
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  133تا  127صفحات ، 92 تابستان، 2، شماره 23 ورهد

  
  
 

بيوتيك از مقاوم به آنتي .Acinetobacter spجداسازي و شناسايي مولكولي يك 
  فاضلاب بيمارستاني و بررسي الگوي پلاسميدي آن

 2پور، مژگان بنده 1مريم قانع

 
 واحد اسلامشهر ،دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلاميكروبيولوژي، گروه مي ،استاديار 1
  دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ،بخش بيوتكنولوژي ،استاديار 2

  چكيده
هاي مقاوم به ها منجر به انتشار باكتريبيوتيكرويه از آنتيهاي مقاوم به عوامل ضد ميكروبي و استفاده بيظهور ژن :سابقه و هدف

هاي بيوتيك از فاضلابهاي مقاوم به آنتيجداسازي و شناسايي مولكولي باكتري ،هدف از اين مطالعه. شودچند دارو در محيط مي
 .بيمارستاني و بررسي نقش پلاسميد در ايجاد مقاومت بود

لاب بيمارستاني با روش ديسك ديفيوژن بررسي هاي جدا شده از فاضبيوتيكي سويهدر اين مطالعه تجربي، مقاومت آنتي: يسروش برر
استخراج پلاسميد با روش ليز . انجام شد 16S rRNA ژن بر مبناي توالي مطالعات فيلوژنتيكو  Bergey)(با روش برگي  شناسايي. شد

  . انجام شداتيديوم برومايد با ) Plasmid curing(پلاسميد  قليايي و آزمايش كيورينگ
) ST1(ها سويهيكي از . ها مقاومت چند دارويي مشاهده گرديدسويه در تمام. هاي بيمارستاني جدا شدز فاضلابسويه ا 10 :هايافته

 Acinetobacterمتعلق به جنس  ST1نشان داد كه سويه  مطالعات فيلوژنتيك. بيوتيك هاي مورد آزمايش مقاوم بودنسبت به تمام آنتي
ناميده شد و  Acinetobacter sp. HM_Cسويه فوق . است Acinetobacter baumanni IARI-V-4ترين خويشاوند آن و نزديكه بود

و در نهايت از دست رفتن  هايوم برومايد منجر به حذف پلاسميدبا اتيد ST1تيمار سويه  .ثبت شد GenBankتوالي نوكلئوتيدي آن در 
ميسين در اين سويه بر روي پلاسميد او جنت آميكاسينومت به هاي مقانتايج نشان داد كه ژن. يسين شداماو جنت آميكاسين مقاومت به
 . قرار دارند

 .هاي مقاومت استبيوتيكي و ژنهاي مقاوم چند آنتيباكتري فاضلاب بيمارستاني عاملي مهم در انتشار :گيرينتيجه

  .sp. Acinetobacterبيوتيكي، فاضلاب بيمارستاني، پلاسميد،مقاومت آنتي :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هاي ها منجر به افزايش باكتريبيوتيكاستفاده گسترده از آنتي

ها شـده كـه اثـرات منفـي را بـر درمـان       بيوتيكمقاوم به آنتي
هـايي كـه در   بيوتيـك اغلـب آنتـي  . هاي باكتريايي داردعفونت

شوند، متـابوليزه نشـده و مقـادير    انسان و حيوانات استفاده مي

                                                 
  مريم قانع، دكتر شهر اسلامشهر، ميدان نماز، دانشگاه آزاد اسلامي واحد اسلام: نويسنده مسئولآدرس 

)email: ghane@iiau.ac.ir  (  
  24/10/91: تاريخ دريافت مقاله

  18/2/92 :مقالهتاريخ پذيرش 

 ها و در نهايـت شده و وارد فاضلاب اي از آن دفعقابل ملاحظه
ها را به عنـوان  فاضلاب ،محققين ).1( شودهاي پذيرنده ميآب

هـا در  جايگاهي مساعد براي مقاوم شـدن بسـياري از بـاكتري   
هـاي  در اين ميان فاضلاب. دانندها ميبيوتيكمقابل انواع آنتي

ي هـاي بـاكتري . هستند بيمارستاني از اهميت بالاتري برخوردار
كننـد همـواره در   هـاي بيمارسـتاني زنـدگي مـي    كه در پساب

 ايـن  . هـا قـرار دارنـد   بيوتيـك معرض محدوده وسيعي از آنتـي 
ها به عنوان فشار گزينشي بـراي توسـعه مقاومـت    بيوتيكآنتي

هـاي بيمارسـتاني همچنـين داراي    فاضلاب). 2( كنندعمل مي
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هـا بـا   بيوتيكيآنت. باشندهاي مقاوم ميتعداد زيادي از باكتري

هاي حساس، از طرفـي باعـث   كشتن و ممانعت از رشد باكتري
هاي مقاومتي شوند كه داراي مكانيسمهايي ميانتخاب باكتري

 شوندهستند و از طرف ديگر باعث انتخاب موتاسيون جديد مي
توانند با انتقال افقـي ژن  فاكتورهاي مقاومت همچنين مي). 3(

واسـطه  با واسطه فاژ و نيز انتقال بـي  يوغي، انتقالاز طريق هم
تواننـد بـا   هـاي مقـاوم مـي   اين باكتري ،در نهايت. كسب شوند

محيط سازگار شده و به عنوان حامليني براي انتشـار مقاومـت   
  ). 4( بيوتيكي عمل كنندآنتي

ــر روي    ــي، ب ــت ميكروب ــات در خصــوص مقاوم ــتر گزارش   بيش
دهـد كـه مقاومـت    هاي باليني متمركز است و نشان مـي سويه

ها در ها به تـدريج در بسـياري از كشـور   چند دارويي اين سويه
دهـد كـه   برخي گزارشات نشـان مـي   ).6،5(حال افزايش است 

هاي كامنسال و محيطـي نيـز   مقاومت چند دارويي در باكتري
    هـاي محيطـي   از آن جـا كـه بـاكتري   ). 7، 8( شـود ديده مـي 

تـوان  يط باقي بماننـد، مـي  توانند براي مدت طولاني در محمي
هـاي مقاومـت در   ها را به عنوان مخازن اصلي براي انتقال ژنآن

خطر جدي براي سلامت عمومي زمـاني اسـت كـه    . نظر گرفت
هــاي هــاي محيطــي بــه بــاكتريهــاي مقاومــت از بــاكتريژن

هـاي مقاومـت اغلـب از طريـق     ژن). 9( زا انتقال يابنـد بيماري
بـين  ) 12( هـا و يا اينتگرون) 11( ، ترانسپوزون)10( پلاسميد
بــه خــوبي مشــخص شــده كــه  .يابنــدهــا انتشــار مــيبــاكتري

تـرين عوامـل انتشـار سـريع مقاومـت      پلاسميدها يكي از مهـم 
 Rهاي پلاسميد). 13( ها هستندبيوتيكي در ميان باكتريآنتي

هـا را از  بيوتيـك هاي مقاومت به آنتيتوانند ژنقابل انتقال مي
فشار انتخـابي  . ها منتقل نمايندغي به ساير باكترييوطريق هم

ها ممكن است باعث افزايش انتشار بيوتيكبه دليل حضور آنتي
ــميدهاي  ــاكتري  Rپلاس ــين ب ــود در ب ــا ش ــميد .ه   هاي پلاس

هاي مقاومت نقش داشـته  توانند در انتشار ژنتر نيز ميكوچك
     ي تواننــد از طريــق پلاســميدهاايــن پلاســميدها مــي. باشــند

يوغي متحرك شده و يا از طريق انتقال با واسطه فاژ منتقل هم
  ). 14( شوند

هـاي  هاي بيمارستاني در انتشار باكتريدر زمينه نقش فاضلاب
بيوتيكي به محيط، مطالعات زيادي صـورت گرفتـه   مقاوم آنتي

  هـاي مقـاوم چنـد    و همكـاران انتشـار بـاكتري    Chitnis .است
هاي بيمارستاني بـه سيسـتم فاضـلاب    ضلاببيوتيكي از فاآنتي

ــد  و همكــاران الگــوي  Yang ).15(شــهري را مطالعــه كردن
هاي جدا شده از و سويهباليني هاي بيوتيكي سويهمقاومت آنتي

كـه   فاضلاب بيمارستاني را مقايسـه كردنـد و نتيجـه گرفتنـد    
هاي هاي جدا شده از فاضلاب بيمارستاني نسبت به سويهسويه

ــاليني  ــد  ب ــالاتري دارن ــاران  Ferreira). 16(مقاومــت ب و همك
Acinetobacter baumannii  بيوتيـك را از  مقاوم به چند آنتـي

و  Guardabassi. )17(فاضـــلاب بيمارســـتاني جـــدا كردنـــد 
جـدا   Acinetobacterهـاي  همكاران الگوي پلاسميدي باكتري

شده از فاضلاب را بررسـي كردنـد و نشـان دادنـد كـه شـيوع       
در بـين ايـن بـاكتري بـه دليـل انتقـال       ت چند دارويـي  مقاوم

بيـوتيكي  هادي و همكاران مقاومت آنتـي ). 18(پلاسميد است 
فاضـلاب شـهري و بيمارسـتاني شـهر     هاي جدا شده از باكتري

ند و نتيجـه گرفتنـد كـه مقاومـت چنـد      دهمدان را بررسي كر
نسبت  هاي جدا شده از فاضلاب بيمارستانيدارويي در باكتري

بـا توجـه بـه اهميـت      ).19(بيشـتر اسـت    ه فاضلاب شـهري ب
بيوتيكي و تبعات آن بر سلامت انسـان و اهميـت   مقاومت آنتي

هاي مقاومـت، هـدف از   هاي بيمارستاني در انتشار ژنفاضلاب
هـاي مقـاوم   اين مطالعه جداسازي و شناسايي مولكولي باكتري

ي نقـش  هاي بيمارسـتاني و نيـز بررس ـ  بيوتيك از فاضلابآنتي
هـاي  تـرين عوامـل انتقـال ژن   پلاسميد به عنوان يكي از مهـم 
     .بيوتيكي بودمقاومت در پديده مقاومت آنتي

  
  مواد و روشها

 2هـاي فاضـلاب بيمارسـتاني از    نمونـه در اين مطالعه تجربي، 
انجـام  . آوري شـد بيمارستان سطح شهرستان اسلامشهر جمـع 

روز متـوالي   5ني در طي هاي بيمارستابرداري از فاضلابنمونه
هـا در  نمونه. و در هر روز از هر بيمارستان يك نمونه تهيه شد

آوري شـده و در  جمـع ليتـري  ميلـي  100 هاي اسـتريل بطري
بــه آزمايشــگاه گــراد درجــه ســانتي 4 شــرايط دمــايي تقريبــا

هـاي متـوالي در   ها رقـت از نمونه. ميكروبيولوژي منتقل شدند
 10-2از رقت ميكروليتر  10 .هيه شدسرم فيزيولوژي استريل ت

ــت  ــيط كشـ  ,Plate-Count agar )PCA) (Merkدر محـ

Germany (كلني كه از لحاظ ظـاهري بـا هـم     10. پخش شد
بعـد از تهيـه كشـت خـالص،     . انتخـاب شـدند   ،تفاوت داشتند

مـورد   Bergey)(هاي جدا شده مطابق بـا روش برگـي   باكتري
 ).20( شناسايي قرار گرفتند

به روش ديسـك   ،بيوتيكها به آنتيسيت باكتريسنجش حسا
 Clinical and( CLSIو مطابق با استانداردهاي ) 21(ديفيوژن 

Laboratory Standard Institute (  انجـام شـد )مقاومـت  . )22
بيوتيـك بـه   آنتـي  8ها نسبت به بيوتيكي هر يك از سويهآنتي

   سـيلين  هـاي اصـلي شـامل آموكسـي    عنوان نماينـده از گـروه  
، )هـا سفالوسـپورين (سفترياكسون، سـفالوتين   ،)هاسيلينپني(

ــدها(آميكاســين، جنتامايســين  ، ناليديكســيك )آمينوگليكوزي
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و ) هــاتتراســايكلين(، تتراســايكلين )هــاكينولــون(اســيد 
هـا  كه به طـور روزمـره در بيمارسـتان   ) هافنيكل( كلرامفنيكل
  .شدند،  مورد آزمايش قرار گرفتاستفاده مي

 ، شـامل ي مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق   بيوتيكهاي آنتيسكدي
ــي ــيلينآموكسـ ــا)µg/ml 10( سـ ، )µg/ml 30( كليني، تتراسـ
 ، سفترياكسـون )µg/ml 10( ، جنتاميسين)µg/ml 30( سفالوتين

)µg/ml 30(ــين ــيد)µg/ml 30( ، آميكاسـ ــيك اسـ  ، ناليديكسـ
)µg/ml 30(  كلرامفنيكــــلو )µg/ml 30(  از شــــركتMast 

  ). Mast Diagnostics Ltd, UK(  اري شدخريد
ها به ها بر روي سطح محيط كشت، پليتبعد از قرار دادن ديسك

. گرماگذاري شدندگراد درجه سانتي 30 ساعت در دماي 18مدت 
مسافت انتشار اطراف هر ديسـك بـا اسـتفاده از     ،بعد از اين مدت

جـداول  گيـري و نتـايج بـا اسـتفاده از     متري اندازهكش ميليخط
 P. aeruginosa سويه اسـتاندارد  .تفسير گرديد CLSIاستاندارد 

PTCC 1430 به عنوان سويه رفرنس استفاده شد.  
 هاي جـدا شـده از روش تكثيـر ژن   براي شناسايي مولكولي سويه

16S rRNA براي اين كار از پرايمرهـاي يونيورسـال   . استفاده شد
F1  وR1 (F1: agagtttgatcatggctc , R1: aaggaggtgatccaacc) 

جـدا  از سويه يك كلني منفرد الگو  DNAبراي تهيه  .استفاده شد
 ,Luria Bertani )LB )( Merkمحيط كشت ليتر ميلي 5 در و شد

Germany ( بـه صـورت شـبانه    گـراد  درجه سـانتي  30 در دماي
بر اساس دستور كار  DNAسپس استخراج  .)23(كشت داده شد 

واكـنش  . صورت گرفـت ) Promegaشركت (شركت سازندة كيت 
PCR درجـه   95 و برنامـه زمـاني   هـاي اسـتاندارد  مطابق با روش
بـه  گراد درجه سانتي 90 ،)سيكل 1( دقيقه 5 به مدتگراد سانتي
درجه  72  ثانيه، 60 به مدتگراد درجه سانتي 45 ثانيه، 30 مدت
گـراد  درجه سانتي 72 و )سيكل 30(ثانيه  60به مدت گراد سانتي
ــه ــدت ب ــه  5 م ــيكل 1(دقيق ــد  ) س ــام ش ــپس . )23(انج س

ــر روي ژل آگــارز   PCRمحصــولات )  Merk, Germany% (1ب
 -Sigma(آميزي با اتيديوم برومايد الكتروفورز گرديد و پس از رنگ

Aldrich ( با استفاده از دستگاهGeldoc (Uvitec England)  مورد
ي، از سـاز پس از خـالص  PCRمحصول . )23( بررسي قرار گرفت

ــول     ــازي محص ــالص س ــت خ ــتفاده از كي ــا اس  PCRروي ژل ب
)Fermantas توسط شركت ،Microgene  توالي يابي ) كره جنوبي

ــد ــوالي. شـ ــاي ژن تـ ــتفاده از  16S rRNAهـ ــا اسـ  Blast بـ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) ( با اطلاعات موجـود در 

  .مقايسه شد )GenBank(بانك جهاني ژن 
 MEGA version 5(ك با استفاده از نرم افزار مگا درخت فيلوژنتي

فاصـله  . رسـم شـد  ) 25( neighbor joiningالگوريتم و با  )24) (
ــتفاده از روش    ــا اسـ ــاملي بـ و ) Jukes & Countor )26تكـ

استخراج پلاسميد با استفاده  .تعيين شد )bootstrap  )1000آناليز
يك كلنـي از   ،شدر اين رو. )23(از روش ليز قليايي انجام گرفت 

و به مدت يـك   كشت داده LBاز محيط ليتر ميلي 5 باكتري در
در شـيكر انكوبـاتور گرماگـذاري    گراد درجه سانتي 37 شب در

ــا ســپس ســلول. شــد ــا ب ــدند NaOHو  SDSه . متلاشــي ش
ــروتئين ــل پ ــا فن ــا ب ــدند / ه ــوب داده ش ــرم رس  DNA. كلروف

داده  رسـوب % 70پلاسميدي در اتانول مطلق و سپس اتـانول  
  .حل شد  TEشد و در بافر

هـاي مقاومـت بـه وسـيله     براي مشخص نمودن اين كه آيا ژن
پلاسميد انجـام شـد    آزمايش كيورينگ ،شوندپلاسميد رمز مي

داراي غلظـت   LBدر محـيط   ST1براي اين كار سـويه  ). 27(
µg/ml 400 درجـه   30 سـاعت در  24اتيديوم برومايد به مدت
حـذف پلاسـميد در   . رماگذاري شـد گ rpm200  درگراد سانتي
. هاي حاصل با الكتروفورز پلاسميد مورد تاييد قرار گرفتسويه

هاي فاقد پلاسميد با روش ديسـك  بيوتيكي سويهمقاومت آنتي
   . ديفيوژن بررسي شد

  
  هايافته

هاي بيمارستاني شهرستان باكتري از فاضلاب 10 ،در اين تحقيق
ز سـنجش حساسـيت آنتـي    نتـايج حاصـل ا  . اسلامشهر جدا شد

بيـوتيكي  ها مقاومت چند آنتيتمامي سويهبيوتيكي نشان داد كه 
). 1جدول (بيوتيك مقاوم بودند آنتي 3داشته و حداقل نسبت به 

نسـبت بـه تمـامي    ) ST1(هاي جدا شده يك سويه در بين سويه
سـويه   ،به همين دليـل . هاي مورد آزمايش مقاوم بودبيوتيكآنتي

  . العات مولكولي انتخاب شدفوق براي مط
ــات ريخــت شناســي، بيوشــيميايي و    ــايج حاصــل از مطالع نت

سويه جدا شـده  . آمده است 2فيزيولوژي سويه فوق در جدول 
امـا تحمـل    ،داشـت رشـد  ) pH )10-6محدوده وسـيعي از   در

به طوري كه محيط نوترينت براث با بيش  ،نمك آن پايين بود
  . كردميرا متوقف  نمك، رشد آن% 5/2از 

سـويه جـدا   16S rRNA  نوكلئوتيـد از تـوالي ژن   1385تعداد 
-دست آمده با تـوالي ه هاي بمقايسه توالي. يابي شدتواليشده 

متعلق بـه   ST1نشان داد كه سويه  GenBankهاي موجود در 
 .Acinetobacter spسويه فـوق  . است Acinetobacterجنس 

HM_C    سـت آمـده در  ناميده شد و تـوالي نوكلئوتيـدي بـه د 
GenBank   ثبــت شــدJX025742) (Accession number: .

درخت فيلوژنتيك كه ارتبـاط ايـن سـويه را در ميـان اعضـاي      
نشان داده  1كند، در شكل مشخص مي Acinetobacterجنس 

 .Acinetobacter sp فيلـوژنتيكي   بـر اسـاس آنـاليز   . شده اسـت 
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HM_C و Acinetobacter baumanni IARI-V-4  خه در شــا
فـوق از   نشان داد كه سـويه  Bootstrapآناليز . مشابهي قرار دارند
مشـابه   Acinetobacter baumanni IARI-V-4لحاظ آمـاري بـا   

 Acinetobacter baumanniتـرين خويشـاوند آن   بوده و نزديـك 

IARI-V-4 100با مشابهت (  باشدمي.(%  
  

  ST1  برخي صفات بيوشيميايي سويه - 2جدول 
  مشخصات نتايج

  رنگ آميزي گرم -
 مورفولوژي كوكوباسيل

 اسپور -

 حركت -

 كاتالاز +

 اكسيداز -

 توليد رنگدانه -

  توليد اسيد از گلوكز -
  :هيدروليز 
 نشاسته -

 ژلاتين -

 مصرف سيترات +

 :رشد در 
 گراددرجه سانتي 44 +

  گراددرجه سانتي 41 +
  گراددرجه سانتي 37 +

  
ز اســـتخراج پلاســـميد ســـويه جـــدا شـــده نتـــايج حاصـــل ا

)Acinetobacter sp. HM_C ( نشان داده شده اسـت  2در شكل .
 3شـود سـويه فـوق داراي    همان گونه كـه در شـكل ديـده مـي    

هاي فوق با پلاسميد استاندارد مقايسه پلاسميد. باشدپلاسميد مي
  .اندازه داشتند Kb  7 -4نشان داد كه اين پلاسميدها بين

اتيديوم برومايد منجر به حذف پلاسـميدها   فوق با تيمار سويه
. با الكتروفورز پلاسميد مورد تاييد قرار گرفـت  شد و حذف آنها

بيـوتيكي ايـن سـويه پـس از حـذف      سنجش حساسـيت آنتـي  
پلاسميد نشان داد كه سويه حاصـل فنوتيـپ مقاومـت بـه دو     

بيوتيك جنتاميسين و آميكاسين را از دست داده و نسبت آنتي
نتايج فوق بيانگر اين مطلب است كـه  . آنها حساس شده بودبه 

هاي جنتاميسـين و آميكاسـين   بيوتيكژنهاي مقاومت به آنتي
   .در اين سويه بر روي پلاسميد قرار دارند

  

  
پلاسميدي سويه جدا شـده بـر روي ژل    DNAالكتروفورز  -1شكل 
 E. coli MTCCفـرنس از بـاكتري   پلاسـميد ر  1سـتون  % . 1آگارز 

  ST1الگوي پلاسميدي سويه  2، ستون 131
  

  بحث
تبعـات آن  ها و با افزايش روز افزون مقاومت دارويي در باكتري

-، اهميت بررسي عوامل دخيل در انتشـار ژن بر سلامت انسان

٢١

7.3 Kb 

5.58 Kb 

3.98 Kb 

 *هاي جدا شده از فاضلاب بيمارستانيبيوتيكي سويهالگوي مقاومت آنتي - 1جدول 

هابيوتيكآنتي سويه هاي جدا شده  

AM Te Cf Gm Cro AN NA C 
ST1 R R R R R R R R 
ST2 R R I S S S I R 
ST3 S R S R R I R R 
ST4 R S R I S R S R 
ST5 R I S I S R R S 
ST6 S R R R I S R S 
ST7 R S R R R S S S 
ST8 S R R S I I S R 
ST9 R I S R S S R S 
ST10 R R R I S I R S 

* AM: سيلين، آموكسيTe : ،تتراساكلينCf:  ،سفالوتينGm:  ،جنتاميسينCro:  ،سفترياكسونAN:  ،آميكاسينNA:  ،ناليديكسيك اسيدC:  ،كلرامفنيكلR: ،مقاوم S: 
 .صورت گرفت CLSIتفسير نتايج بر اساس جداول  .بينابيني :I، حساس
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هاي بيمارستاني فاضلاب. رسدهاي مقاومت ضروري به نظر مي
هـاي مقاومـت   ن عوامـل انتشـار ژن  تـري به عنوان يكي از مهـم 

هايي را با خود حمـل  ها باكترياين فاضلاب. شوندمحسوب مي
هاي مقاومـت  مخازن بالقوه ژنتوانند به عنوان كنند كه ميمي

جداسـازي و   ،هـدف اصـلي ايـن مطالعـه     .دارويي عمل كننـد 
بيوتيـك موجـود در   هاي مقاوم آنتيشناسايي مولكولي باكتري

هاي بيمارستاني و بررسـي نقـش پلاسـميد در ايجـاد     فاضلاب
  . ها بودمقاومت در اين باكتري

  

  
كـه   16S rRNAدرخت فيلوژنتيك بر اساس آناليز تـوالي   -2شكل 

  Acinetobacterرا در بين ساير اعضـاي جـنس    ST1موقعيت سويه 
براي ريشه دار كـردن درخـت      Muraxella lacunata .دهدنشان مي

  .)38( استفاده شد
 

     هــاي مقــاوم بــه در ايــن تحقيــق بــه منظــور مطالعــه بــاكتري
هـاي بيمارسـتاني مـورد    بـاكتري از فاضـلاب   10بيوتيك، آنتي

بيـوتيكي  چنـد آنتـي   مقاومتها همه سويه .بررسي قرار گرفت
هاي جدا شده از بيوتيكي در باكتريمقاومت چند آنتي. داشتند
 ).29،28(رش شـده اسـت   گـزا بارها هاي بيمارستاني فاضلاب

و همكـاران نشـان داد    Elmanamaمطالعات انجام شده توسط 
هـاي بيمارسـتاني   هاي جدا شـده از فاضـلاب  كه اكثريت سويه

هايي وي همچنين سويه. بيوتيك مقاوم بودندآنتي 2حداقل به 
   ).28( بيوتيك يا بيشتر مقاوم بودندآنتي 4را جدا كرد كه به 
 ST1نشان داد كه سـويه   16S rRNA بناينتايج مطالعات بر م

ــنس   ــاي ج ــه اعض ــت Acinetobacterب ــته اس ــواص . وابس خ
كـه در ايـن تحقيـق بـه      ST1فيزيولوژي و بيوشيميايي سـويه  

دست آمده با خواص فيزيولوژي و بيوشيميايي گزارش شده بـا  
  ). 20( مطابقت دارد Acinetobacterجنس 

   بـه  اي مقـاوم  ه ـگزارشات زيـادي مبنـي بـر جداسـازي سـويه     
ــي ــك آنت ــلاب Acinetobacterبيوتي ــود دارد و از فاض ــا وج     ه
مشـابه   Acinetobacterبيـوتيكي  هاي مقاوم چنـد آنتـي  سويه

 آنچه در اين تحقيق به دست آمده بسيار گـزارش شـده اسـت   
)31-29 .(Ferreira هـايي از  و همكاران سويهAcinetobacter 

 7ل جدا كردند كه نسـبت بـه   هاي بيمارستاني برزيرا از پساب
ــي ــد  آنت ــاوم بودن ــك مق ــود از   . بيوتي ــات خ ــا در تحقيق          آنه
هاي سيپروفلوكساسين، جنتاميسـين، آميكاسـين،   بيوتيكآنتي

-سفتازيديم، مروپنم، ايميپنم، سفيپنم، آزترونام و پيپراسيلين
   4هـايي را كـه حـداقل بـه     و سـويه  استفاده كردنـد تازوباكتام 

بيـوتيكي  وتيك مقاومت نشان دادند را مقاوم چند آنتـي بيآنتي
سـيلين در  مقاومت بـه كلرامفنيكـل و آموكسـي   ). 29( ناميدند
، مطالعات قبلي مبني بر متداول بـودن مقاومـت بـه    ST1سويه

را  Acinetobacterهـاي  بيوبيـك در بـين سـويه   آنتي  اين دو 
ــاكتري). 31،32( كنــدتاييــد مــي  هــاي جــنساز آنجــا كــه ب

Acinetobacter  اي بـراي توسـعه   داراي توانايي قابل ملاحظـه
مقاومت به عوامل ضد ميكروبي بـوده و ظرفيـت بـالايي بـراي     

 بيوتيـك و اين كه آنتي )33( هاي مقاومت دارندكسب شاخصه
هـاي بيمارسـتاني اسـتفاده شـده و     ها به ميزان زياد در محيط

ست كه سـويه  شوند، تعجب آور نيوارد فاضلاب بيمارستاني مي
هـا  بيوتيـك جدا شده در اين تحقيق مقاومت بـالايي بـه آنتـي   

  .داشته باشد
پلاسميد سويه جدا شده نشان داد كه سـويه   DNAالكتروفورز 

. پلاســميد بــا وزن مولكــولي نســبتا بــالا اســت 3فــوق داراي 
بيوتيـك  آنتـي  به هاي مقاوممطالعات انجام شده در مورد سويه

Acinetobacter ور چندين پلاسميد را در اغلب سـويه نيز حض 
بـيش از  گزارشـات نشـان داده    ).34،35(ها اثبات نموده است 

داراي چنــدين پلاسـميد بــا   Acinetobacterهـاي  سـويه % 80
 قابل Rهاي حضور پلاسميد). 36(باشند هاي مختلف مياندازه

پلاسـميدهاي  . ها گزارش شده اسـت انتقال نيز در اين باكتري
، از لحاظ اندازه نسبت به پلاسـميدهاي  ST1سويه جدا شده از 

R مطالعـات انجـام شـده توسـط     . تر بودنـد قابل انتقال كوچك
Joshi هايبر روي سويهAcinetobacter    جدا شده از بيمـاران

ــميدهاي   ــور پلاس ــرد  Kb 66و  15، 5حض ــات ك ). 35( را اثب
زه اندا Kb 66مطالعات آنان نشان داد كه پلاسميد قابل انتقال، 

 Kb 40قابـل انتقـال معمـولا بـيش از      Rپلاسميدهاي . داشت
در حقيقت وجود اجزاي ضروري براي انتقال باعث . اندازه دارند

. شــوديــوغي بــا انــدازه بــزرگ مــيايجــاد يــك پلاســميد هــم
به دليل انـدازه كوچـك،    ST1هاي جدا شده از سويه پلاسميد

با ايـن   .ندشوبندي نميقابل انتقال دسته Rجزء پلاسميدهاي 
هاي مقاومـت  توانند در انتشار ژنوجود، اين پلاسميدها نيز مي

 گزارشات زيادي مبني بـر حضـور ژن   .)14(نقش داشته باشند 
ــك     ــميدهاي كوچ ــر روي پلاس ــت ب ــاي مقاوم ــر  ه ــر نظي ت
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ــويه   ــه از س ــميدهايي ك ــود دارد   ST1پلاس ــده، وج ــدا ش ج

سويه جدا  هاي مقاومت دربراي اثبات اين كه آيا ژن). 34،37(
شده بـر روي پلاسـميد قـرار دارد، آزمـايش كيورينـگ انجـام       

يســين و ااز دســت رفــتن مقاومــت نســبت بــه جنتام. گرفــت
آميكاسين پس از حذف پلاسميدها نشان دهنده اين است كـه  

ها بـر روي پلاسـميد قـرار    بيوتيكهاي مقاومت به اين آنتيژن
 Patwardhanوسـط  با نتايج به دست آمده تها يافتهاين . دندار

و همكـاران   Nigro بـه عـلاوه  ). 34( و همكاران مطابقـت دارد 
ــور ژن ــر روي   حض ــدها را ب ــه آمينوگليكوزي ــت ب ــاي مقاوم ه

  ).37( اثبات كردند Kb 6پلاسميدهاي 
هـايي كـه   دهـد بـاكتري  نتايج حاصل از اين تحقيق نشان مـي 

هاي مقاومـت را حمـل   بيوتيكي داشته و ژنمقاومت چند آنتي
 .spحضـور . هاي بيمارستاني وجود دارنـد در فاضلاب ،كنندمي

HM_AC  Acinetobacter    به عنوان يك باكتري همـه جـايي
هاي مورد آزمايش مقاوم بوده و برخـي  بيوتيككه به كليه آنتي

تواند بـه  د، مينهاي مقاومت آن بر روي پلاسميد قرار داراز ژن
عمل كرده و باعث هاي مقاومت دارويي عنوان مخزن بالقوه ژن

 پلاسميدهاي جدا شده از اين باكتري اگر. انتقال مقاومت شود
اي كوچك داشته و پلاسميدهاي هم يوغي محسـوب  چه اندازه

هاي هـم يـوغي   تواننـد بـه وسـيله پلاسـميد    اما مي ،شوندنمي
ها اين داده. هاي مقاومت شوندمتحرك شده و باعث انتقال ژن

هاي بيمارستاني را به منظور پسابتر لزوم تصفيه هر چه دقيق
  . كندهاي مقاومت در محيط اثبات ميجلوگيري از انتشار ژن

  
  تشكر و قدرداني 

ايـن تحقيــق بــا اســتفاده از اعتبــارات پژوهشــي دانشــگاه آزاد  
از حوزه معاونت . اسلامي واحد اسلامشهر به انجام رسيده است

اي پشـتيباني  پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد اسلامشهر بر
  .شودتشكر و قدرداني مي بسيار و تامين مالي

REFERENCES 
1. Kummerer K. Antibiotics in the aquatic environment- a review- Part I. Chemosphere 2009; 75:417-34. 

2. Kummerer K, Henninger A. Promoting resistance by the emission of antibiotics from hospitals and households into 
effluent. Clin Microbiol Infect 2003; 9: 1203–14. 

3. Wassenaar TM. Use of antimicrobial agents in veterinary medicine and implications for human health. Crit Rev 
Microbiol 2005; 31:155–69. 

4. Thomas CM, Nielsen KM. Mechanisms of, and barriers to, horizontal gene transfer between bacteria. Nat Rev 
Microbiol 2005; 3:711–21. 

5. Karlowsky JA, Kelly LJ, Thornsberry C, Jones ME, Sahm DF. Trends in antimicrobial resistance among urinary tract 
infections isolates of Escherichia coli from female outpatients in the United States. Antimicrob Agents Chemother 
2002; 46: 2540–45. 

6. Oteo J, La´zaro E, de Abajo FJ, Baquero F, Campos J. Antimicrobial resistant invasive Escherichia coli. Spain Emerg 
Infect Dis 2005; 11: 546–53. 

7. Bartoloni A, Pallecchi L, Benedetti M, Fernandez C, Vallejos Y, Guzman E, et al. Multidrug-resistant commensal 
Escherichia coli in children, Peru and Bolivia. Emerg Infect Dis 2006; 12: 907–13. 

8. Kummerer K. Resistance in the environment. J Antimicrob Chemother 2004; 54: 311–20. 

9. Kruse H. Indirect transfer of antibiotic resistance genes to man. Acta Vet Scand 1999; 92: 59-65. 

10. Seifert H, Boullion B, Schulze A, Pulverer G. Plasmid DNA profiles of Acinetobacter baumannii: Clinical 
application in a complex endemic setting. Infect Control Hosp Epidemiol 1994; 15: 520–28. 

11. Devaud M, Kayser FH, Bachi B. Transposon-mediated multiple antibiotic resistance in Acinetobacter strains. 
Antimicrob Agents Chemother 1982; 22: 323–329. 

12.  Segal H, Thomas R, Gay EB. Characterization of class 1 integron resistance gene cassettes and the identification 
of a novel IS-like element in Acinetobacter baumannii. Plasmid 2003; 49: 169–78. 

13. Dale JW, Park S. Molecular genetics of bacteria. 4nd edition. UK: John Wiley & Sons Inc; 2004.  

14. Udo EE, Love H, Grubb WB. Intra- and interation of restriction endonuclease fingerprinting of chromosomal 
species mobilisation of nonconjugative plasmids in Staphylococci. Journal of Medical Microbiology 1992; 37: 180–
86. 

15. Chitnis V, Chitnis S, Vaidya K, Ravikant S, Patil S, Chitnis DS. Bacterial population changes in hospital effluent 
treatment plant in central India. Water Res 2004; 38: 441–77. 



 133/  مژگان بنده پور مريم قانع و                                                                                             92تابستان     2 شماره   23 دوره

16. Yang CM, Lin MF, Liao PC, Yehl HW, Chang BV, Tang TK, et al. Comparison of antimicrobial resistance 
patterns between clinical and sewage isolates in a regional hospital in Taiwan. Letters in Applied Microbiology 2009; 
48: 560–65. 

17.  Ferreira AE, Cunha GR, Fuentefria DB, Corcao G. Susceptibility profile against antimicrobial agents by 
Acinetobacter spp. strains isolated from hospital effluents in the city of Porto Alegre/Brazil. Caderno de Farmácia 
2007; 23: 9–14. 

18. Guardabassi L, Petersen A, Olsen JE, Dalsgaard A. Antibiotic resistance in Acinetobacter spp. isolated from sewers 
receiving waste effluent from a hospital and a pharmaceutical plant. Appl Environ Microbiol 1998; 64: 3499–502. 

19. Hadi M, Shokoohi R, Ebrahimzadeh NamvarAM, Karimi M, Solaimany Aminabad M.Antibiotic resistance of 
isolated bacteria from urban and hospital wastewaters in Hamadan city. Iran J Health Environ 2011; 4: 106-13. 

20. Holt GJ, Krieg RN, Sneath AHP, Staley T, Williams TS, Editors. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. 9nd 
Edition. London: Williams and Willkins; 1993. 

21. Bauer AW, Kirby WMM, Sherris JC, Truck M. Antibiotic susceptibility testing by a standardized single disc 
method. Am J Clin Pathol 1996; 45: 493-96. 

22. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI): Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility 
Testing; Seventeenth Information Supplement. M100-S17, USA; 2007. 

23. Sambrok J, Russell DW, Maniatis T. Molecular cloning a laboratory manual. New York: Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; 2001. 

24. Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, Kumar S. "MEGA5: Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methods". Mol Biol Evol 
2011; 28: 2731–39. 

25. Saitou N, Nei M. The neighbor-joining method: A new method for reconstructing phylogenetic trees. Mol Biol 
Evol 1987; 4: 406-25. 

26. Jukes TH, Cantor CR, Editor. Evolution of protein molecules. In: Munro HN, Editor, Mammalian Protein 
Metabolism. New York: Academic Press; 1969. 

27. Trevors JT. Plasmid curing in bacteria. FEMS Microbiol Rev 1986; 32: 149-57. 

28. Elmanama AA, ElKichaoui AY, Mohsin M. Contribution of hospital wastewater to the spread of antibiotic 
resistance in comparison to non-health Institution. J Al-Aqsa Unv 2006; 10:108-21. 

29. Ferreira AE, Marchetti DP, De Oliveira LM, Gusatti CS, Fuentefria DB, Corcao G.  Presence of OXA-23-
producing isolates of Acinetobacter baumannii in wastewater from hospitals in southern Brazil. Microbial Drug Res 
2011; 17: 221-27. 

30. Gulati S, Kapil A, Dass B, Dwivedi SN, Mahapatra AK. Nosocomial infections due to Acinetobacter baumannii in 
a neurosurgery ICU. Neurol India 2001; 49: 134-37. 

31. Zhang Y, Marrs CF, Simon C, Xi C. Wastewater treatment contributes to selective increase of antibiotic resistance 
among Acinetobacter spp. Sci Total Environ 2009; 407: 3702–706. 

32. Dhakephalkar PK, Chopade BA. High levels of multiple metal resistances and its correlation to antibiotic resistance 
in environmental isolates of Acinetobacter. Biometals 1994; 7: 67–74. 

33. Van Looveren M, Goossens H. Antimicrobial resistance of Acinetobacter spp. in Europe. Clin Microbiol Infect 
2004; 10: 684–704. 

34. Patwardhan RB, Dhakephalkar PK, Niphadkar KB,Chopade BA. A study on nosocomial pathogens in ICU with 
special reference to multiresistant Acinetobacter baumannii harbouring multiple plasmids. Indian J Med Res 2008; 
128: 178-87. 

35. Joshi SG. Plasmid-borne extended-spectrum β-lactamase in a clinical isolate of Acinetobacter baumannii. J Med 
Microbiol 2003; 52: 1125-27. 

36. Gerner-Smidt P. Ferquency of plasmids in strains of Acinetobacter calcoaceticus. J Hosp Infect 1989; 14: 23-28. 

37. Nigro SJ, Post V, Hall RM. Aminoglycoside resistance in multiply antibiotic-resistant Acinetobacter baumannii 
belonging to global clone 2 from Australian hospitals. J Antimicrob Chemother 2011; 1-6. 

38. Carr EL, Kampfer P, Patel BKC, Gutler V, Seviour RJ. Seven novel species of Acinetobacter isolated from 
activated sludge. Int J Sys Evolution Microbiol 2003; 53: 953-63. 

 


