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 يدهچک

هدف از انجام  .است بيوتيکآنتيمقاوم به چند  اسينتوباکتر بومانيبيمارستاني ناشي از  يهامهم در مراکز درماني، عفونتيکي از مشکلات  :هدف و زمينهپيش
 NDMو  OXA-48 ،OXA-23هاي ژن و فنوتيپي يهاکارباپنماز و متالوبتالاکتاماز با استفاده از روش دکنندهيتول هاييهاين تحقيق جداسازي و شناسايي سو

  .دباشيم
ساسيت شدند. ح ي بيوشيميايي تشخيص دادههاآزموناز بيماران بستري در بيمارستان قلب تهران جدا شد و با  اسينتوباکتر بومانيسويه  ۷۹ ها:مواد و روش

ي، ديسک دوتايي و ديسک ترکيب ي فنوتيپيهاروشو سفوتاکسيم و سفتازيديم با روش انتشار در ديسک تعيين شد.  هاکارباپنمها نسبت به يزولهاي بيوتيکآنتي
 NDMو  OXA-48 ،OXA-23هاي ژن اي پليمراز جهت تعيين وجوديرهزنجواکنش  هاج تست جهت تعيين فعاليت متالوبتالاکتامازي و کارباپنمازي انجام شد.

 .انجام شد

ا روش ب ايمي پنم و ارتاپنم به روش انتشار در ديسک مشاهده شد. يهابيوتيکآنتينسبت به  اسينتوباکتر بومانيدر  مقاومتبيشترين در اين مطالعه  :هايافته
درصد  ۰۷/۸۶با روش ديسک دوتايي نشان دادند  يدرصد متالوبتالاکتاماز ۹۳/۹۴و  يکارباپنمازفعاليت  ،پنمنسبت به ايمي هايزولهدرصد ا ۲/۹۶ديسک ترکيبي 

کتاماز و کارباپنماز به متالوبتالا دکنندهيتولهاي يهسوي بيوتيکآنتيبين مقاومت  داشتند يتالوبتالاکتامازو م يکارباپنماز به ترتيب فعاليت هايزولهدرصد ا ۱۳/۹۱و 
بين مقاومت  پاسخ مثبت دادند MHTبا روش  هايزولهدرصد ا ۱۴/۹۱. و (P<0.05)دارد وجود  يداريمعنروش ديسک ترکيبي و روش ديسک دوتايي ارتباط 

درصد  ۱۰۰در  OXA-48 ژن نشان داد . بررسي مولکولي(P>0.05)ندارد وجود  يداريمعنارتباط  MHTکارباپنماز به روش  دکنندهيتول هاييهسوي و بيوتيکآنتي
 در هيچ يک از ايزوله وجود نداشت. NDMژن و ها وجود دارد يزولهدرصد ا ۸۳/۹۸در  OXA-23 ژن و

 عاليت متالوبتالاکتامازي و کارباپنمازي، روش ديسک ترکيبي داراي حساسيت بيشتري است.ي تعيين فهاروشاين مطالعه نشان داد بين  :يريگجهينت وبحث 
  .باشدياسينتوباکتر بوماني م هاييزولها در ي بالابيوتيکآنتيمقاومت  دهندهنشان OXA-23و  OXA-48 يهاژنفراواني 

 هاج شدهاصلاحديسک ترکيبي، روش سينرژيسم ديسک دوتايي، روش ، روش کارباپنماز، متالوبتالاکتاماز، اسينتوباکتر بوماني :هادواژهيکل
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  مقدمه
ک پاتوژن ي )Acinetobacter baumanii( ينتوباکتر بومانياس

 يتسپ جادکنندهيا يمارستانيعامل عفونت ب عنوانبهمهم است که 
 يادرار يمجار يهاعفونتلاتور و يوابسته به ونت ي، پنومونيسم
) ICUژه (يو يهامراقبتدر بخش  شدهيبسترماران يدر ب خصوصبه

  ).۱،۲است (شناخته شده 

                                                             
  پيشوا، ايران -پيشوا، دانشگاه آزاد اسلامي، ورامين-گروه ميکروبيولوژي، دانشکده علوم زيستي، واحد ورامين ١
  ايران (نويسنده مسئول)، پيشوا -اسلامي، ورامين آزاد پيشوا، دانشگاه-ورامين زيستي، واحد علوم ميکروبيولوژي، دانشکده گروه ٢
  ايران، پيشوا -اسلامي، ورامين آزاد پيشوا، دانشگاه-ورامين زيستي، واحد علوم شناسي، دانشکده زيست گروه ٣

 ياتذ ييسم مقاومت داروين ارگانيا توجهقابل يهايژگيواز  يکي
بت نس ييمختلف مقاومت دارو يدر کسب فاکتورها ت بالايقابلا يو 

ن امر در حال يمارستان است. ايدر ب يمصرف يهابيوتيکآنتيبه 
ه بماران آلوده يپزشکان در درمان ب يرا برا يحاضر مشکلات فراوان

  ).۳است (جاد کرده يا سمين ارگانيا
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 ييمقاومت دارو روزافزونش ير به سبب افزاياخ يهاسالدر  
م با سين ارگانياز ا ييهاهيمختلف سو يهابيوتيکآنتينسبت به 

 Multi Drug Resistanceچندگانه  ييمقاومت دارو يالگو
)MDR ( ييمقاومت دارو يدارا يهاسميارگان .اندکردهظهور 

کلاس  ۳که حداقل به  گردديماطلاق  ييهاسميارگاندگانه به چن
بتالاکتام،  يداروها ازجمله يمهم و مصرف يبيوتيکآنتي

  ).۴( دهنديمها مقاومت نشان نولونيد و کيکوزينوگليآم
 هايکبيوتآنتياز  ياگستردهبتالاکتام گروه  يهابيوتيکآنتي

). ۵دارد (تالاکتام وجود حلقه ب شانيمولکولهستند که در ساختمان 
، هانيليسيپنبه  توانيمن گروه يا يهابيوتيکآنتياز 

 ).۶کرد (اشاره  هاکارباپنمو  هامنوباکتام، هاسفالوسپورين
باشد يپنم و مروپنم م يپنم، دور يميشامل ارتاپنم، ا هاکارباپنم

قش ن تواننديشوند که ميبتالاکتام محسوب م يهابيوتيکآنتيو از 
کنند فا يد ايبا مقاومت چندگانه و شد ييهادر درمان عفونت يمهم

)۷.(  
ننده ک رفعاليغهاي ميآنز يالقـا لهيوسبه يکيوتيبيمقاومت آنت

 ،مازهانازها، کارباپنيهـا مانند: بتالاکتامازها، سفالوسپورکيوتيبيآنت
 ،يغشــاي خارج يهائنيکــد کننــده پروت يهاژنون در يموتاســ

ـد يتول دهد.يها رخ مبيوتيکآنتيا محل اثر يرنده ير در گييتغ
ـا ههـاي مقاومت در باکتريسـمين مکانيتراز مهم يکـيبتالاکتامــاز 

ل يدخ يهاسمين مکانيتراز مهم يکي عنوانبهها زاسـت. متالوبتالاکتاما
ها و ، مانند کارباپنميکروبيبات ضد ميجاد مقاومت به ترکيدر ا

 يبتالاکتامازها ).٨،٩( رونديمنسل سوم به شمار  يهانيالوسپورسف
. باشنديمگاه فعال يدر جا ياتم رو يدارا متالوبتالاکتامازها Bکلاس 

 به ينيپائ ين بتالاکتامازها وابستگيسر برخلاف هاميآنزن يا
کتام د، تازوباکتام و سولبايک اسيکلاولان لهيوسبهدارند و  هامنوباکتام

 هاآن. در عوض شوندينمبتالاکتامازها هستند، مهار  يهازدارندهباکه 
متالوبتالاکتامازها شامل  يهابازدارنده لهيوسبه يشگاهيط آزمايدر مح

 دياسک ينيکوليپ ي)، و دEDTA( دياسک ين تترا استيآم يلن ديات
)DPA ١٠(شونديم) مهار(  

ند هست ييبتالاکتامازها ناز،يليا اگزاسي Dکلاس  ينمازهاکارباپ
 يکارباپنمازهان دارند و ينه سريداميم اسيگاه فعال آنزيکه در جا
OX-type )OTC( اگرچه. شونديمده ي) نامOTCت ي) ها فعال

ک ي عنوانهباما  ،دارند هامتالوبتالاکتامنسبت به  يکمتر يکيتيکاتال
 يکارباپنمازها نيترعيشاو  شونديم يل خطرناک بررسيپتانس

از  ينتوباکتربوماني) دراسOCTن (يهستند. اول ينتوباکتربومانياس
زوله شده يا ۱۹۸۵مارستان اسکاتلند در سال يک بيکه در  ياهيسو

  ).۱۱( شوديمده ينام OXA-23بود جدا شد که در حال حاضر به نام 
ه نسبت ب سم مقاومتين مکانيترم کارباپنماز مهميد آنزيتول

 يکيعناصر ژنت يها بر رومين آنزي، اشوديمکارباپنم محسوب 

-يرن باکتيدر ب سرعتبهاند و دها قرار گرفتهير پلاسميمتحرک نظ
  ).۱۲گردند (يم منتشر يگرم منف يها

و  يدرمان قطع ير، براياخ يهاگروه کارباپنم تا سال يداروها
فت، گريقرار م استفادهمورد يگرم منف يهايباکتر يهاعفونت يينها

ن يدر درمان ا يجد ين داروها، زنگ خطريظهور مقاومت به ا
کارباپنماز با استفاده از  يهاميآنز يي). شناسا۱۳باشد (يها معفونت
، باشديوژن آگار مشکل ميفيسک ديد يشگاهيآزما معمول يهاروش
ن نوع يوگرام ايب يآنت ين احتمال خطا در گزارش الگويبنابرا

ها را مين آنزيتوان ايوجود دارد. اما م يتوسط مراکز درمان هايکتربا
  ).۱۴نمود ( يبررس اعتمادقابلق و يدق طوربه PCR يپيبه روش ژنوت

کارباپنماز و متالوبتالاکتاماز از  يهاميد آنزيتول يجهت بررس
 يهاشرو، ينيبال يهانمونهاز  جداشده ينتوباکتر بومانياس يباکتر

سک ي، ديبيسک ترکيد يها، آزمونMHTتست  جملهازمختلف 
 ).١٥( گردديماستفاده  وژنيفيسک ديو د ييدوتا

 هدکننديتول يهاهيسو ييو شناسا يمطالعه جداسازن ياهدف از 
، OXA-48 يهاژن وجود يبررسم کارباپنماز و متالوبتالاکتاماز و يآنز

OXA-23  وNDM  از  جداشده ينتوباکتر بومانياس يهاهيسودر
  .باشديمماران يب

 
  هاروشمواد و 
مارستان يدر ب يمار بستريب ۱۵۴ز ا :ييو شناسا بردارينمونه
 ۱۵خ ياز تار بودند يمارستانيعلائم عفونت ب يکه دارا قلب تهران

 يهانمونه شد.انجام  بردارينمونهروز  ۸۵به مدت  ۱۳۹۶بهشت يارد
)، زخم و تراشه يصبحگاهخلط (، خون، انه)يمادرار (شامل  ينيبال

و سپس ، جدا شد اننمونه از مرد ۳۵و  اننمونه از زن ۴۴که بودند 
آگار کشت داده  يگار و مک کانکآبلاد هاييطمح يهر نمونه رو

 گرادسانتيدرجه  ۳۷ساعت در انکوباتور  ۲۴به مدت  هاکشتشدند. 
 TSI,SIM,MR-VP) يافتراق يهاتستسپس  شدند. ينگه دار

 هايباکترص يجهت تشخداز) ياوره آز، کاتالاز، اکسترات، يمون سيس
دا ج ينيبال يهانمونهاز  ينتوباکتر بومانياسه يسو ۷۹و  انجام شد

  شد.
 :وژنيفيسک ديبه روش د يبيوتيکآنتيت ين حساسييتع
سک يد از روش انتشار يبيوتيکآنتيت ين حساسييتع يبرا

 نييبالو  ياهشگيآزما ياستانداردهامطابق با دستورالعمل موسسه 
CLSI نسبت به  يبيوتيکآنتيت يحساس. استفاده شد

، کروگرم)يم ۱۰مروپنم (، کروگرم)يم ۱۰پنم ( يميا يهابيوتيکآنتي
 يديمسفتازو کروگرم) يم ۱۰( يمسفوتاکس، کروگرم)يم ۱۰ارتاپنم (

ران) انجام شد. ابتدا از يشرکت پاتن طب ا( ،کروگرم)يم ۱۰(
ورت برابر با کد يکدورتبا  يونيسوسپانس مورد مطالعه هاييباکتر

ون يسپس به کمک سوآپ از سوسپانس ،ه شديتهم مک فارلند ين
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 نتون آگار بهيط مولر هيمح يبرداشته و در تمام جهات رو يکروبيم
سپس به کمک پنس  کشت داده شد،) يمتراکم (چمنصورت روش 

ه به ت قرار داده شديدر سطح پل يبيوتيکآنتي هاييسکد ل،ياستر
 يوس نگهداريدرجه سلس ۳۷ساعت در انکوباتور در  ۱٨تا  ١٦مدت 
ک خط کش، قطر هاله عدم رشد بر حسب يبا استفاده از  سپسشد. 

به صورت  )CLSI)۲۰۱۷و طبق استاندارد  شد متر اندازه گرفته يليم
  مه حساس و مقاوم گزارش شدند.ين حساس،

  :١ CDT)( يبيسک ترکيتست د
د يک اسيل برونيفن محلول ان کار ابتديا يبرا

)Aldrich,Sigma در (DMSO با غلظت��
��ൗ شد  هيته ٢٠

 ۱۰( پنم يميا يحاو هاييسکدن محلول به ياز ا lµ٢٠سپس 
در قه يدق ٦٠و  شدق يتزر کروگرم)يم ۱۰مروپنم ( و کروگرم)يم

 ۱/۰ با غلظت EDTA. سپس خشک شود اتاق قرار گرفت تا يدما
ن محلول (که ياز ا تريکروليم ۱۰ ل حل شد.يستردر آب مقطر ا مول
 هاييسکدک از ياست) به هر  EDTAاز  يکروگرمم ۲۹۲ي حاو

 د.يق شده و خشک گرديفوق تزر
 يهانمونهجدا شده از  ينتوباکتر بومانياسه يسو ۷۹ از کي هر از

 طيمح در و شد هيته فارلند مک ۵/۰ معادل ونيسوسپانس ،ينيبال
 کسيد از. شد داده کشت متراکم صورت به گارآ نتونيه مولر کشت

 تيپل يبودند برو EDTAا يد و يک اسيل برونيفن يپنم که حاو يميا
 درجه ۳۷ يدما در ساعت ۲۴ مدت به ها تيپل .شد داده قرار

 يبررس آن اطراف شده جاديا هاله سپس و شدند انکوبه گرادسانتي
 کيل برونيفن يحاوسک يقطر هاله عدم رشد اطراف د اگر .ديگرد

 يرباکت باشد ييسک به تنهاياز اطراف دمتر يليم ۵شتر از يب دياس
قطر هاله عدم رشد اگر .)KPCم کارباپنماز است (يد آنزيقادر به تول

سک به ياز اطراف دمتر يليم ۵ شتر ازيب EDTA يحاوسک ياطراف د
 ) استMBLمتالوبتالاکتاماز (م يد آنزيقادر به تول يباکتر باشد ييتنها

)۲۷(.  

  :٢)DDST( ييسک دوتايسم دينرژيروش س

غشته آ ديک اسيل برونيفنسک بلانک را به ين روش ديدر ا
مطابق  .تا خشک شود اتاق قرار داده شد يدر دماکرده و 
نتوباکتر ياسه يسو ۷۹از  يبيوتيکآنتيت ين حساسييدستور تع

و در  شده يمک فارلند ته ۵/۰ون معادل يسوسپانس يبومان
نتون آگار کشت متراکم انجام شد، سپس يت مولر هط کشيمح
از  متريليم ۲۰ به فاصله )يکروگرمم ۱۰پنم ( يميسک ايد
است قرار داده  ديک اسيل برونيفن يکه حاو يسک مرکزيد

 گرادسانتيدرجه  ۳۷ يساعت در دما ۲۴ت ها به مدت يپل ،شد
سک يو د هاکارباپنمن يهاله عدم رشد ب يشافزا د.يانکوبه گرد

 جه مثبتينت عنوانبه ديک اسيل برونيفنبازدارنده  يحاو
)KPC(  بازدانده  يش فوق براي. آزماشوديمدر نظر گرفته
)EDTAجهت تع (ن ييMBL ز انجام ين) ۲۸،۲۹شد.(  

  :٣MHT يپيبا روش فنوت يت کارباپنمازيفعال يبررس
مک فارلند از  ۵/۰با غلظت  ييايون باکتريابتدا سوسپانس

۲۵۹۲۲Ecoli ATCC  ه شد. يبراث ته نتونيمولر هدر
ق شد و سپس به صورت يرق ۱:۱۰زان يه شده به ميون تهيسوسپانس

ک ينتون آگار کشت داده شد. يط مولر هيمح يکنواخت بر روي
تر نتوباکياست قرار گرفت، سپس يدر مرکز پلپنم  يمياسک يد

 تت کشيپل يهاکنارهسک تا يم از لبه ديبه صورت خط مستق يبومان
درجه  ۳۷ يساعت در دما ۱۶-۲۴ت ها به مدت ي. پلداده شد

  .)۲۶( يدگردانکوبه  گرادسانتي
برگ  يدگيک بريساعت،  ۲۴مثبت، بعد از  MHTزوله يا
 زولهيادر امتداد  ۲۵۹۲۲Ecoli ATCC محل رشدشکل از يشبدر

  .کنديمجاد يسک ايه مهار رشد ديش در ناحيمورد آزما
  :يمولکول يبررس

 يکلروفرم انجام شد. جهت بررس -م با روش فنلژنو اسـتخراج 
ــل يهـا ژن و  OXA-23 و OXA-48 هاکارباپنممقاومت به  ياصـ

با اســتفاده از   PCRش يآزما NDM٤ن ژن متالوبتالاکتامازيهمچن
 ــ يمرهايپرا ــاص ــد۱(جدول  ياختص ــيدر ا .) انجام ش از  ين بررس
  شد.کنترل استفاده  عنوانبه ATCC 19606 ينتوباکتر بومانياس

  
 مرهايپرا يتوال ):۱جدول (

Reference  Annealing 
temperature  

Product 
size(bp)  3 Sequence َ→َ5  Primers 

16  57  744  TTGGTGGCATCGATTATCG OXA-48  GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 
17  57  501  GATCGGATTGGAGAACCAGA OXA-23  ATTTCTGACCGCATTTCCA 
18  57  621  GGTTTGGCGATCTGGTTTTC NDM  CGGAATGGCTCATCACGATC 

                                                             
1 Combined Disk Test 
2 Double Disk Synergy Test 

3 Modified Hodge Test 
4 New Delhi Metalo betalactamase 
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 دستورالعمل مطابق و شده تهيه سيناژن شركت از مرهايپرا

ناژن انجام يت سيبه کمک ک PCRواکنش  .گرديد آماده شركت
کومول يپ ١٠کس و يتر مستر ميکروليم ١٥ن مطالعه از ي: در اگرفت
مقطر تر آب يکروليم ٨و رفت و برگشت  يمرهايک از پراياز هر 

کل يس ۳۵در  هر سه ژن يکلر برايبرنامه دستگاه ترموسا .استفاده شد
قه، يدق ۵درجه به مدت  ۹۵ه يون اوليدناتوراس يشامل دما يحرارت

مر ياتصال پرا يه، دمايثان ۵۰درجه به مدت  ۹۵ون يدناتوراس يدما
به  گرادسانتيدرجه  ۷۲ر يتکث يقه، دمايدق ۱درجه به مدت  ۵۷

به مدت  گرادسانتيدرجه  ۷۲ يير نهايتکث يدما قه ويدق ۱مدت 

درصد با  ۲در ژل آگارز  PCRقه انجام شد. سپس محصول يدق ۱۰
6x Loading و تحت اشعه  يزيرنگ آمUV د. يگرد يعکس بردار

  استفاده شد. PCRمحصول  ييشناسا يبرا bp۱۰۰از مارکر 
  
  هايافته

  :مورد مطالعه ينيبال يهانمونه يفراوان
ن مطالعه از نمونه تراشه، زخم، ادرار، يدر ا نتوباکترياس ايهيهسو

استخراج شده از  هاييباکتر يآمد. فراوان به دستخون و خلط 
  .نشان داده شده است ١در نمودار  هانمونه

  

  ينيبال يهانمونهدر  ينتوباکتر بومانياس يباکتر يفراوان ):۱(نمودار 
  

  :وژنيفيسک ديوش دوگرام با ريب يج حاصل از آنتينتا
ن داد که ن مطالعه نشايدر ا يبيوتيکآنتي تين حساسييتعز يآنال

 يوتيکبيآنتيمقاومت  يماران دارايجدا شده از ب ينتوباکتر بومانياس

قاومت م يمورد مطالعه بودند. فراوان يهابيوتيکآنتيبالا نسبت به 
  نشان داده شده است. ۲نمودار  در يبيوتيکآنتي

  وژنيفيسک ديبا روش د يبيوتيکآنتيت ين حساسييتع ):۲(نمودار 
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  :يبيسک ترکيج حاصل از روش دينتا
 از يمتالوبتالاکتامازو  يت کارباپنمازيفعالسه يمقا يبرا

 ن صورت کهيبد .دياستفاده گردو مروپنم پنم  يميا هاييسکد
م يآنز ي) دارادرصد ۲/۹۶ه (يسو ۷۶پنم  يميا بيوتيکآنتينسبت به 

م يآنز ي) دارادرصد ۹۳/۹۴ه (يسو ۷۵باپنماز بوده و کار

انجام  يآمار يدر بررس .)۳نمودار و  ۱(شکل . بودندمتالوبتالاکتاماز 
 يميک اسينسبت به د يبيوتيکآنتين مقاومت يشده مشخص شد، ب

متالوبتالاکتاماز و کارباپنماز به روش  دکنندهيتول هاييهسوپنم و 
  .)(P<0.05دارد وجود  يارديمعنارتباط  يبيسک ترکيد

  

  يبيسک ترکيبه روش د يو کارباپنماز يت متالوبتالاکتامازيفعال يينتع :)۱(شکل 
  

  يبيسک ترکيبه روش د يو کارباپنماز يت متالوبتالاکتامازيفعال يفراوان ):۳(نمودار 
  

 ييسک دوتايسم دينرژيج حاصل از روش سينتا
)DDST(:  

 و يت متالوبتالاکتامازيلفعا يبررسج به دست آمده ينتا
نشان داد که  ييسک دوتايسم دينرژيبه روش س يکارباپنماز

 ياوح بلانک هاييسکدنسبت به  ينتوباکتر بومانياس هاييزولها
EDTA مقاوم بوده که نشانگر  درصد ۱۳/۹۱پنم  يميدر مجاورت ا

 هايکيسداست و در حضور  يم متالوبتالاکتاماز در باکتريد آنزيتول
 درصد ۰۷/۸۶پنم  يميد در کنار ايک اسيل برونيفن يک حاوبلان

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

IPM+PBA IPM+EDTA

 تر
ک

دیس
ش 

 رو
ی با

ومان
ر ب

اکت
نتوب

اسی
ی 

اوان
فر

بی
کی

کارباپنمازي
متالوبتالاکتاماز



 ۱۴۰۰ ارديبهشت، ۲، شماره ۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
 

٩٧  

مشخص  يآمار يدر بررس ).۴نمودار  و ۲است (شکل مقاوم بوده 
م و پن يميسک اينسبت به د يبيوتيکآنتين مقاومت يشد، ب

ارتباط  ييسک دوتايمتالوبتالاکتاماز به روش د دکنندهيتول هاييهسو

سک ينسبت به د يبيوتيکنتيآن مقاومت يوجود ندارد. ب يداريمعن
 ييوتاسک ديکارباپنماز به روش د دکنندهيتول هاييهسوپنم و  يميا

  .)(P<0.05دارد وجود  يداريمعنارتباط 
  

  ييسک دوتايسم دينرژيبه روش س يو کارباپنماز يت متالوبتالاکتامازيفعالن ييتع :)۲(شکل 

  ييسک دوتايسم دينرژيبه روش س يکارباپنمازو  يت متالوبتالاکتامازيفعال يفراوان :)۴(نمودار 
  

شده تست هوج اصلاح  يپيج حاصل از روش فنوتينتا
)MHT(:  

ح هوج اصلابه روش  مورد مطالعه ينتوباکتر بومانياس هيسو ۷۹

 هايميآنزاز نظر وجود  پنم يميا يبيوتيکآنتيسک يد يو برا شده
به ) درصد ۱۴/۹۱ه (يسو ۷۲قرار گرفت.  يکارباپنماز مورد بررس

  ).۳شکل دادند (نشان  يت کارباپنمازيفعال MHT روش

٩١/١٣
٨۶/٠٧
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  )MHTشده (به روش تست هاج اصلاح  يت کارباپنمازيفعالن ييتع ):۳(شکل 
  

ن مقاومت يانجام شده مشخص شد، ب يآمار يدر بررس
 دکنندهيتول هاييهسوپنم و  يميسک اينسبت به د يبيوتيکآنتي

ندارد وجود  يداريمعنباط ارت MHTکارباپنماز به روش 
(P>0.05).  

  
و  OXA-48 ،OXA-23بتالاکتاماز  يهاژن يج بررسينتا
NDM:  
وجود  يزوله برايا ٧٩، PCRک ين مطالعه با استفاده از تکنيدر ا

 قرار گرفتند. يمورد بررس NDMو  OXA-48 ،OXA-23 يهاژن
ند ل داديتشک bp ۷۴۴به اندازه  ي) بانددرصد ۱۰۰ه (يسو ۷۹همه 

 ۷۸. باشديم OXA-48ژن  يدارا هايهسوهمه  دهديمکه نشان 
ل دادند که يتشک bp ۵۰۱به اندازه  يباند) درصد ۷۳/۹۸ه (يسو

ج حاصل از الکتروفورز ي. نتااست OXA-23ژن  وجود دهندهنشان
ک يچ يکه ه دادنشان  هيسو ۷۹ يبرا NDMژن  PCRمحصولات 

(شکل  باشنديم NDMژن  دل ندادند و فاقيتشک يباند هايهسواز 
۴.(  

  

 ۷۴۴ر شده با اندازه يتکث يهانمونه B)و OXA-23 ژن يباز دارا جفت ۵۰۱ر شده با اندازه يتکث يهانمونه PCR (A محصول :)۴(شکل 
 OXA-48، M :DNA ladder 50bpژن  يباز دارا جفت
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 يريگجهيو نت بحث

 لهيوسبهمارستان که يکسب شده از ب يهاعفونتکنترل 
ک ي عنوانبه شوديمجاد يمقاوم به چند دارو ا يگرم منف هاييلباس

دو دهه گذشته  يافته طيتوسعه  يکشورهادر  يمشکل اساس
 هابيوتيکآنتيامروزه استفاده گسترده از  ).۱۹است (شناخته شده 

  ).۲۰، ۲۱( .شده است يبيوتيکآنتيش مقاومت يباعث افزا
مقاوم به چند دارو  وباکترنتياس يهاگونهظهور و انتشار 

)MDR ا دو دارو (يک ي جزبه)، مقاومت به همهXDR و مقاوم به (
در سراسر جهان  ياريبس هايينگران) موجب PDR( داروهاهمه 
  .)۲۲است (شده 

 عنوانهب يمارستانيط بيدر مح يبيوتيکآنتيگسترش مقاومت 
 . در مطالعهشوديمسلامت انسان محسوب  يبرا يک خطر جدي

با  ياننتوباکتر بومياسمختلف در  يهابيوتيکآنتيت يحاضر حساس
 .قرار گرفت يمختلف مورد بررس يهاروش

 يميا به هايزولهااز  ييق نشان داد که درصد بالاين تحقيج اينتا
نتوباکتر ياس ۱۹۷۰ل سال يتا اوامقاوم بودند. ) درصد ۹۴/۹۱( پنم
 يحال حساس بود، در يبيوتيکآنتيشتر عوامل ينسبت به ب يبومان
در سال  ييدارو يهاکلاساز  ياريزان مقاومت نسبت به بسيکه م

گزارشات مقاومت  ۱۹۹۰ل سال يدا کرد و در اوايش پيافزا ۱۹۸۰
 Ibanezکه توسط  يامطالعه). در ۲۳پنم آغاز شد ( يمينسبت به ا

 ۷۸ميلادي صورت گرفت،  ۲۰۰۴و همکارانش در اسپانيا در سال 
 ). در مطالعه ديگري۲۴مقاوم به ايمي پنم بودند ( هاونهنمدرصد از 

Gao  هاييزولهااز  درصد ۷۵/۹۳و همکارانش نشان دادند که 
). ۱۲پنم مقاوم بودند ( يميموجود در هوا به ا ينتوباکتر بومانياس
راوان به کارباپنم به صورت ف ينتوباکتر بومانياسمقاومت  يزان بالايم

که  ي) در حال۲۳و  ۲۵ده شده است (يد يکينيکل هاييزولهادر 
 اهکارباپنمرا نسبت به  يمقاومت کمتر ييمطالعات اروپا يبرخ

 يکشورهادر  ۲۰۱۲، مطالعات انجام شده در سال اندکردهگزارش 
مقاومت  يزان بالاي) مدرصد ۸۰ه (ي) و ترکدرصد ۳/۶۵کره (

 ).۲۵پنم نشان دادند ( يميرا نسبت به ا نتوباکترياس
 يچ دستور العمل استاندارديمتالوبتالاکتاماز، ه ييناساش يبرا

 يپيک روش فنوتي يجه استاندارد سازيست در نتيدر دسترس ن
ت يمتالوبتالاکتاماز از اهم دکنندهيتول هاييزولها يريغربال گ يبرا
 ييشناسا يبرا ين روش غربال گري. چندباشديمبرخوردار  ياديز

ت ياله ممانعت از فعيلاکتاماز بر پامتالوبتا دکنندهيتول هاييباکتر
 ي، معرفEDTAمتالوبتالاکتاماز توسط عوامل شلاته کننده همچون 

 يهاکنندهبر مهار  يسک مبتنيد يهاآزمونشده است. 
نتوباکتر ياس يبرا توانديم هاکارباپنمب با يمتالوبتالاکتاماز در ترک

 ياکترسلول ب بر هاکنندهمهار  ير اختصاصيغ يرتأثل يبه دل يبومان

 يهاکنندهشلاته  ياري، مانند بسEDTA ت داشته باشد.ياختصاص
ه ک شوديم يخارج يغشا يريش نفوذ پذيگر، سبب افزايد يفلز
 شوديمج مثبت کاذب آزمون متالوبتالاکتاماز يبالقوه سبب نتا طوربه
 يو متالوبتالاکتاماز يت کارباپنمازيزان فعالين مطالعه مي). در ا۲۶(

 تيکبيوآنتي يش برايمورد آزما ينتوباکتر بومانياس هاييزولهادر 
  مشاهده شد. درصد ۹۳/۹۴و  درصد ۲/۹۶ب يپنم به ترت يميا

 يبر رو يامطالعه ۱۳۹۳منظم و همکارانش در سال  ينظر
شده از  يجمع آور ينتوباکتر بومانياس ينيبال ييزولها
د. کردن ييک سال شناساي يمختلف شهر تهران ط هاييمارستانب

سک يمولد بتالاکتاماز، از روش د هاييهسو ييجهت شناسا هاآن
 ۲۰، يبيسک ترکيج آزمون دياستفاده کردند. بر طبق نتا يبيترک

)، در مطالعه انجام ۲۷م بتالاکتاماز بودند (يمولد آنز هايهسو درصد
 يبيترک سکيبا روش د يت متالوبتالاکتامازيق فعالين تحقيشده در ا

ش مقاومت يل افزايمشاهده شد، که ممکن است به دل رصدد ۹۳/۹۴
د يتول ۲۰۱۱در سال  Irfan. سال باشد ۳در مدت  يبيوتيکآنتي

 يرماران بستيجدا شده از ب نتوباکترياس يهاگونهکارباپنماز را در 
 CDTبا روش  در هند را يمارستانيژه بيو يهامراقبتدر بخش 

) درصد ۶/۹۶زوله (يا ۸۳ يسزوله مورد برريا ۱۰۰کرد، از  يبررس
  ).۲۸م کارباپنماز بودند (يآنز دکنندهيتول

سک يسم، دينرژيکه در روش س کننديمشنهاد يپ ياطلاعات قبل
 يراب پنم و مروپنم يميا د در کناريک اسيل برونيفن يبلانک حاو

 يسک بلانک حاويکارباپنماز و د دکنندهيتول هاييزولها ييشناسا
EDTA هاييزولها ييشناسا يبرا پنم و مروپنم يميدر مجاورت ا 

نسبتاً  بالا و ييل کارايبه دل توانديممتالوبتالاکتاماز  دکنندهيتول
). در مطالعه انجام شده ۲۹باشد (د يمف يريک روش غربال گيآسان 

 ينتوباکتر بومانياس هاييهسو درصد ۰۷/۸۶سم، ينرژيبا روش س
 يدارا هايهسو درصد ۱۳/۹۱کارباپنماز بودند و  يدارا يمورد بررس

 يفراوان ۱۳۹۱و همکارانش در سال  يمتالوبتالاکتاماز بودند. گودرز
 DDSTرا با استفاده از روش  MBL دکنندهيتول ينتوباکتر بومانياس
 bla فاقد ژن يمورد بررس هاييزولهاکردند و  يابيارز درصد ۶/۸۰

NDM ۳۰( بودند.(  
کارباپنماز است  يپيو فنوت يصيتنها روش تشخ MHTروش 
 يرفعال سازين روش غي. اصل مهم اشوديمه يتوص CLSIکه توسط 

 دکنندهيتول هاييسمارگان يا عصاره سلولي هاسلولکارباپنماز توسط 
اسب سم، حساس و منيمکان ييشناسا ين تست برايکارباپنماز است. ا

 ودشينمات نوع کارباپنماز ارائه ين روش جزئين حال، در اياست. با ا
  ).۳۳و  ۳۲، ۳۱(

است که  Hodgeک نسخه اصلاح شده آزمون ي MHTآزمون 
ک تست ي، MHTشد. آزمون  يمعرف ۲۰۰۹در سال  CLSIتوسط 
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 حساس به کارباپنم است و هاييباکتر يبرا يپيفنوت يريغربال گ
 يي<) در شناسادرصد ۹۰ت بالا (يت و اختصاصيحساس يدارا

) D )OXA-48کلاس  و KPC نوع Aآمبلر کلاس  يکارباپنمازها
ن روش ين حال اياسه است. با ايانتروباکتر ين اعضايد شده در بيتول

ن يسر ين، و براييت پايحساس يدارا بتالاکتامازها ييدر شناسا
ن يندارد و زمان بر است. اما راه حل ا يتياختصاص يکارباپنمازها

ط کشت است که يبه مح يمشکلات، اضافه کردن عنصر رو
 A ،B ،Dکلاس ص کارباپنماز يرا در تشخ MHTت روش يحساس

سان نسبتاً آ ينيشگاه بالين روش در آزمايانجام ا اگرچه. برديمبالا 
). ۲۶ارد (از دياز به فرد با تجربه نيج آن نير نتاياست اما تفس يو عمل

ه يسو ۷۲ق ين تحقيمورد مطالعه در ا ينتوباکتر بومانياس هاييزولها
  جه مثبت دادند.ينت MHTتست به  درصد) نسبت ۱۴/۹۱(

Aparna  تست  ۴سه يبا مقا ۲۰۱۴و همکارانش در سال
ص يتشخ يبرا E TESTو  DDST ،MHT ،CDT يپيفنوت

نتوباکتر ياسزوله يا ۱۶۸د شده در يمتالوبتالاکتاماز و کارباپنماز تول
) نسبت درصد ۵۹/۵۰زوله (يا ۸۵دند که يجه رسين نتي، به ايبومان
 ۰۵/۶۷مورد ( ۵۷زوله يا ۸۵ن يان ايم بودند در مپنم مقاو يميبه ا

ص داده شد. يتشخ DDSTمثبت داشتندکه با تست  MBL) درصد
 ۸۵ز ين MHT) و با روش درصد ۱۸/۸۱زوله (يا CDT ۶۹با روش 

 ۸۵م متالوبتالاکتاماز بودند. همه يآنز ي) دارادرصد ۱۰۰زوله (يا
تند و پاسخ مثبت ش قرار گرفيز مورد آزماين E.TESTزوله با روش يا

ت يق حاضر فعالي). در تحق۳۴دادند (نشان  MBLنسبت به 
به  يماننتوباکتر بوياس هاييزولهادر  يو متالوبتالاکتاماز يکارباپنماز

 DDST ۰۷/۸۱، به روش درصد ۹۳/۹۴و  درصد CDT ۲/۹۶روش 
 درصد ۱۴/۹۱م يهر دو آنز يبرا MHT و به روش درصد ۱۳/۹۱و 

ت يفعال يکه نشان داده شد بررس مشاهده شد، همانطور
 يفاوتج متيمختلف نتا يهاروشبه  يو کارباپنماز يمتالوبتالاکتاماز

ج يتان نيب يشتريب يدر مطالعه حاضر هم خوان يحاصل شده است ول
مشاهده  Aparnaمختلف نسبت به مطالعه  يهاروشحاصل از 

 د.يگرد
Lee  و  سودوموناس يبر رو ۲۰۰۳و همکارانش در سال

از  م متالوبتالاکتاماز با استفادهيآنز دکنندهيتول يها نتوباکتريسا
جه ين نتيبه ا هاآنتست هوج مطالعه نمودند.  و DDST يهاروش

زوله يا DDST ۴۵روش ش با يزوله مورد آزمايا ۷۳دند از يرس
) پاسخ درصد ۱۶/۵۶زوله (يا MHT ۴۱) و با روش درصد ۶۴/۶۱(

 ).۳۵مثبت دادند (
Jesudason سه روش يبا مقا ۲۰۰۵همکارانش در سال  و

DDST  وMHT وباکتر نتياس ينيبال هاييزولهاد کارباپنماز در يتول
با روش  درصد ۷۲مطالعه ن يقرار دادند. در ا يرا مورد بررس يبومان

DDST  با روش  درصد ۵۶وMHT بودند م کارباپنماز يآنز يدارا
)۳۶.(  

Irfan  نتوباکترياس يهاگونه يبر رو ۲۰۱۱و همکارانش در سال 
 يمارستانيژه بيو يهامراقبتدر بخش  يماران بستريجدا شده از ب

 يد کارباپنماز را مورد بررسيتول CDTدر هند با استفاده از روش 
) درصد ۶/۹۶زوله (يا ۸۳ يزوله مورد بررسيا ۱۰۰قرار دادند از 

  ).۲۸م بودند (ين آنزيا دکنندهيتول
Amudhan د بتالاکتاماز يتول ۲۰۱۱ و همکارانش در سال

مورد مطالعه قرار  MHTو  CDTرا به روش  ينتوباکتر بومانياس
د کارباپنماز کردند يتول CDT) با روش درصد ۳/۷۹زوله (يا ۹۲دادند. 

 يت کارباپنمازيفعال MHTزوله به روش ي) ادرصد ۴/۹۷( ۱۱۳و 
  ).۳۷نشان دادند (
Johns  ت يدر هند فعال ۲۰۱۱و همکارانش در سال

و  DDSTبا روش  ينتوباکتر بومانياس هاييهسو يمتالوبتالاکتاماز
MHT  ،يزولها ۳۶دند يجه رسين نتيبه ا هاآنمورد مطالعه قرار دادند 

متالوبتالاکتاماز  يدارا MHTو  DDST يهاروش) با درصد ۸/۱۴(
  ).۳۸بودند (

 ير بوماننتوباکتياس ييد نهاييوتا ييشناسا يدر مطالعه حاضر برا
 ۷۹استفاده شد. از  NDM و OXA-48، OXA-23 يهاژنز ا
زوله يا ۷۹شده بودند  ييشناسا ييايميوشيب يهاروشکه با  اييزولها

 هايزولهاو تمام  OXA-23ژن  يزوله دارايا OXA-48 ،۷۸ژن  يدارا
 بودند. NDMفاقد ژن 

OXA-23 و OXA-48 ن يشده در ب يابيرد  يهاژن ينترفراوان
 و OXA-23 ن ژني. بنابراباشنديم ينتوباکتر بومانيسا هاييزولها

OXA-48 دا ج ينتوباکتر بومانياس هاييزولهامقاومت  يل اصليدل
 OXA-23ن ي. همچنمورد مطالعه است يکينيکل يهانمونهشده از 

 .)۱۲اند (کرده گزارش ژن کد کننده کاباپنماز ينترفراوان عنوانبهرا 
 يبر رو NDM-1 blaژن  NDM دکنندهيتول هاييباکتر

ن يب يشده است که به راحت ييشناسا يبزرگ مختلف يد هايپلاسم
 عنوانبه NDM-1د يتول هاييباکترو  باشديمقابل انتقال  هايباکتر

) که ۳۹اند (شدهشناخته  يو سلامت عموم ينيد باليد جديک تهدي
  مورد مطالعه مشاهده نشد. هاييهسودر 

 يومانب نتوباکترياس هاييهسودر  ييکبيوتآنتيمقاومت  يبررس
 يميا ياهبيوتيکآنتينسبت به  يبيوتيکآنتيمقاومت  ،نشان داد

 يکبيوتيآنتيمشابه بود و از مقاومت  ميديسفتازو  ارتاپنم، پنم
 يهاروشسه يمقا ضمناًبالاتر مشاهده شد.  ميسفوتاکسو مروپنم

ج يبا نتا يبيرکسک تيج روش دينکه نتايل ايبه دل مختلف نشان داد
 يدارد لذا در بررس يشتريو روش هوج اصلاح شده تشابه ب يمولکول

 تين فعالييتع يبرا يترمناسبروش  يبيسک ترکيروش د يپيفنوت
با  .باشديم ييسک دوتاينسبت به د يمتالوبتالاکتامازو  يکارباپنماز
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در  مقاوم ينتوباکتر بومانياز اس يناش يهاعفونتتوجه به خطرات 
ژه يو يهامراقبتبخش  خصوصبه يمارستانيب هاييطمح

  :گردديمر ارائه يشنهادات زيپ
در  يمختلف متالوبتالاکتاماز يهاژنوع يش يبررس .۱

 .ينتوباکتر بومانياس هاييهسو

 هاييهسودر  يمختلف کارباپنماز يهاژنوع يش يبررس .۲
 .ينتوباکتر بومانياس

سه با يقاو م يمتالوبتالاکتاماز يهاژنان يب يبررس .۳
 .يپيفنوت يهاتست

 ياهتستسه با يو مقا يکارباپنماز يهاژنان يب يبررس .۴
  .يپيفنوت
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Abstract 
Background & Aims: One of the most important problems in treatment centers is the infectious diseases 
caused by antibiotic resistant Acinetobacter Bumanni. This study aimed to isolate and identify 
carbapenemase and metallo-beta-lactamase producing strains using phenotypic and molecular methods. 
Materials & Methods: In this study 79 strains of Acinetobacter Bumanni were isolated from patients 
hospitalized in Tehran Heart Hospital and identified by biochemical tests. Antibiotic susceptibility of 
isolates was performed by disc diffusion method. Phenotypic methods such as combined disk test 
(CDT), double disk synergy test (DDST), and Modified Hodge test (MHT) were performed to identify 
carbapenemase and metallo-beta-lactamase activity. PCR was performed using specific primers for 
OXA- 48, OXA-23, and NDM genes. 
Results: In this study, the highest resistance in A. baumanii was observed to imipenem and ertapenem 
by disk diffusion method. By CDT, 96.2% of isolates showed carbapenemase activity and 94.93% 
showed metallo-beta-lactamase activity in presence of imipenem. Also, by DDST, 86.07% and 91.13% 
of isolates showed Carbapenemase and metallo-beta-lactamase activity, respectively, and 91.14% of 
isolates were positive by MHT. The molecular method showed that OXA-48 gene was in 100% of 
isolates and OXA-23 gene was in 98.73% of isolates and NDM gene did not exist in isolates. 
Conclusion: Based on the results, CDT has high susceptibility in other phenotypic methods for 
identifying carbapenemase and metallo-beta-lactamase activity. Frequency of OXA-48 and OXA-23 
genes revealed antibiotic resistance in A. baumanii isolates. 
Keywords: Acinetobacter baumanii, Carbapenemas, Metallo-beta-lactamase, combined disk test (CDT), 
double disc synergy test (DDST), Modified Hodge test (MHT) 
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