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  چكيده 

 هاي مقاوم به چند دارو ايجاد مي شوند، يـك مـشكل جـدي در             Acinetobacterفونت هاي بيمارستاني كه توسط      ع: سابقه و هدف  

هدف از اين مطالعه تعيين الگوهاي حساسيت آنتي بوتيكي و فراواني كلاس هاي مختلف اينتگرون در ايزوله             . بسياري از كشورها هستند   

 با گسترش مقاومت آنتـي بيـوتيكي مـورد        PCRليد باندهاي اختصاصي در آزمون      همچنين ارتباط بين تو   .  بود Acinetobacterهاي  

  .مطالعه قرار گرفت

 ايزوله هـا    (MIC)حداقل غلظت مهار كنندگي     .  از بيماران بدست آمد    Acinetobacter ايزوله   88در طي دوره يك ساله،      : روش كار 

 و حضور اينتگـرون از طريـق تكثيـر ژن اينتگـراز توسـط      بررسي E-test  آنتي بيوتيك پركاربرد در كلينيك توسط روش 12نسبت به 

  . مورد مطالعه قرار گرفتPCRآزمون 

قـرار   %) 7/72(و سـپس مـروپنم       %) 3/77(اثر كليستين بود و بـه دنبـال آن ايمـي پـنم               % 7/97موثرترين آنتي بيوتيك با     : يافته ها 

 1نـسبت حـضور كـلاس       .  مـشاهده نـشد    3اهده شد و اينتگرون كلاس      نمونه ها مش   % 4/53 در     2 و   1حضور اينتگرون كلاس    . داشت

ــالا بــود 2اينتگــرون بــه كــلاس  ارتبــاط بــين مقاومــت بــه نورفلوكــساسين، ســفتازيديم، جنتاميــسين،   %). 4/3در مقابــل  %7/47( ب

 آنتي بيوتيـك هـا معنـي دار    هرچند اين ارتباط با بقيه. سپيروفلوكساسين، سفپيم و آميكاسين و حضور اينتگرون معني دار گزارش شد         

  .نبود

شاخص هاي ديگر مقاومت مانند ترانسپوزون و پلاسميد نيز ممكن است در پديده مقاومت  اسينتو باكتر اهميـت داشـته         : نتيجه گيري 

جـاي  همچنين پـر هيـز از مـصرف نـا ب       . براي كاهش فشار بر روي ايزوله هاي حساس، اقدامات كنترلي جامع بايستي اعمال گردد             . باشد

 است ولي بـدليل اثـرات       Acinetobacterكليسيتن موثرترين آنتي بيوتيك بر عليه       . آنتي بيوتيك هاي حساس نيز كمك كننده است       

  .جانبي مضر آن تجويز آن محدود شده است

  ، اينتگرونPCR، مقاومت چند داروي، آزمون Acinetobacter: واژگان كليدي
  

  

  مقدمه
Acinetobacterفي است كه در بسياري از محيط هاي ، باكتري گرم من

حضور شاخص هاي مقاومت گسترده و قدرت ). 2و1(بيمارستاني يافت مي شود 

 .Aامروزه ). 3(بقاي بالا، آن را به يك پاتوژن بيمارستاني تبديل كرده است 

baumannii يك عامل مهم در بسياري از شيوع هاي جهاني است و مقاومت آن 

  ).4(رو به افزايش است 

در سالهاي اخير، يك مكانيسم جديد انتشار ژن مقاومت در باكتري ها به نام 

 محافظت شده، با DNAاينتگرون ها عناصر ). 5(معرفي شده است» اينتگرون«

خصوصيت اختصاصي . قابليت بدام انداختن و حركت كاست هاي ژني هستند

 ژن (a) يعني  bp 59اينتگرون ها حضور سه جزء در منطقه محافظت شده 

 رمز كننده جايگاه ورود attI ژن IntI ،(b) رمز كننده اينتگراز (int I)اينتگراز 

  ).5( پروموتور مسئول بيان كاست هاي ژني است (C)كاست و 

همه ). 7(، تنها سه كلاس توصيف شده اند )6( كلاس اينتگروني 6با وجود حضور 

 رمز كننده intI  محافظت شده هستند كه حاوي ژن5´اينتگرون ها داراي بخش 

 در اينتگرون 3´ است ولي بخش محافظت شده attIاينتگراز در جايگاه نوتركيبي 

 3´، ناحيه حفاظت شده 1در اينتگرون هاي كلاس . هاي مختلف متمايز است

 كه مسئول مقاومت به تركيبات qac E∆1: شامل سه قالب خواندن باز است

ومت به سولفوناميدها است و  كه مسئول مقاSul 1چهارتايي آمونيوم است، 

ORF5 كلاس دوم اينتگرون در ترانسپوزون ). 8( كه عملكرد مشخص نداردTn7 

 حضور tns ژن 5 حفاظت شده  اين اينتگرون 3´در ناحيه . و مشتقات آن پيدا شد

 3تا به حال تنها يك اينتگرون كلاس . دارد كه درحركت ترانسپوزون موثرند



  

 اينتگرون 1كلاس ). 9( آن مشخص نشده است3´ه شناسايي شده است ولي منطق

  ). 10-14( شيوع بالاتري داردAcinetobacterدر گونه هاي 

هدف از اين مطالعه تعيين فراواني كلاس هاي اينتگروني و مقاومت چندگانه 

   بيمارستاني استAcinetobacterدارويي در ايزوله هاي 
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  روش كار
 نمونه از گونه هاي 88، 1388 تا مهر 1387در طي يك دوره يك ساله از مهر 

 نمازي شيراز جداسازي  از بيماران بستري در بيمارستانAcinetobacterمختلف 

 ,API 20E system (bio Merieuxشناسايي نمونه ها توسط روش . شد

Marcy 1´Etoile, France)انجام شد .  

:   آنتي بيوتيك شامل 12تعيين حدقل غلظت مهار كنندگي نمونه ها به 

سولباكتام، ايمي پنم، / سيپروفلوكساسين، كليستين، سفتازيديم، آمپي سيلين

تاميسين، نورفلوكساسين، آميكاسين، سفپيم، توبرامايسين و مروپنم، جن

 انجام و نتايج توسط دستورالعمل شركت E-testسولباكتام توسط روش /سفپرازون

  .سازنده تفسير شد

DNAكيفيت . كلروفوم استخراج شد- باكتري ها توسط روش مرسوم فنلDNA 

 ,Nano drop technologies, Wilmington)استخراج شده توسط دستگاه 

Delaware USA) Nano dropتعيين كلاس هاي . مورد بررسي قرار گرفت

 با استفاده از پرايمرهاي توصيف multiplex PCR توسط روش DNAمختلف 

  . اجرا شد1شده در جدول 

  

 پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه. 1جدول 

 منبع توالي نوكلئوتيدي پرايمر

Int1-

F 
5َ  CAG TGG ACA TAA GCC TGT TC  3َ 

Int1-

R 
5َ  CCC GAG GCA TAG ACT GTA 3َ 

Int2-

F 
5َ  TTG CGA GTA TCC ATA ACC TG 3َ 

Int2-

R 
5َ TTA CCT GCA CTG GAT TAA GC 3َ 

 

10 

Int3-

F 
5َ ACG GAT CTG CCA AAC CTG ACT 3َ 

Int3-

R 
5َ GCC TCC GGC AGC GAC TTT CAG 3َ  

13 

CS-F 5َ  GGC ATC CAA GCA GCA AG 3َ 

CS-

R 
5َ  AAG CAG ACT TGA CCT GA 3َ 

26 

   

 TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbHپرايمرها از شركت  

)Berlin, Germany (موارد مورد نياز آزمون . تهيه شدPCR در جدول 

  . آورده شده است3 در جدول PCR و برنامه 2

  

نتگراز كلاس  ژن ايPCRمواد مورد نياز براي براي آزمون . 2جدول

  3 و 2، 1هاي 

 غلظت نهايي µlحجم مورد نياز  تركيب

dNTPs 4/0 mM  10 

Mgcl2 6/0 mM  50 

PCR buffer 2 X 10 

dd H2O
 

3/10 - 

Int1-F 25/0 Pm 100 

Int1-R 25/0 Pm 100 

Int2-F 25/0 Pm 100 

Int2-R 25/0 Pm 100 

Int3-F 25/0 Pm 100 

Int3-R 25/0 Pm 100 

Taq polymerase 2/0 Unit 5 

DNA template 5  - 

 - 20 حجم نهايي

  3 و 2، 1 ژن اينتگراز كلاس هاي PCRبرنامه آزمون . 3جدول 

 PCRبرنامه  )C°(دما  زمان تعداد سيكل

 Initial denaturation 94   دقيقه5 1

 Denaturation 94   ثانيه30 35

 Annealing 55   ثانيه30 35

 Extention 72   ثانيه30 35

 Final extention 72   دقيقه5 1

- - 8 Hold  

  

 intI 1 از ژن bp160  براي تكثير قطعه Int1R و Int1Fپرايمرهاي 

 براي تكثير قطعه Int2R و Int2Fبراي اينتگراز كلاس يك و پرايمرهاي 

bp 288 پرايمرهاي .  بكار گرفته شدند2 از ژن اينتگراز كلاسInt3F و 

Int3Rختصاصي در اينتگرون كلاس سه را تكثير نمودند يك ژن ا .

 توسط بكارگيري پرايمرهايي براي 1شناسايي ژن كامل اينتگرون كلاس 

 همچنين اندازه هر PCRاين .  اجرا شد5´  و 3´مناطق محافظت شده 

 bp تا بيش از 500كاست ژني وارد شده را تعيين مي نمود كه بين 

  . متغير بود3000

  در حجم 1رفته براي كشف ژن كامل اينتگرون كلاس  بكار PCRآزمون 

µl20 ذكر شد اجرا شد و تنها تغيير، بكارگيري 1 مشابه آنچه در جدول 

.  بود3U (Fermentas, Lithvania) Smart Tagآنزيم پرايمراز 

  . آوده شده است4 آن در جدول PCRبرنامه 

  

ر  براي تكثير باندهاي موجود دPCRبرنامه آزمون . 4جدول 

  1اينتگرون كلاس 

 PCRبرنامه  )C°(دما  زمان تعداد سيكل

 Initial denaturation 94   دقيقه5 1

 Denaturation 94  دقيقه1 35

 Annealing 55  دقيقه1 35

 Extention 72 * ثانيه5+   ثانيه30 35

 Final extention 72   دقيقه 10 1

- - 8 Hold 

*
  .يكل لضافه شده است ثانيه به زمان س5 در هر سيكل 

  

ارتباط بين الگوهاي مقاومت آنتي بيوتيكي و حضور كلاس هاي مختلف 

 Fisher’s Exact test يا Chi-squareاينتگروني توسط آزمون آماري 

   سطح P > 05/0 تعيين گرديد و 15 نسخه SPSSتوسط نرم افزار 

  .معني دار اختلاف ها تعريف شد

  

  يافته ها

از خون جداسازي شده بود  %) Acinetobacter) 8/39اكثر ايزوله هاي 

بيشترين فراواني مربوط به . داشت%) 70( و در بين آقايان شيوع بالاتري

 8 (A. lwoffiiسپس %) 8/89 ايزوله، A.baumannii ) 79گونه 



  

،  %)7/97( به كليستين Acinetobacterحساسيت . بود%) 1/9ايزوله، 

،  %)6/63(؛ توبرامايسين  %)7/72(، مروپنم  %)3/77(ايمي پنم 

،  %)4/61(سولباكتام / ، آمپي سيلين %)67(سولباكتام /سفپرازون

 8/23(، نورفلوكساسين  %)25(، آميكاسين  %)1/26(سيپروفلوكساسين 

  .بود%) 2/18(و سفتازيديم  %) 3/19(، سفپيم  %)4/20(، جنتاميسين %)
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 را تاييد نمود intI2اينتگرون و 1 از كلاس  intI1حضور  PCRآزمون 

 را به نمايش مي 2 و 1 حضور اينتگراز 1شكل .  شناسايي نشد intI3ولي 

حاوي %) 4/53( نمونه Acinetobacter 47در بين سويه هاي . دگذار

 فراواني كلاس هاي 5جدول .  يا هر دو كلاس اينتگرون بودند2 يا 1كلاس 

  . نشان مي دهدAcinetobacterمختلف اينتگرون را در ايزوله هاي 

  

  
  .رديابي اينتگرون ها بوسيله تكثير ژن اينتگراز. 1شكل 

 

 ,bp DNA ladder ;(MBI Fermentas, Hanover 100، 8خـط  

MD) 1، آمپليكون هـاي اينتگـراز   5، 3، 1 خطوط) bp 160( ;   2خـط ،

، 4خطوط ). bp288  (2 و  اينتگراز  )bp160 (1آمپليكون هاي اينتگراز 

  . بدون اينتگرون هستند7 و 6

  

توزيع ايزوله هاي آسينتوباكتر براساس كلاس هاي . 5جدول 

  مختلف اينتگرون

 اينتگرون عدادت درصد

 1كلاس  42 7/47

 2كلاس  3 4/3

 2 و كلاس 1كلاس 2 3/2

 3كلاس  0 0

 بدون اينتگرون 41 6/46

 جمع 88 100

  
حاوي اينتگرون  %) 57( نمونه A. baumannii 45 سويه 79از بين 

اينتگرون  %) 25( نمونه 2 تنها A. lwoffii سويه 8بودند در حالي كه از 

 شيوع بالاتري A. baumanniiابراين اينتگرون در بن. حمل مي كردند

  . داشت

سويه هاي حاوي ژن هاي مقاومت به آنتي بيوتيك هاي سيپروفلوكساسين، 

سفتازيديم، جنتامايسين، نورفلوكساسين، آميكاسين و سفپيم شيوع بالايي 

داده ها همچنين ارتباطي را بين حضور . را داشتند1از اينتگرون كلاس 

س دو و مقاومت به آنتي بيوتيك هاي سيپروفلوكساسين، اينتگرون كلا

سفتازيديم، جنتاميسين، نورفلوكساسين، آميكاسين، سفپيم و توبرامايسين 

تكثير كلاس يك اينتگروني باندهايي با اندازه هايي ). 6جدول (نشان دادند 

 را توليد نمود كه بين گونه هاي مختلف bp3000  تا بيش از 500بين 

Acinetobacter جفت باز 1200 و 800، 600، 500 باندهايي با اندازه 

  ).7جدول (فراواني بالاتري داشت 

  

 ايزوله آسينتوباكتر براساس كلاس هاي 88توزيع . 6جدول 

  اينتگروني و الگوي مقاومتي آنها 

 اينتگرون

 1كلاس  جمع

 2و 

كلاس 

2 

كلاس 

1 

 الگوهاي مقاومت داروئي

1 - - 1 TZ 

1 1 - - TZ-AK 

1 - - - AB-PM 

1 - - - AK-TM 

1 - - - GM-TM 

1 - - - AB-IP-MP 

1 - - - NX-TZ-GM-TM-PM 

1 - - 1 TZ-GM-AK-TM-PM 

13 - - 11 NX-TZ-GM-CI-AK-PM 

2 - - 2 NX-TZ-GM-CI-AB-PM 

1 - - - NX-TZ-GM-AK-TM-PM 

1 - - - NX-TZ-CI-AK-MP-PM 

2 - - 1 NX-TZ-GM-CI-AK-CPS-PM 

14 - 3 4 NX-TZ-GM-CI-AK-TM-PM 

1 - - - NX-TZ-GM-CI-AK-PM-CO 

1 - - 1 NX-TZ-GM-AK-IP-TM-MP-

PM 

11 - - 8 NX-TZ-GM-CI-AB-AK-CPS-

PM 

2 - - 1 NX-TZ-GM-CI-AK-TM-MP-

PM 

1 - - 1 NX-TZ-GM-CI-AB-AK-TM-

PM 

1 - - - TZ-GM-AB-IP-TM-MP-PM-

CO 

1 - - 1 TZ-GM-CI-AK-IP-TM-MP-

PM 

1 - - 1 NX-TZ-GM-CI-AB-AK-TM-

MP 

2 - - 2 NX-TZ-GM-CI-AB-IP-CPS-

MP-PM 

6 1 - 5 NX-TZ-GM-CI-AB-AK-IP-

CPS-MP-PM 

8 - - 1 NX-TZ-GM-CI-AB-AK-IP-

TM-CPS-MP-PM 

 حساس 1 - - 12

 جمع 42 3 2 88

: ABسفتازيديم؛ : TZكليستين؛ : COسيپروفلوكساسين؛ : CI: اختصارات

جنتامايسين؛ : GMمروپنم؛ : MPايمي پنم؛ : IPسولباكتام؛ / لينآمپي سي

NX : نورفلوكساسين؛AK : آميكاسين؛PM : سفپيم؛TM : توبرامايسين؛

CPS :سولباكتام/سفپرازون. 
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اندازه باندهاي تكثير يافته از نمونه هاي حاوي اينتگرون . 7جدول 

   1كلاس 

 تعداد ايزوله ها 1الگوهاي باندهاي اينتگرون كلاس 

500, 600, 1300 1 

500, 800, 1200 1 

500, 600, 800, 1200 13 

500, 600, 800, 1200, 2500 5 

500, 600, 800, 1200, >3000 1 

500, 800, 900, 1200, 2500  1 

500, 800, 1000, 1200, 2500 2 

620, 900, 1300, 1700, >3000 1 

500, 600, 800, 900,1200, 2500  2 

500, 600, 800, 1000, 2300, 2500 1 

500, 600, 800, 1200, 1500, 2500 2 

500, 600, 800, 1200, 2500, 3000 2 

500, 800, 1000, 1200, 1500, 2500 1 

500, 600, 800, 900, 1200, 1500, 2500 4 

500, 600, 800, 1000, 1200, 1500, 2500 4 

500, 600, 800,1200, 1500, 2400, 2500 1 

500, 600, 800, 900, 1200, 1500, 1700, 2500, 

>3000 

1 

500, 600, 750, 800, 900, 1200, 1300, 1500, 

2500, >3000 

1 

  

سيپروفلوكساسين، سفتازيديم، جنتاميسين،  ارتباط بين مقاومت دارويي به

نورفلوكساسين، آميكاسين، سفپيم، و حضور اينتگرون از لحاظ آماري معني 

دار بدست آمد در حالي كه اين ارتباط بين آنتي بيوتيك هاي كليستين، 

 پنم، مروپنم، توبرامايسين و سولباكتام، ايمي/ آمپي سيلين

  ).8جدول(سولباكتام بدست نيامد/سفپرازون

  

 ايزوله آسينتوباكتر براساس حضور اينتگرون و 88توزيع . 8جدول 

  مقاوت آنتي بيوتيكي

ارتباط 

مقاومت 

با حضور 

درصد 

مقاومت و 

كل نمونه 

درصد 

مقاومت و 

عدم 

 درصد

مقاومت و 

حضور 

 آنتي بيوتيك  

126/0 3/2 (2) 3/2 (2) 0 (0) Colistin 

501/0 7/22 1/9 (8) 6/13 Imipenem 

571/0 3/27 4/10 9/15 Meropenem 

110/0 33 (29) 4/10 6/21 Cefoperazone/sulbactam  

069/0 4/36 6/21 8/14 Tobramycin 

092/0 6/38(34) 6/13 25 (22) Ampicillin/sulbactam 

P< 

0.05 
6/73 25(22) 9/48 Ciprofloxacin 

001/0 75 (66) 3/27 7/47 Amikacin 

P< 

0.05 
2/76 3/27 9/48 Norfloxacin 

P< 

0.05 
5/79 4/28 1/51 Gentamicin 

P< 

0.05 
6/80 5/29 1/51 Cefepime 

P< 

0.05 
8/81 5/29 3/52 Ceftazidine 

  مقادير معني دار پر رنگ شده اند. 1
  

  بحث

 در بيماران بستري در بيمارستان به دليل Acinetobacterعفونت هاي 

. گي هايي را ايجاد مي كنندكسب مقاومت چند دارويي مشكلات و پيچيد

نتايج  %). 8/39(بيشتر نمونه ها در اين مطالعه از خون بدست آمده بودند

انتشار ). 15(مشابهي در مطالعات گذشته از تهران بدست آمده است 

اسينتوباكتر در خون ممكن است نشان دهنده نقش گردش خون در انتشار 

ر نمونه هاي باليني تحقيق  گونه غالب دA. baumannii). 16(عفونت باشد 

  ).18و 17(حاضر است كه با نتايج ساير مطالعات هم خواني دارد

 كليستين، ايمي پنم و Acinetobacterموثرترين آنتي بيوتيك ها بر عليه 

با وجود اينكه كليستين از لحاظ آزمايشگاهي موثرترين آنتي . مروپنم بود

و 19(ي مضر محدود شده استبيوتيك است ولي مصرف آن به دليل اثرات جانب

 به اكثريت آنتي Acinetobacterبا اين وصف، مشاهده مقاومت بالاي ). 20

بيوتيك هاي مورد آزمايش، مصرف آنتي بيوتيك هاي موثر جايگزين را نيز 

  . محدود كرده است

به احتمال زياد، ژن هاي مقاومت از طريق عناصر ژنتيكي مثل اينتگرون، 

در اين خصوص نقش اينتگرون ). 2(ن كسب شده اند پلاسميد و ترانسيوزو

بدليل داشتن سيستم هاي تسخير و بدام انداختن قوي ژ ن ها قابل توجه 

كسب ژن هاي مقاومت آنتي بيوتيكي به طور پيوسته به سرعت ). 21-23(است

گسترش مي يابد، بنابراين با تجويز كنترل نشده آنتي بيوتيك ها در بيمارستان 

  . ها امكان كسب مقاومت افزايش مي يابدها و كلينيك

براي غلبه يافتن به مقاومت آنتي بيوتيكي پيش رونده، تجويز آنتي بيوتيك 

  .هاي موثر بايستي به موقع و  به جا انجام شود

  در بين ايزوله هاي 2 و 1در مطالعه حاضر حضور اينتگرون كلاس 

Acinetobacter 4/53   %گزارشات منتشر شده اين نتايج هم راستا با. بود 

 در بين گونه هاي مختلف 1مي باشند كه نشانگر حضور بالاي اينتگرون كلاس 

Acinetobacterمي تواند 3عدم حضور اينتگرون كلاس ). 10-14( است 

بيانگر اين باشد كه اين كلاس اينتگرون نقشي در مقاومت آنتي بيوتيكي ندارد 

 مي تواند كارآمدتر بودن 2به كلاس  اينتگرون نسبت 1و فراواني بالاتر كلاس 

براي تعيين اين . آن را در بدام انداختن شاخص هاي مقاومت نشان دهد

 2 و 1احتمال توالي كردن و كلون نمودن نمونه هاي حاوي اينتگرون كلاس 

مقايسه الگوهاي مقاومت دارويي و ارتباط آنها با حضور . مي تواند مفيد باشد

ديق مي نمايد كه هر دو كلاس اينتگرون الگوهاي  اينتگروني تص2 و 1كلاس 

، )6جدول (مقاومت دارويي مشابهي به آنتي بيوتيك هاي مورد آزمايش دارند 

 در پديدار شدن مقاومت به آنتي بيوتيك ها نقش 1هر چند اينتگرون كلاس 

  .پر رنگ تري داراست

 جفت 1200، 800، 600، 500در بين ايزوله ها، نمونه هاي حاوي باندهاي 

 اينتگرون فراواني بالاتري داشتند و چنانچه فشارهاي انتخابي 1باز در كلاس 

در بيمارستان ها و كلينيك ها ادامه يابد، در آينده نزديك ايزوله هاي حاوي 

تعداد باندهاي بيشتر گسترش مي يابند كه ماحصل آن افزايش مقاومت آنتي 

  .بيوتيكي است

 6داري را بين حضور اينتگرون و مقاومت به نتايج اين مطالعه ارتباط معني 

 آنتي بيوتيك ديگر 6در حالي كه اين ارتباط براي . آنتي بيوتيك را نشان داد

اين نتيجه مي تواند نقش شاخص هاي ديگر مقاومت مثل . مشاهده نشد

پلاسميد و ترانسپوزون را در شكل گيري مقاومت آنتي بيوتيكي 

Acinetobacter 25و24( تاييد نمايد.(  



  

  

  نتيجه گيري 

 به اكثريت آنتي بيوتيك هاي تجويز شده Acinetobacterدر پايان، 

براي كاهش ميزان مقاومت، اقدامات كنترلي . مقاومت بالايي نشان داد

جامع به همراه تعيين الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي به صورت دوره اي 

پنم و كليستين، ايمي . ممكن است باعث كاهش شرايط بحراني گردد

 هستند، هرچند بدليل Acinetobacterمروپنم موثرترين عوامل عليه 

  .عوارض جانبي نامناسب مصرف كليستين محدود شده است
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