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  چکیده 
انتشار کلونال این . عوامل مهم عفونت بیمارستانی محسوب می شوداسینتوباکتر بومانی در حال حاضر به عنوان یکی از  :سابقه و هدف

این مطالعه به بررسی ملکولی ارتباط . ارگانیسم مقاوم نگرانی هاي زیادي را براي پزشکان و متخصصان کنترل عفونت ایجاد کرده است
تبریز ) ع(بیماران بستري در بیمارستان امام رضا کلونال ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی با مقاومت داروئی چندگانه جمع آوري شده از 

  .می پردازد 
ایزوله اسینتوباکتر بومانی از نمونه هاي بالینی ارسالی به آزمایشگاه میکروب شناسی جمع آوري  134طی مدت دو سال  :روش کار

-blaOXA-51و سپس از نظر حضور ژن  ابتدا تمامی نمونه ها با استفاده از روش هاي استاندارد آزمایشگاهی تعیین هویت شدند. شد
like ، الگوي حساسیت آنتی بیوتیکی تمامی ایزوله ها با استفاده از روش استاندارد . ژن اختصاصی اسینتوباکتر بومانی، بررسی شدند

-REP  سنجیده شد و سپس ارتباط کلونال ایزوله هاي با الگوي مقاومت دارویی چند گانه به روش (DAD) دیسک آگار دیفیوژن 
PCR بررسی شد .  

با الگوي مقاومت داروئی %) 81(ایزوله 109از مجموع . مثبت بودند blaOXA-51-likeتمامی ایزوله ها از نظر حضور ژن  :یافته ها 
  .بودند Cمتعلق به ژنوتیپ %) 5(ایزوله  6و  Bمتعلق به ژنوتیپ %) 11(ایزوله A ،12متعلق به ژنوتیپ %) 5/83(ایزوله  91چندگانه، 

نتایج مطالعه حاضر نشانگر انتشار کلونال ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی با مقاومت داروئی چندگانه در بیمارستان مورد  :نتیجه گیري 
با توجه به پتانسیل بالاي انتشار کلونال این ارگانیسم، شناسایی سریع و استفاده از ابزارهاي مناسب کنترل عفونت براي . بررسی بود
  .ضروري می باشد  از انتشار بیشتر آنها جلوگیري

  REP-PCRاسینتوباکتر بومانی، مقاومت دارویی چندگانه، : واژگان کلیدي
  
  

 مقدمه
اسینتوباکتر بومانی باسیل گرم منفی با الگوي غیرتخمیري است که در 
حال حاضر به عنوان یکی از عوامل مهم ایجاد کننده عفونت بیمارستانی در 

  (ICU) بیمارستان به ویژه بخش مراقبت ویژه بخش هاي مختلف 
این ارگانیسم در ایجاد بیماري هاي مهمی از جمله ). 1(محسوب می شود

اندوکاردیت ، پریتونیت ، مننژیت ، عفونت هاي دستگاه تنفس، سوختگی و 
سپتی سمی در بیماران بستري در بخش هاي مختلف بیمارستانی نقش 

ام شده یکی از ویژگی هاي قابل توجه این بر اساس مطالعات انج). 2(دارد
ارگانیسم مقاومت ذاتی داروئی و یا تمایل بالاي آن در کسب فاکتورهاي 
مختلف مقاومت داروئی نسبت به آنتی بیوتیک هاي مصرفی در بیمارستان 

این امر در حال حاضر مشکلات فراوانی را براي پزشکان در درمان . است 
در سالهاي ). 3(نیسم هاي مقاوم ایجاد کرده استبیماران آلوده به این ارگا

اخیر به سبب افزایش روزافزون مقاومت داروئی نسبت به آنتی بیوتیک هاي 
مختلف شاهد حضور سویه هایی از این ارگانیسم با الگوي مقاومت داروئی 

هستیم که از سراسر  (Multidrug resistance-MDR) چندگانه 
  ). 4-8(جهان گزارش می شود

تعریف اسینتوباکتر بومانی با مقاومت داروئی چندگانه به ارگانیسم هایی  در
اطلاق می گردد که حداقل به سه کلاس آنتی بیوتیکی مهم و مصرفی از 
جمله داروهاي بتالاکتام ، آمینوگلیکوزید و کینولون ها مقاومت نشان 

  ). 9(دهند
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از طرف دیگر قابلیت بالاي بقاي این ارگانیسم نیز امروزه متخصصان کنترل 

هاي زیادي عفونت را در پاك سازي بخش هاي مختلف بیمارستان ها با نگرانی 
با انجام مطالعات مختلف در زمینه بررسی اپیدمیولوژي . مواجه ساخته است

ملکولی و تیپ بندي ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی مشخص شده است که 
با مقاومت  "اغلب ایزوله هاي مقاوم به صورت کلونال انتشار می یابند که غالبا

شناسایی انواع تیپ هاي ). 11، 5،10(داروئی چندگانه نیز همراه هستند
هاي مابین آنها جهت ارزیابی  باکتریایی عامل عفونت هاي بیمارستانی و ارتباط

مخازن عفونت، چگونگی انتشار و پی بردن به راه هاي انتقال ارگانیسم ها اعم 
از طریق پرسنل، بیماران و ابزارهاي پزشکی به کار رفته براي آنها در محیط 

  ). 12(استبیمارستان حائز اهمیت 
-REP مطالعات گذشته نشان داده است از بین روش هاي ملکولی آزمون 

PCR )Repetitive Extragenic Palindromic PCR(   ،روشی ساده
سریع و مقرون به صرفه براي ارزیابی ارتباط کلونال ایزوله هاي اسینتوباکتر 

مون بومانی دخیل در عفونت هاي بیمارستانی است که در مقایسه با آز
از قدرت  PFGE(Pulsed-Field Gel Electrophoresis) استاندارد 

هدف مطالعه حاضر تعیین ). 13،14(تمایز و تکرار پذیري بالایی برخوردار است
ملکولی ارتباط احتمالی کلونال ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی با مقاومت 

از بیماران  داروئی چندگانه جدا شده از نمونه هاي بالینی جمع آوري شده
شهر تبریز به روش ) ع(بستري در بخش هاي مختلف بیمارستان امام رضا 

REP-PCR بوده است.  
  

 روش کار 
 1389تا فروردین  1387طی مدت دو سال در فاصله زمانی بین  فروردین

ایزوله اسینتوباکتر بومانی از نمونه هاي بالینی ارسالی به آزمایشگاه  134تعداد 
این . در شهر تبریز جمع آوري شد ) ع(ارستان امام رضامیکرب شناسی بیم

ارگانیسم از نمونه هاي بالینی مختلفی از جمله تراشه، ادرار، زخم، خلط، خون، 
و مایعات آسیت و پلور و از ) CSF(شستشوي برنش، مایع مغزي نخاعی

، داخلی، جراحی مغز و )ICU(مراقبت ویژه  بیماران بستري در بخش هاي 
  .ونی، اعصاب  جمع آوري شدنداعصاب، عف

ابتدا نمونه ها با استفاده از آزمون هاي استاندارد میکرب شناسی و بیوشیمیایی 
بدین ترتیب که کوکوباسیل هاي گرم منفی، بدون . مورد بررسی قرار گرفتند 

تحرك، کاتالاز مثبت، اکسیداز منفی، احیاء نیترات مثبت، با توانایی رشد در دو 
و تولید اسید از گلوکز تنها در محیط اکسیدایتو از  C44°و  C37°دماي 

انتخاب و براي تائید مولکولی تشخیصی  (O/F)فرمانتاتیو /آزمون اکسیدایتو
  ). 15(مورد بررسی قرار گرفتند

که  blaOXA-51-likeتمامی ارگانیسم هاي انتخابی از نظر حضور ژن 
مورد بررسی قرار  PCRاختصاصی اسینتوباکتر بومانی است با انجام آزمون 

توتال تمامی ایزوله ها با استفاده  DNA براي انجام این آزمون، ابتدا . گرفتند 
 4 -3به طور خلاصه ابتدا . استخراج شدند SDS-Proteinase Kاز روش 

 TEمیکرولیتر از بافر  300باکتري در ) ساعته 24(کلنی از کشت تازه 
(Tris/EDTA)  میکرولیتر  30ضافه کردن سپس با ا. کاملاً حل شدند

SDS)10 (% میلی لیتر پروتئیناز / میکروگرم 7وK  دقیقه در  10به مدت
میکرولیتر کلروفرم به  700در ادامه مقدار  .نگهداري شدند  C65°دماي 

فاز روئی به لوله جدید . دقیقه سانتریفوژ شدند 8مخلوط فوق اضافه و بمدت 
دقیقه  30یتر ایزوپروپانول به مدت  میکرول 420منتقل و پس از اضافه کردن 

نهایتا . دقیقه سانتریفوژ شدند 10نگهداري شده و به مدت  -C 20در دماي 
حل گردیده  TEمیکرولیتر محلول  50شستشو شده و در % 70رسوب با اتانول 

  .استفاده شدند PCR الگو طی آزمون  DNAو به عنوان 

 F-5´-TAA  ي اختصاصیبااستفاده از پرایمرها PCR در ادامه آزمون 
TGC TTT GAT CGG CCT TG-3´ 5و´-TGG ATT GCA 

CTT CAT CTT GG-3´   R-   جهت جداسازي  ژنblaOXA-51-like  
بدین ترتیب ). 16(و همکارانش با اندکی تغییر انجام شدTurton مطابق روش 

 Taq PCR Masterمیکرولیتر با استفاده از  25که آزمون در حجم نهایی 
Mix ،2/0  میکرولیتر از  1میکرومول از هر پرایمر وDNA  الگو تحت شرایط

دناتوراسیون : انجام شد ) اپندورف آلمان(زیر با استفاده از دستگاه ترمال سیکلر
سیکل حرارتی شامل دناتوراسیون  35، )دقیقه 3به مدت   C94°(اولیه 

)°C94   (، اتصال پرایمر ) ثانیه 45به مدت°C57   و تکثیر ) قهدقی 1به مدت
)°C72   (و در نهایت تکثیر نهایی ) دقیقه 1به مدت°C72   5به مدت 

الکتروفورز و % 2/1در ژل آگارز  PCRپس از انجام آزمون، محصول ). دقیقه
در این آزمون . پس از رنگ آمیزي با اتیدیوم بروماید مورد بررسی قرار گرفتند

به عنوان کنترل مثبت  ATCC 19606از سویه استاندارد اسینتوباکتر بومانی 
به عنوان کنترل   ATCC 27853و  سویه استاندارد سودوموناس آئروژینوزا 

جهت تایید از نظر حضور ژن براي ترادف  PCRمحصول . منفی استفاده شد
  .ارسال شدند) Sequencing(یابی

جهت شناسایی ارگانیسم هاي با مقاومت دارویی چندگانه حساسیت آنتی 
 (DAD) می ایزوله ها با استفاده از آزمون دیسک آگار دیفیوژن بیوتیکی تما

به روش استاندارد کربی بوئر مطابق دستورالعمل مؤسسه استاندارد و بالینی 
آنتی بیوتیک هایی که در این آزمون ). 17(انجام شد (CLSI) آزمایشگاهی 

کسون، سفپودوکسیم، سفتریا( بتالاکتام ها : استفاده شدند عبارت بودند از 
، کینولون ها ) ایمی پنم و مروپنم ( ، کرباپنم ها ) سفتازیدیم، سفوتاکسیم

جنتامایسین و (، آمینوگلیکوزیدها )سیپروفلوکساسین ، لووفلوکساسین(
کلاولانیک اسید و -آموکسی سیلین(و داروهاي ترکیبی ) آمیکاسین

اي جهت کنترل انجام آزمون از سویه ه). کلاولانیک اسید-تیکارسیلین
  ATCC و اشریشیاکلی  ATCC  27853استاندارد سودوموناس آئروژینوزا 

  .استفاده شد 25922
جهت بررسی ارتباط احتمالی کلونال ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی با مقاومت 

جهت انجام آزمون . انجام شد REP-PCRداروئی چندگانه با یکدیگر آزمون 
. ورد اشاره در بالا استخراج شدندم  تمامی ایزوله ها به روش DNAابتدا 

و همکارانش  با اندکی تغییر   Bou مطابق روش  REP-PCRسپس آزمون 
-´REP1 5و با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی 

IIIGCGCCGICATCAGGC-3 -´REP2 5و  ́ 
ACGTCTTATCAGGCCTAC-3´ بدین ترتیب که ). 18(انجام شد

 25الگو،  DNAمیکرولیتر  3میکرولیتر شامل  25آزمون در حجم نهایی 
 5/2پلیمراز ،  DNAواحد از واحد از آنزیم  2پیکومول از هر پرایمر ، 

 dNTPمیکرولیتر  5/0و  2MgClمیکرولیتر PCR  X10 ،1میکرولیتر از بافر
Mix (10mM) دناتوراسیون اولیه :  تحت شرایط زیر انجام شد)°C94   به

 1به مدت   C94°(وراسیون سیکل حرارتی شامل دنات 30، )دقیقه 5مدت 
) دقیقه 2به مدت   C72°(و تکثیر ) دقیقه 1به مدت   C57°(، اتصال ) دقیقه

پس از انجام آزمون، ). دقیقه 10به مدت   C72°(و در نهایت تکثیر نهایی 
در ادامه جهت آنالیز ارتباط . الکتروفورز گردید% 1در ژل آگارز  PCRمحصول 

باندي تمامی ایزوله ها مطابق دستورالعمل مطالعه کلونال مابین ایزوله الگوي 
Snelling بدین ترتیب که تشابه ). 14(و همکارانش بررسی مقایسه اي شدند

تمام باندهاي قابل مشاهده و یا تفاوتی کمتر از دو باند در دو ایزوله مربوط به 
در این آزمون از سویه استاندارد . یک کلون یکسان در نظر گرفته شدند

به عنوان کنترل در انجام و آنالیز استفاده  ATCC 19606وباکتر بومانی اسینت
  .شد
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    یافته ها          

در این مطالعه ایزوله هاي باکتریایی به ترتیب از نمونه هاي آسپیره تراشه 
، مایع )11-%8(، خون)11- %8(، زخم)25-%19(، ادرار ) 68-51%(

، )3- %2(، مایع پلور)3-%2(نخاعی-، مایع مغزي)8- %6(شستشوي برنش
این نمونه ها از . جداسازي شدند) 2- 1/%5(ومایع آسیت ) 3-%2(درناژ آبسه

، )36-%27(، داخلی )ICU)42%-56 یماران بستري در بخش هاي ب
) 7-%5(و  اعصاب ) 15-%11(، عفونی)20-%15(جراحی مغز و اعصاب

. بود) سال 86تا  14از(سال  4/51میانگین سن بیماران. جمع آوري شدند 
  . زن بودند%) 6/30(بیمار  41مرد و %) 4/69(بیمار  93

-blaOXA ی ایزوله ها از نظر حضور ژن پس از تعیین هویت فنوتیپی تمام

51-like مثبت بودند که نشان از تایید حضور اسینتوباکتر بومانی است .
با انجام تست . تتایج ترادف یابی نیز حضور ژن مورد نظر را تایید کردند

الگوي %) 81(ایزوله  109حساسیت آنتی بیوتیکی مشخص گردید که 
دند و به کلاس هاي آنتی بیوتیکی مقاومت داروئی چندگانه را نشان دا

بتالاکتام ، آمینوگلیکوزید و کینولون مقاومت داروئی کامل یا حد واسط 
%) 69(ایزوله  75به ایمی پنم و %) 68(ایزوله  74از این تعداد . نشان دادند

در ادامه با بررسی ارتباط احتمالی کلونال ایزوله . به مروپنم مقاوم بودند
 91مانی با مقاومت داروئی چندگانه مشخص گردید که هاي اسینتوباکتر بو

متعلق به ژنوتیپ %) 11(ایزوله  A ،12متعلق به ژنوتیپ %) 5/83(ایزوله 
B  5(ایزوله  6و (% متعلق به ژنوتیپC بودند) ایزوله هاي متعلق ). 1شکل

 16(و ادرار %) 54-ایزوله 49(اغلب از نمونه هاي تراشه  Aبه ژنوتیپ 

و داخلی %)44-ایزوله 40( ICUو از بیماران بستري در بخش %) 18-ایزوله
  ). 1جدول(جداسازي شدند%) 31-ایزوله 28(

  

 
  

جهت تیپ بندي ایزوله هاي اسینتوباکتر  REP-PCRآزمون . 1شکل
، )1kb(مربوط به سایز مارکر Mستون . بومانی با مقاومت دارویی چندگانه

 A. baumannii ATCCسویه کنترل  2کنترل منفی، ستون  1ستون 
 9و 8، ستون Bژنوتیپ  7و 6، ستون Aژنوتیپ 5تا  3، ستون19606
  )MDRغیر (ایزوله هاي حساس 13تا  10و ستون Cژنوتیپ

  
  

ان امام فراوانی ژنوتیپ هاي اسینتوباکتر بومانی با مقاومت دارویی چند گانه  بر حسب بخش و نوع نمونه در ایزوله هاي جمع آوري شده از بیمارست. 1جدول
  شهر تبریز) ع(رضا

  ژنوتیپ
   

  مجموع
  )درصد(تعداد

 بخش بیمارستان  منبع نمونه

شستشوي  خون زخم ادرار تراشه
 برنش

  سایر
مایعات

* 

ICU جراحی  عفونی  داخلی
 مغز

 اعصاب

A  )5/83 (91 
 

)54(49 )18(16 )9(8 )8(7  )3(3  )9(8 )44(40 )31(28 )12(11 )10(9 )3(3 

B  )11 (12  
 

)58(7 )17(2 )8(1 )8(1 )8(1 - )33(4 )8(1 )8(1 )42(5 )8(1 

C )5/5(6  )33(2 )33(2 )17(1 - )17(1 - )33(2 )33(2 )17(1 )17(1 - 

 ) CSF(نخاعی-مایع پلور، مایع آسیت، درناژآبسه و مایع مغزي: سایر مایعات شامل* 

  
  بحث

ضر به عنوان یکی اسینتوباکتر بومانی با مقاومت داروئی چندگانه در حال حا
از عوامل مهم عفونت بیمارستانی مطرح بوده و مشکلات درمانی فراوانی را 

این ارگانیسم . در درمان بیماران آلوده به این ارگانیسم ها ایجاد کرده است 
مقاوم در حال حاضر از بیماران بستري در بیمارستان هاي اقصی نقاط 

ات مختلف در خصوص بررسی با انجام مطالع). 2- 8( جهان گزارش می شود
اپیدمیولوژي ملکولی ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی مشخص شد که انتشار 

به صورت کلونال صورت می گیرد که ناشی از قابلیت  "این ارگانیسم غالبا
بقا این ارگانیسم در محیط هاي بیمارستانی و پتانسیل بالاي کسب انواع 

از ). 4-19،6(روهاي مصرفی استفاکتورهاي مقاومت دارویی نسبت به دا
-REPبین روشهاي ملکولی که بدین منظور استفاده می شود آزمون 

PCR  از نتایج مناسب و قابل مقایسه اي با دیگرآزمون هاي استاندارد
  ).       13(برخوردار است

از ایزوله ها الگوي مقاومت % 81براساس نتایج حاصل از این مطالعه،  
 2010شان دادند که در مقایسه با  مطالعه که در سال  داروئی چندگانه را ن

و همکارانش در مرکز طبی کودکان در تهران بر روي  Soroushتوسط  
انجام ) الگوي مقاومت چند گانه% 6/40با (ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی

  . از آمار بالاتري برخوردار بود) 20(شد 

 )درصد(تعداد )درصد(تعداد
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به نظر می رسد تنوع در الگوي مصرف آنتی بیوتیک هاي مصرفی و عدم 

پیدایش و بکارگیري ابزارهاي مناسب کنترل عفونت بیمارستان باعث 
انتشار این ارگانیسم هاي مقاوم در بخش هاي مختلف بیمارستان شده 

ایزوله ها به ترتیب نسبت %  69و  68%در ادامه مشخص گردید که  . است
به ایمی پنم و مروپنم مقاومت نشان دادند که این آمار قابل توجه مقاومت 

تجویز این  نسبت به این داروها نیز می تواند به سبب گرایش پزشکان به
آنتی بیوتیک در بیماران آلوده به ارگانیسم هاي مقاوم باشد زیرا تمامی این 

با توجه به اینکه . بیماران سابقه تجویز و مصرف داروهاي کرباپنم را داشتند
کرباپنم ها داروهاي انتخابی جهت درمان بیماران آلوده به ایزوله هاي 

لذا  آمار بالاي ) 21(دگانه هستنداسینتوباکتر بومانی با مقاومت داروئی چن
مقاومت نسبت به این داروها نگران کننده بوده و نشان از محدود شدن 

  .گزینه هاي درمانی است 
از ایزوله هاي % 5/83مشخص شد که REP-PCRبا انجام آزمون 

بودند   Aاسینتوباکتر بومانی با مقاومت داروئی چندگانه متعلق به ژنوتیپ
کلونال و انتقال بین بخشی ایزوله هاي مقاوم در بیماران  که حاکی از انتشار

به نظر می . بستري در بخش هاي مختلف بیمارستان مورد مطالعه است 
رسد عدم استفاده از ابزارها و روش هاي مناسب کنترل عفونت در 
بیمارستان به عنوان محیط غنی از آنتی بیوتیک مقدمات پیدایش و انتشار 

در ادامه مشخص . نیسم هاي مقاوم را فراهم ساخته استروزافزون این ارگا
جمع  ICUاز بخش  Aاز ازگانیسم هاي متعلق به ژنوتیپ %  44شد که 

بستري طولانی مدت بیماران و وخیم بودن بیماري، بکارگیري . آوري شدند
ابزارهاي تهاجمی و مواجهه طولانی با داروهاي عمده مصرفی در این بخش 

یر گذار در حضور قابل توجه این کلون هاي مقاوم می از جمله عوامل تأث
همچنین مشخص شد که اغلب ایزوله هاي وابسته به کلون ). 22,23(باشند
از نمونه هاي تراشه و ادرار جداسازي شدند که به نظر می رسد ) A(غالب

بکارگیري ابزارهاي تهاجمی طی پروسه درمانی این بیماران از جمله تراشه 
  . ي می تواند در انتشار این کلون هاي مقاوم نقش داشته باشدو کاتتر ادرار

تا به امروز مطالعاتی که در زمینه اپیدمیولوژي ملکولی و شناسایی کلون 
هاي اسینتوباکتر بومانی دخیل در عفونت هاي بیمارستانی انجام شد اغلب 
حاکی از وجود و انتشار کلون هاي مقاوم این ارگانیسم در بخش هاي 

ستانی است که با نتایج حاصل از این مطالعه نیز همخوانی مناسبی بیمار
و همکارانش بر  Kraniotakiتوسط  2006در مطالعه ي که در سال. دارد

روي ایزوله هاي اسینتوباکتر بومانی با مقاومت دارویی چند گانه  به روش 
REP-PCR  انجام شد مشخص گردید که تمام ایزوله ها جدا شده در

ایزوله % 90مورد مطالعه تنها متعلق به دو کلون مجزا بودند و  بیمارستان
در مطالعه ي دیگري که ). 24(گزارش شدند) A(ها مربوط به کلون غالب

در سیدنی استرالیا بر روي ایزوله  2009و همکارانش در سال  Makتوسط 
-REPهاي اسینتوباکتر بومانی با الگوي مقاومت دارویی چندگانه به روش 

PCR جام شد مشخص شد که تمام ایزوله ها متعلق به سه کلون مجزا ان
  .)25(بودند

  
  نتیجه گیري

در  مجموع نتایج حاصل از این مطالعه حاکی از آمار بالاي ایزوله هاي 
انه و انتشار آنها به شکل کلونال اسیتوباکتر بومانی با مقاومت داروئی چندگ

لذا شناسایی سریع . در بخش هاي مختلف بیمارستان مورد مطالعه است 
این کلون ها و بکارگیري ابزارهاي مناسب کنترل عفونت جهت جلوگیري از 
انتشار هر چه بیشتر آن در بخش هاي مختلف بیمارستان مورد مطالعه 

  .ضروري است
  

  تشکر و قدردانی
ه با حمایت مالی معاونت پژوهشی و مرکز تحقیقات بیوتکنولوژي این مطالع

  .دانشگاه علوم پزشکی تبریز انجام شده است
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