، ارتباط معناداری 
 P value) بین فراوانی ایزوله های  اسینتوباکتر بامانی و توزیع جنسیت یافت نشد
> 0,05). سابقه مصرف اخیر آنتی بیوتیک از سوی چهار بیمار گزارش شد که در 
هر چهار بیمار، مصرف آنتی بیوتیک به دلیل عفونت های پیشین دستگاه ادراری 

بود. 

دیسک  روش  از  استفاده  با  آنتی‌بیوگرام  از  حاصل  نتایج   )2
دیفیوژن:

میزان حساسیت دارویی ایزوله های  اسینتوباکتر بامانی با استفاده از روش دیسک 
ایزوله های  فراوانی   ،3 جدول  داد.  نشان  را  ایزوله ها  بالای  مقاومت  دیفیوژن، 
آنالیزهای  نشان  می دهد.  آنتی بیوتیکی  مقاومت  الگوی  اساس  بر  را  شده  جدا 
نداد.  نشان  معنادار  سنی  گروه های  در  را  آنتی بیوتیک ها  مقاومت  توزیع  آماری، 
شاهد  بالینی  ایزوله های  در  است،  شده  داده  نشان  جدول  این  در  که  همان طور 
جنتامایسین  و  مروپنم  ایمی پنم،  آنتی بیوتیک  سه  به  درصد   95 بالای  مقاومت 
بودیم. همه ایزوله ها به مروپنم مقاوم بوده و بیشترین حساسیت نسبت به دیسک 

تتراسایکلین ارزیابی شد. 

:MIC 3( نتایج تعیین
استاندارد  اساس  بر  ایمی پنم  و  مروپنم  آنتی بیوتیک  دو  مورد  در   MIC مقدار 

تفسیری CLSI بررسی و مقادیر آن در جدول 4 نشان داده شده است.

:PCR 4( نتایج بررسی ژن‌های مقاومت به روش مولکولی با استفاده از
نمونه های  تمامی  در  را  ژن  این  وجود  ایزوله  ها،  در   blaOXA‌51‌like ژن  بررسی 
بررسی شده نشان داد و همه  نمونه ها از نظر این ژن مثبت ارزیابی شدند. بررسی 
بیشترین  که  داد  نشان   PCR از استفاده  با  شده  مطالعه   ژن های  سایر  شیوع 
به  مربوط  درصد)   3/2) کم ترین  و    tet39ژن به  مربوط  (100درصد)  فراوانی 
ISAba4 است. نتایج بررسی فراوانی ژن ها در جدول 5 و تصویر 1 نمایش داده 
شده است. تصویر 2، فراوانی ژن های مطالعه شده را در گروه های سنی بیماران 
سنی  گروه  در   armA ژن   فراوانی  بیشترین  نشان  می دهد.  نمودار  صورت  به 
بررسی های  بود.  سال   56 65 سنی  گروه  در  آن  فراوانی  کم ترین  و  سال   21 25

آماری هیچ ارتباط معناداری را بین توزیع ژن ها در گروه های سنی نشان نداد.

: ISAba4 و armA، tet39 ژن‌های PCR 5( نتایج تعیین توالی محصولات
 ،ISAba4 و   armA، tet39 ژن های   PCR محصولات  توالی  تعیین  از  پس 
توالی های حاصله توسط نرم افزار Chromas بررسی و با توالی های مرجع موجود 
 Accession Number با  Genbankمقایسه و سکانس آن در Genbank در

(جدول 6) مربوطه ثبت شد.

جدول1.  مشخصات پرایمرهای استفاده شده برای تکثیر ژن

اندازهسکانس ژن(´3- ´5) نام پرایمر 
منبعمحصول

arm AF

R

5´-TGGGAAGTTA-
 AAGACGACGA-3´

5´-CCATTC-
 CCTTCTCCTTTCCA-3´

212 bp (17)

tet39F

R

5´-CTCCTTCTCTATTGTG-
 GCTA-3´

5´-CACTAATACCTCTGG-
 ACATCA-3′

711 bp (18)

ISAba4F

R

5´-ATTTGAACCCATC-
TATTGGC-3´
5´-ACTCT-

CATATTTTTTCTTGG-3´

612 bp(19)

blaOXA-51
F

R

5´-TAATGCTTTGATCGG-
CCTTG-3´

5´-TGGATTG-
CACTTCATCTTGG-3´

353 bp (20)

ISAba4 و bla
OXA-51، armA، tet39 جدول2. برنامه دمایی مورد نیاز برای تکثیر ژن های

فاکتور
(ºC)حرارتزمان (دقیقه)

armAtet39ISAba4blaOXA-51armAtet39ISAba4blaOXA-51

555594949494دناتوراسیون اولیه

45s1145s94949494دناتوراسیون

45s1145s53484654اتصال

45s1145s72727272گسترش

555572727272گسترش نهایی

................................36363636چرخه
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بحث
دیسک  روش  با  آنتی‌بیوتیکی  مقاومت  الگوی  و  فنوتیپی  بررسی   )1

دیفیوژن:
اشکال  بروز  در  بامانی  اسینتوباکتر  بالای   پتانسیل  اخیر،  سال   10 در 
یک  عنوان  به  باکتری  این  که  شده  سبب  رایج،  آنتی  بیوتیک های  به  مقاوم 
این  متنوع  ضدمیکروبی  مقاومت  مکانیسم های  شود.  مطرح  خطرساز  پاتوژن 
همچنین  و  پورین ها  و  ترشحی  پمپ های  بتالاکتامازها،  بیان  مانند  باکتری 
ترانسپوزون ها  پلاسمیدها،  همچون  ژنتیکی  عناصر  الحاق  و  کسب  توانایی 
به  منجر  که  است  بامانی  اسینتوباکتر  قابلیت های   جمله  از  اینتگرون ها  و 
مطالعه   در  می شود(21).  باکتری  این  در  بالا  آنتی بیوتیکی  مقاومت  نرخ 
 100 و  97درصد  /9 ترتیب  به  مروپنم  و  ایمی پنم  به  مقاومت  میزان  حاضر، 
از  کشورها  از  بسیاری  در  شده  انجام  پژوهش های  آمد.  دست  به  درصد 
وجود  از  حاکی  انگلیس،  و  رومانی  اسپانیا،  ایتالیا،  یونان،  ترکیه،  جمله 
مطالعه  در   .(23 کارباپنم هاست(22,  به  بامانی  اسینتوباکتر  بالای   مقاومت 
ایزوله های  از  91درصد  /5 ایران،  در   2013 سال  در  همکاران  و  گودرزی 
و  ایمنی پنم  به  بیمارستان  در  بستری  بیماران  از  جداشده  اسینتوباکتربامانی 

 ،2014 سال  در  شدند(24).  گزارش  مقاوم  مروپنم  به  ایزوله ها  99درصد 
درصد   90 و  ایمی پنم  به  مقاومت  درصد   83 اصفهان،  در  همکاران  و  وکیلی 
گزارش  مقاومت  نرخ  مقایسه  کردند(25).  گزارش  را  مروپنم  به  مقاومت 
مقاومت  افزایش  به  رو  روند  از  نشان  ما  مطالعه   و  مطالعه ها  این  در  شده 
و  رضایی  مطالعه  در  چنانکه  دارد.  بیمارستانی  ایزوله های  در  ایمی پنم  به 
اسینتوباکتربامانی،  از  تنفسی  ایزوله    81 روی   2020 سال  در  همکاران 
بروز  دلیل  شدند(26).  داده  تشخیص  ایمی پنم  به  مقاوم  ایزوله ها  تمام 
بیش از  استفاده   از  ناشی  می تواند  اخیر  سال های  در  مقاومت  افزایش  این 
گسترده  استفاده   وجود  با  باشد.  ما  کشور  در  آنتی بیوتیک ها  این  از  اندازه 
اسینتوباکتر  در   مقاومت  گزارش های  زمانی،  مقطع  این  در  کارباپنم ها  از 
کارباپنم ها  به  مقاومت  بروز  افزایش  به  رو  روند  و  آن ها  به  نسبت  بامانی 
اندازه ای  به  مقاومت  نرخ  این  است  ممکن  که  دارد  دنبال  به  را  هشدار  این 
یک  عنوان  به  دیگر  و  یابد  کاهش  آنتی بیوتیک ها  این  تاثیر  که  برود  بالا 
محسوب  بامانی  اسینتوباکتر  عفونت های   برای  نجات بخش  درمانی  گزینه  
درصد   95 /6 حاضر  بررسی  در  آمیکاسین  و  جنتامایسین  به  مقاومت  نشود(7). 
آنتی بیوتیک   این  به  مقاومت  دیگر  مطالعه های  در  آمد.  به دست  درصد   89 /1 و 
سال  در  که  همکاران  و  نوری  مطالعه   در  است.  بوده  متغیر  سال ها  طی 
مختلف  نمونه های  از  شده  جدا  بامانی  اسینتوباکتر  ایزوله های   روی   2014
40درصد  /7 جنتامایسین  به  ایزوله ها  مقاومت  میزان  شد،  انجام  بیماران 
مطالعه ،  آن  در  اگرچه  شد(27).  گزارش  80درصد  /6 آمیکاسین  به  و 
ایزوله های  علیه  آنتی بیوتیک  موثرترین  کلیستین  کنار  در  جنتامایسین 
ما  مطالعه   در  شده  مطالعه  ایزوله های  اما  شد،  داده  تشخیص  شده  مطالعه 
تنها  آنتی بیوتیک  این  و  دادند  نشان  جنتامایسین  به  نسبت  بالایی  مقاومت 
مقاومت  بروز  داشت.  مهاری  اثر  حاضر  مطالعه   ایزوله های  از  3درصد  /3 روی 
راهکارهای  از  یکی  عنوان  به  که  آمینوگلیکوزیدها،  در  آنتی بیوتیکی  بالای 

تصویر 1. نمایش محصولات حاصل از تکثیر ژن armA، tet39 و ISAba4  روی ژل آگارز 
1/5درصد

اختصارات: M؛ مارکر 100 جفت بازی،  C-؛ کنترل منفی، C+؛ کنترل مثبت و S؛ نمونه مثبت

تصویر 2. نمودار فراوانی ژن های armA،  tet39و  ISAba4در ایزوله های اسینتوباکتر بامانی به 
تفکیک گروه های سنی مختلف

جدول3. توزیع ایزوله های اسینتوباکتر بامانی بر اساس الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی و به 
تفکیک آنتی بیوتیک 

الگوی مقاومت
آنتی-بیوتیک ها

مقاوم
تعداد(درصد)

حدواسط
تعداد(درصد)

حساس
تعداد(درصد)

 82(89/2) 5 (5/4) 5 (5/4) (μg 30) آمیکاسین 

 88(95/6)  1(1/1)  3(3/3) (μg 10) جنتامایسین 

- 90(97/9)  2(2/1) (μg 10) ایمی‌پنم 

-- 92(100) (μg 10) مروپنم 

 75(81/5)  7(7/6)  10(10/9) (μg 10) تتراسایکلین 

جدول5. توزیع فراوانی مطلق و نسبی ژن های  armA،  tet39و  ISAba4 در ایزوله های 
اسینتوباکتربامانی

ژن ها
ایزوله های اسینتوباکتر بامانی

جمع واجد ژن
تعداد (درصد)

فاقد ژن
تعداد (درصد)

armA 58(63)  34(37)  92(100) 
tet39 92(100)  0(0)  92(100) 

ISAba4 3(3/2)  89(96/8)  92(100) 

Genbank  در  tet39  وarmA  جدول6. شماره های دسترسی سکانس های ژن های

GeneAccession Number

armAKT626610

tet39KT724719

جدول4. نتایج حداقل غلظت مهاری آنتی بیوتیک های مروپنم و ایمی پنم در ایزوله های 
اسینتوباکتر بامانی به روش میکرودایلوشن براث

آنتی-بیوتیک 
ها

مقاوم
 (%)

نیمه حساس
 (%)

حساس
 (%)

استاندارد تفسیری
MIC (µg/ml)

S     I     R

≤4     8    ≥1/216-9/97ایمی‌پنم

≤4    8   ≥16--100مروپنم
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94 /  پروانه خیابانی راد و همکاران

نگران کننده  می شود،  معرفی  بامانی  اسینتوباکتر  عفونت های   علیه  درمانی 
ایران  در   2014 تا  سال2001  از  که  بازنگری ای  در  همکاران  و  مرادی  است. 
 58 /4 نخست  سال های  در  را  آمیکاسین  به  مقاومت  بروز  میزان  دادند،  انجام 
 95 حدود  در  را  مقاومتی  توجهی،  قابل  افزایش  با  آخر،  درسال های  و  درصد 
روی  همکاران  و  طرفدار  توسط  که  مطالعه ای  در  دادند(28).  نشان  درصد 
انجام  سوختگی  بخش  از  شده  جدا  بامانی  اسینتوباکتر  بالینی   ایزوله    50
جنتامایسین  به  ایزوله ها  درصد   86 و  آمیکاسین  به  ایزوله ها  94درصد  دادند، 
انجام  ایران  در  که  همکاران  و  رشوند  مطالعه  در  شدند(29).  گزارش  مقاوم 
بروز  آمینوگلیکوزیدها  به  حساسیتی  هیچ  ایزوله ها  از  درصد   98 /4 است،  شده 
جنتامایسین  به  نسبت  آنتی بیوتیکی  مقاومت  نرخ  مطالعه  این  در  ندادند. 
شد(30).  داده  تشخیص  83درصد  /9 و  98درصد  /94 به ترتیب  آمیکاسین  و 
به  نسبت  بالا  آنتی بیوتیکی  مقاومت  وجود  از  حاکی  شده  انجام  مطالعه های 
سبب  آمینوگلیکوزیدها  برابر  در  مقاوم  اشکال  بروز  آمینوگلیکوزیدهاست. 
و  بیماران  بستری  طول  افزایش  بهداشتی،  مراقبت های  هزینه های  افزایش 

می شود. بیماران  میر  و  مرگ  و  شدید  عوارض  بروز 

:PCR 2( بررسی نتایج مولکولی حاصل از
بامانی، ردیابی ژن  اسینتوباکتر  یک روش ساده و قابل اعتماد برای شناسایی  
معرفی  گونه  تایید  و  شناسایی  برای  همکاران  و   Turton که  است   blaOXA‌51

 100 در  ترتیب  به  نیز  ترکیه  و  آمریکا  ایران،  در  انجام شده  مطالعه   در  کردند. 
 ,31 کردند(24,  شناسایی  را  ژن  این  ایزوله ها  100درصد  و  درصد   91 درصد، 
بیوشیمیایی  روش های  با  که  ایزوله ای   92 تمامی  نیز  حاضر  تحقیق  در   .(32
ترتیب  این  به  و  بوده   blaOXA‌51 ژن  دارای  شده،  شناسایی  میکروب شناسی  و 
به  مقاوم  ایزوله های  در  شدند.  گونه  تأیید  بامانی  اسینتوباکتر  عنوان   به 
 armA، ژن های  وجود  کارباپنم ها،  و  تتراسایکلین ها  آمینوگلیکوزیدها، 
بیشترین   tet39 ژن  حاضر،  مطالعه   در  شد.  داده  ISAba4تشخیص  و    tet39
 3 /2 فراونی  با  را  شیوع  کم ترین   ISAba4 و  100درصد  فراوانی  با  را  شیوع 
ژن   ،2018 سال  در  همکاران  و  سلیمی زند  مطالعه  در  داد.  نشان  درصد 
شد(33).  ردیابی  بامانی  اسینتوباکتر  ایزوله های   از  41درصد  /6 در   tet39
بامانی  اسینتوباکتر  ایزوله    75 بین  در   2013 سال  در  همکاران  و  آقازاده 
وابسته  بیمارستانی  مرکز  سه  از   2010 2011 سال های  در  جمع  آوری شده 
نسبت  که  کردند  گزارش  درصد   26 را   armA شیوع  تهران،  در  دانشگاه  به 
  87 /5 با  برابر  غیرسوختگی  بیماران  به  سوختگی  بیماران  در  ژن  این  حضور 
سوختگی  بخش  بیماران  روی  نیز  ما  مطالعه  که  آنجا  از  بود(17).  درصد 
همسو  (63درصد)   armA ژن  برای  شده  گزارش  بالای  شیوع  شد،  انجام 
ایزوله های   در  ژنتیکی  بررسی  با  همکاران  و  رشوند  است.  موضوع  این  با 
در  را   armA ژن  حضور  آمینوگلیکوزیدها،  به  غیرحساس  بامانی  اسینتوباکتر 
بررسی  ژن های  سایر  با  مقایسه  در  که  کردند  ردیابی  آن ها  از  69درصد  /8
شد(30).  داده  تشخیص   16S RMTase ژن  شایع ترین  عنوان  به  شده، 
از  93درصد  /7  ،2020 سال  در  همکاران  و   Nafplioti مطالعه  در  همچنین 
حامل  جنتامابسین،  و  آمیکاسین  به  مقاوم  بامانی  اسینتوباکتر  ایزوله های  
ژن  حامل  ایزوله ها  درصد63  ما  مطالعه   در  شدند(34).  گزارش   armA ژن 
به  رو  روند  از  حاکی  شده  انجام  مطالعه های  شدند.  داده  تشخیص   armA
و  است  بامانی  اسینتوباکتر  ایزوله های   در  مقاومت  ژن  این  حضور  افزایش 
در   armA ژن  برای  بالایی  حضور  نرخ  ایران،  در  شده  انجام  پژوهش های 
می تواند  نیز  موضوع  این  می دهد.  نشان  ایران  در  شده  مطالعه  ایزوله های 
درمان  در  خصوص  به  درمانی،  دروند  در  آمینوگلیکوزیدها  تاثیر  کاهش  در 
برای  دانمارك  از  همکاران  و   Agersø باشد.  داشته  نقش  سوختگی  بیماران 
محیطی  سویه های  در  را   tettet39 پلاسمیدی  ژن    PCRروش به  بار  نخستین 
در  تتراسایکلین  به  مقاومت  عامل  عنوان  به  مقاوم  اسینتوباکتر  بالینی  و 
همکاران  و   Taitt  ،2013 سال  در  یافتند(35).  نمونه های شان  از  درصد   75
درمانی  مراکز  بیماران  از  جداشده  بامانی های  اسینتوباکتر  در   را  ژن  این 
الگوی  با  مقایسه  در  پلاسمیدی  ژن  این  که  کردند(36)،  گزارش  آمریکا 

سوی  از  داشت.  را  پایینی  فراوانی  تتراسایکلین  به  آنتی بیوتیکی  حساسیت 
در   tet39 حضور  که  شد  داده  نشان  همکاران،  و  دورقی  مطالعه  در  دیگر، 
تتراسایکلین  برابر  در  آن ها  مقاومت  فنوتیپ  با  بامانی  اسینتوباکتر  ایزوله های  
به  مقاومت  بروز  در   tet39 پلاسمیدی  ژن  طورکلی،  به  است(37).  مرتبط 
 tet39 ژن  حامل  ایزوله ها  تمامی  نیز،  ما  مطالعه   در  است.  مطرح  تتراسیکلین 
تشخیص  81درصد  /5 ایزوله ها،  در  تتراسایکلین  به  مقاومت  همچنین  و  بودند 
ایمی پنم  علیه  مؤثری  نقش  می توانند   OXA تیپ  کارباپنمازهای  شد.  داده 
در  بالا  سطح  مقاومت  القای  در  می تواند   ISAba توالی  و  داشته  مروپنم  و 
 ،blaOXA 23 ژن  که  داده اند  نشان  مطالعه ها  کند.  نقش  ایفای  سویه ها  این 
از  3درصد  /2 حاضر،  مطالعه   در  است(38).   ISAba4 و   ISAba1 با  ارتباط  در 
سه  این  در   blaOXA 23 حضور  اطمینان  برای  و   ISAba4 حاوی  ایزوله ها 
   62 در  ایران،  از  همکاران  و  بهادر  مطالعه   در  شد.  ارزیابی  مثبت  نیز  ایزوله 
ایزوله ها  از  12درصد  /9 سوختگی،  بیماران  از  جداشده  بامانی  اسینتوباکتر 
توالی  این  اسپانیا  در  همکاران  و   Cuenca بودند(39).   ISAba4 ژن  حامل 
بامانی  اسینتوباکتر  بالینی   ایزوله    221 از  یک  هیچ  در  ISAba4را  الحاقی  
مطالعه های  در  ما  مطالعه   همانند  است،  مشخص  که  همان طور  نیافتند(40). 
ایزوله های   در   ISAba4 الحاقی  توالی  برای  کمی  فراوانی  جهان  در  انجام شده 

است. شده  گزارش  بامانی  اسینتوباکتر 
مقاومت  بروز  بر  موثر  مکانیسم های  جامع  شناسایی  در  محدودیت   وجود  با 
بررسی  ضمن  حاضر  مطالعه  بامانی ،  اسینتوباکتر  در   آنتی بیوتیکی 
اهمیت  بر  بامانی ،  اسینتوباکتر  در   آنتی بیوتیکی  مقاومت  بروز  مکانیسم های 
قبـل  آنتـی بیـوگرام  دقیق  آزمون هاي  انجام  با  دارو  تجویز  در  دقیق  مدیریت 
سویه های   مولکولی  اپیدمیولوژی  بررسی   لزوم  و  دارویـی  تجویز  هرگونـه  از 

می کند. تاکید  بامانی   اسینتوباکتر 

پروانه اخلاقی
گیتا  دکتر  راهنمایی  به  خیابانی راد  پروانه  خانم  پایان نامه   حاصل  پژوهش،  این 
اسلامی برای دریافت مدرك کارشناسی ارشد است. برای حفظ اصول اخلاقی 
شرکت کنندگان  اطلاعات  مطالعه  این  بیماران،  اطلاعات  بودن  محرمانه  اصل  و 

نکرد. جمع آوری  را  شخصی  اطلاعات  هیچ  و  داشت  نگه  ناشناس  را 
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