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  چکیده

پاتوژن بیمارستانی فرصت طلب داراي مقاومت چندگانه است که مسئول شیوع بیماري در Acinetobacter baumannii زمینه: 
ریبوزومی تکثیري  DNAروش آنالیز محدودگر  ،ییایمیوشیو ب یکروسکوپیم مرسومهاي  روشاست. علاوه بر سراسر جهان 

)(Amplified  ribosomal DNA restriction, ARDRA هاي ژنومی  براي شناسایی گونهAcinetobacter  .آزمایش گردید  
با  Acinetobacterها استفاده شد. گونه ژنومی  اسایی جدایههاي استاندارد بیوشیمیایی براي شندر این مطالعه، آزمون ها:روش
  برش داده شدند.  HhaIو  AluI ،MboIهاي محدودگر  با آنزیم 16S rDNAژن   PCRمحصولات .تأیید شد ARDRAروش 

هاي گونه) از 2(گونه ژنومی  A. baumanniiروشی سریع و قابل اعتماد براي شناسایی ARDRA نتایج نشان داد که  ها:یافته
   A. calcoaceticus ،(2( 1هاي ژنومی گونه[هاي بسیار نزدیک از نظر ژنومی از جمله گونهAcinetobacter ژنومی 

)A. baumannii ،(3  13وTU  [ .است  
ي تواند برامی  HhaIو   AluI ،MboIهاي محدودگر با آنزیم ARDRA که دهد نتایج حاصل از این مطالعه نشان می گیري: نتیجه

هاي  همین دلیل ممکن است به آشکار کردن اهمیت اکولوژي و بالینی گونه مورد استفاده قرار گیرد و به A. baumanniiشناسایی 
گیرد انتظار انجام می 16S rDNAبا استفاده از پرایمرهاي عمومی ژن   ARDRAجا که  مختلف این جنس کمک کند. از آن

  ي باکتریایی مناسب باشد.هارود در شناسایی بسیاري از گونه می
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  مقدمه
ــاکتري  ــاتوژن  Acinetobacter baumanniiبــ پــ

هـاي  طور عمده در ایجاد عفونت طلبی است که به فرصت
اهمیـت بسـیاري    ICUهـاي  ویژه در بخـش  هبیمارستانی ب

هـاي متعـددي ازقبیـل    دارد. این باکتري عامـل عفونـت  
دنبـال   هاي دستگاه ادراري بهسمی، نومونی و عفونت سپتی

تـرین   ز مهـم ). یکـی ا 1( استبستري شدن در بیمارستان 
هـاي  مشکلات در رابطه با این بـاکتري افـزایش جدایـه   

ــددارویی ــت چن  Multi-drug resistance) داراي مقاوم

(MDR)) دلیل استفاده گسترده  تواند بهاست که این امر می

 ـو بدون کنترل عوامل ضد کشـورهاي   ویـژه در  همیکربی ب
ــد (   ــعه باش ــال توس ــات  ). 3 و 2درح ــاس مطالع براس

 33حـداقل  کـه   دادنـد، نشـان   DNA-DNAون هیبریداسی
 وجـود دارد ژنـومی)، در آسـینتوباکتر    (گونه DNAگروه 

)4 ،5 .(A. baumannii     متعلـق بـه گـروه)از  2DNA   یـا
ــومی   ــه ژن ــه (Genomic species 2) )2گون ــوان  ب عن

ي انسـانی و  هـا تـرین گونـه مـرتبط بـا عفونـت      محتمل
  A. baumanniiمعرفی شـد. گونـه   هاي بیمارستانی  اپیدمی

 ، A. baumannii-A. calcoaceticusکمـپلکس  صـورت  بـه 
 ـ کـه  دارد وجود ABCمعروف به کمپلکس     ازی کمپلکس
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A. calcoaceticus و A. baumannii و 3 یژنـوم  گونـه  و 
ی پیفنـوت هاي تست متأسفانه،باشد. یم 13TU ژنومی گونه
 ـ صـورت  هب اکثراً که ساده  گـر یدیی شناسـا ي بـرا  نیروت

 اسـتفاده ی صیتشخهاي شگاهیآزما دریی ایباکترهاي  نهگو
آسـینتوباکتر  هـاي  گونـه دقیـق  یی شناسـا ي بـرا شود یم

ــب ــتند نامناس ــتیدرحق. )7 و 6( هس  ،A. baumannii ق
 یژنـوم  گونـه آسـینتوباکتر    و 3 یژنوم گونهآسینتوباکتر 

13TU ،عنوان بهها ستمیس اکثر در A. baumannii یی شناسا
ي بـرا ی مولکـول  روش نیچندبنابراین ). 9 و 8شوند (یم

 جملهآن  از که است معتبرآسینتوباکتر هاي گونهیی شناسا
ریبــوزومی  DNAآنــالیز محــدودگر تــوان بــه روش  مـی 

 Amplified  ribosomal DNA restriction, ARDRA)(تکثیـري  
هـاي  بـراي بررسـی آلـل    این تکنیک معمولاًاشاره کرد. 

شود. تنـوع  معیت استفاده میمختلف یک ژن درون یک ج
هاي برشی متفاوتی براي آنزیم هاي ژن مربوطه جایگاهآلل

هـاي مختلـف   محدودگر ایجاد کرده و قطعاتی بـا طـول  
شناسـایی  ). هدف از این مطالعه 11 و 10کند (حاصل می

ــه  ــومی   A.baumanniiگونـ ــه ژنـ ــین 2(گونـ ) در بـ
یمـاران  هـاي بـالینی ب  آسینتوباکترهاي جدا شده از نمونـه 

ــتان ــتري در بیمارس ــه روش بس ــران ب ــب ته ــاي منتخ   ه
PCR-RFLP  با آنزیم هاي محدودگرAluI, HhaI  وMboI 

 A. baumannii ATCC 19606باشد. از سویه استاندارد می
ــه ــراي تأییــد شناســایی   ب ــه عنــوان کنتــرل مثبــت ب   گون

A. baumannii  شد.) استفاده 2(گونه ژنومی  
  

  ها مواد و روش
از جدایه مشکوك به آسـینتوباکتر   250 مطالعهدر این 

هـاي  بخـش مراقبـت  بسـتري در  بیماران  ي بالینیهانمونه
جـدا گردیـد. بـراي     تهـران منتخـب  ي هاناویژه بیمارست

هـاي بیوشـیمیایی   تسـت  ،هاي آسینتوباکترشناسایی جدایه
هاي اکسیداز، کاتـالاز، سـیترات، تخمیـري یـا     مثل تست

و تحرك انجام گرفته و براي تأیید غیرتخمیر بودن باکتري 
هاي مولکـولی  روش از A. baumanniiنهایی گونه ژنومی 

  استفاده شد.

   DNAاستخراج 
بـا روش   A.baumanniiهـاي  جدایـه  DNAاستخراج 

CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide)  ــام انجـ
آب مقطر  Lµ300گرفت. ابتدا یک لوپ پر از باکتري در 

قـرار   rpm1000قیقه در سانتریفیوژ بـا دور  د 10ریخته و 
 TE (Tris-EDTA buffer)از بافر  Lµ270شد. سپس  داده

را اضافه و  Kاز پروتئیناز  Lµ8و % SDS 10از  Lµ30و 
ساعت قرار داده  1مدت  گراد بهدرجه سانتی 60در دماي 

از  Lµ80) و NaCl )mM5از  Lµ100شد. به هـر نمونـه   
10 CTAB %  دقیقه گرماگذاري در  10عد از ب شد.اضافه

کلروفـرم   Lµ700درجه سانتیگراد، به هر نمونه  65دماي 
دقیقه سـانتریفیوژ   10براي  11000با دور  و گردیداضافه 

 Lµ400و بـه آن   شـد فاز مایع رویی جـدا  در ادامه شد. 
درجـه سـانتیگراد    -20و در گردیـد  ایزوپروپانول اضافه 

 15مـدت   ر نهایت بهد .ساعت سرماگذاري شد 1مدت  به
اتانول  Lµ300رسوب گردید. سپس  11000دقیقه با دور 

یـا   7000اضافه شد و با دور   DNAبه رسوب درصد 70
دقیقه سـانتریفیوژ گردیـد. پـس از دور     10مدت  به 8000

اضـافه و در   TEاز بـافر   Lµ50ریختن الکل به هر نمونه 
  ).12(دقیقه قرار داده شد  20درجه سانتیگراد براي  37

) از Genomic species 2بومـانی (  ژنـومی  گونـه  انتخـاب 
 ـGenomic species 1کالکواستیکوس ( وسـیله آزمـون    ه) ب

16S rDNA PCR-RFLP :  
براي تکثیـر  ، CTABبه روش  DNAپس از استخراج 

ژنـــومی آســـینتوباکترها  DNAاز روي  16S rRNAژن 
کمک اولیگونوکلئوتیدهاي پرایمري اختصاصـی بـراي    به
انجام گرفت. توالی  PCRشده دو طرف ژن  اطق حفاظتمن

ــاي    ــراي انته ــتفاده ب ــورد اس ــاي م   ژن ′3و  ′5پرایمره
16S rDNA 5ترتیــب  بــه′-TGGCTCAGATTGA-3′ 5′-

TACCTTGTTACGACTTCACCCCA-3′  بود. مخلوط
 ،ddH2O از µL 1/18شـامل  µL25 کلـی  حجم واکنش در

µL5/2 از PCR Buffer 10X، µL7/0 از MgCl2 )mM 
50،(µL 5/0 مخلــوط از dNTP )µM 200،( µL1 هــر از 

 Taq DNAاز pM 10،( µL2/0پرایمرهـــا ( از کـــدام
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Polymerase و µL1 از DNA و دمـایی  شرایط طبق الگو 
 واسرشـت  مرحلـه  شـامل  ترموسـایکلر  دستگاه در زمانی
 سـیکل  ،)ثانیـه  45 مـدت  بـه  گرادسانتی درجه( 94 اولیه

 درجـه  94( واسرشـت  راحلم شامل تکرار بار 34 اصلی
 درجــه 60( اتصــال ،)ثانیــه 45 مــدت بــه گــرادســانتی
 درجـه  50( شـدن  طویـل  ،)ثانیـه  46 مدت به گراد سانتی
 در سیکل یک نهایی تکثیر و) ثانیه 45 مدت به گرادسانتی

 شـد.  انجـام  دقیقـه  16 مـدت  بـه  گـراد سانتی درجه 72
درجه سـانتیگراد بـا    37ساعت در  1براي  PCR محصول

µL5/1  از بافر تجاريµL fast digest5/1  وµL2/0 )U5 (
 MboIو  AluI ، HhaI هاي محـدودگر از هر کدام از آنزیم

ــراي بررســی محصــولات واکــنش     گرماگــذاري شــد. ب
RFLP-PCR ) ــارز ــد   ،)%1از ژل آگـ ــدیوم برومایـ اتیـ

)ng/ml50 دقیقه در  30) و الکتروفورز برايV100  و بافر
TAE ژل  وسیله هوهاي قطعات محدودگر باستفاده شد. الگ

    ).11 و 10الکتروفورز آنالیز شدند (
  اه یافته

  عنـوان آسـینتوباکتر جـدا شـدند،      هایی که بـه باکتري
  

هاي گرم منفی، با واکـنش آلکالین/آلکـالین و   کوکوباسیل
ــد  ــر، اکســیداز منفــی،   H2Sعــدم تولی در محــیط کلیگل

تولید اسـید از   غیرمتحرك، کاتالاز مثبت، سیترات مثبت و
 44و  37کـه در دو دمـاي    بودنـد  OFگلوکز در محـیط  

 گراد به خوبی رشد کردند. درجه سانتی

) genomospecies 2تفکیک گونه ژنومی بومانی ( براي
ــتیکوس (از  ــکgenomospecies 1کالکواسـ   ) از تکنیـ

PCR-RFLP    استفاده شد. طول بانـد حاصـل ازPCR  ژن
16S rDNA ،bp1500 ـ هب  ژن  PCRد. در واکـنش  دست آم
16S rDNA  آمـده حـاوي قطعـه    دست هجدایه ب 75تعداد 

، AluIبودند و پس از هضم بـا سـه آنـزیم     bp1500ژنی 
HhaI  وMboI ها الگویی مشابه بـا الگـوي سـویه    جدایه

را نشان دادند که  A. baumannii ATCC 19606 استاندارد
ست. برش آن وجه تمایز بین دو گونه ا الگوي باندي ویژه

دهـد کـه   چهار باند مجراي مشخص می ،HhaIحاصل از 
  هـاي این قطعات برشی حاصل با ایـن آنـزیم در جدایـه   

A.baumannii ـ  مشـابه بـا قطعـات     آمـده کـاملاً   دسـت  هب
  ).1 تصویربود ( A.baumannii ATCC 19606شده  داده برش

  
 genomospecies) از کالکواستیکوس (genomospecies 2می بومانی (ژنو براي شناسایی گونه 16S rDNA-RFLPژل مربوط به  -1تصویر 

) بـا سـه آنـزیم    3و  2، 1هـاي   هاي بیمارستانی (ستون نمونه استاندارد و نمونه PCRحاصل از  16rDNAمربوط به  1500bp). قطعه حدود 1
مربـوط بـه    10و 7، 4، 1؛ ستون هاي100bpکر در دو طرف ژل: سایز مار  Mهاي برش داده شده است. ستون HhaIو  AluI ،MboIمحدودگر 

ــتونA. baumannii ATCC 19606 ;نمونـــه کنتـــرل مثبـــت ــه نمونـــه 12و  11، 9، 8، 6، 5، 3، 2هـــاي  ؛ سـ ــاي مربـــوط بـ   هـ
A. baumannii باشند. جداشده از بیماران می  
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  بحث
هـاي بـا   ویـژه سـویه   بـه  A. baumanniiهـاي  عفونت

ي بسـیاري از  یـک خطـر جـدي بـرا     ،مقاومت چندگانـه 
بیماران بوده و از سـوي دیگـر چـالش سـختی را بـراي      

دلیل  ). به1هاي بهداشتی ایجاد کرده است (سیستم مراقبت
مختلفی که در جنس آسـینتوباکتر   DNAهاي  وجود گروه

هاي ایـن  وجود دارد مطالعات زیادي براي شناسایی گونه
صـورت   جنس انجام گرفتـه اسـت. مطالعـات اولیـه بـه     

هـاي  ي فنوتیپی طراحی شدند، اما امروزه از روشها تست
اي که کنند. در مطالعه مولکولی براي شناسایی استفاده می

و همکارانش انجام گرفت شناسایی  Vaneechoutteتوسط 
نتـایج   ARDRAبـا روش  آسـینتوباکتر  هاي ژنـومی   گونه

). در این مطالعه نیز ما بـا  10خوبی داشت ( امیدوارکننده
نتایج بسـیار خـوبی بـراي     ،آنزیم محدودگر 3 استفاده از
عنـوان یـک    )، به2(گونه ژنومی  A. baumanniiشناسایی 

دست آوردیـم و اسـتفاده از آن بـراي     هپاتوژن خطرناك ب
شـود.  توصـیه مـی   A. baumanniiتشخیص گونه ژنـومی  

 DNAاز لحـاظ هیبریداسـیون    ACBهاي کمـپلکس  گونه
پی بسـیار بـه هـم    هـاي فنـوتی  % شباهت) و تست70-65(

در طول  ACBهاي کمپلکس ). همچنین باکتري5اند ( شبیه
باشـند پـس   هاي بیمارستانی بسیار شایع میشیوع عفونت
 ـ  شناسایی گونه  A. baumanniiویـژه   ههاي ایـن بـاکتري ب
هـا  هـاي ناشـی از آن  ) در کنترل عفونـت 2(گونه ژنومی 

ودگر بسیار با ارزش است. با استفاده از سـه آنـزیم محـد   
AluI ،HhaI  وMboI توان اجزاي این کمـپلکس را از  می

ویژه در مورد بانـدهاي حاصـل از بـرش     ههم جدا کرد، ب
کنـد.  بسیار واضح را ایجاد مـی  قطعه 4که  HhaIآنزیمی 

هـاي بسـیاري بـراي شناسـایی     روش ARDRAعلاوه بر 
هاي ژنومی جنس آسینتوباکتر وجـود دارد کـه از آن   گونه

بـا   DNAان بـه روش آنـالیز اثـر انگشـت     تـو  جمله مـی 
چندشــکلی طــول قطعــات حاصــل از بــرش بــا آنــزیم  

 RFLP= Fingerprint analysis by amplified)محـدودگر  

fragment lenght) )13 ،(ـ زیتما  )، gyrB )14هـاي  ژن نیب
 recA (restriction analysis  of the recAبرش آنزیمی ژن 

 gene) )15(  هـاي   ، آنالیز محـدودگر تـوالیspacer   بـین
 16S-23S rRNA (Restriction analysis of theهـاي   ژن

16S-23S rRNA) )16 16) و آنـــالیز تـــوالیS rDNA 
(sequence analysis  of  165  rDNA) )17   .اشـاره کـرد (

هـاي   هاي زیادي بـراي شناسـایی گونـه   در مجموع روش
بـا   ARDRAوجود دارد. در این میـان  آسینتوباکتر ژنومی 

آنزیم محدودگر به خوبی تفاوت و تمایز  3استفاده از این 
 ـرا  هـاي ژنـومی  بین گونه کـه   ABCویـژه کمـپلکس    هب

هاي فنوتیپی غیـرممکن بـوده    شناسایی آن از طریق تست
توان بسـیاري از   دهد. با استفاده از این روش مینشان می

هاي باکتریایی را راحت و بدون نیـاز بـه اطلاعـات    گونه
طور مستقیم در بانک اطلاعاتی قرار داد. این  یابی بهتوالی

 DNAاسـتخراج   سـاده  روش همچنین تنها به یک مرحله
هـاي  نیاز دارد و از نظر تکنیکـی نسـبت بـه سـایر روش    

تـري بـراي    کـم  آلودگیتر و داراي خطر  مولکولی راحت
پرسنل آزمایشگاهی است. همچنین تفسیر الگوي حاصـل  

الکتروفورز به سـادگی   دستگاه با استفاده ازاز این روش 
  .قابل انجام است

  
  گیري نتیجه

توانـد   مـی  ARDRA ژنومی توسطهاي شناسایی گونه
قیمـت انجـام    راحت و بدون نیاز به تجهیزات گـران  نسبتاً

انجام این روش شناسـایی   شود. در پژوهش حاضر هزینه
هزار تومان شد که نسـبت بـه    400 نمونه تقریباً 75براي 
هـاي مختلـف تشخیصـی و     هاي کشـت در محـیط   روش

نتـایج نیـز    تر بوده و از طرفی دقـت  هزینه بیوشیمیایی کم
که شناسـایی بـا ایـن روش نسـبت بـه       طوري بالاست، به

تـر اسـت.   صـرفه هاي دیگـر مقـرون بـه   بسیاري از روش
 هاي ژنومیگونهاکولوژي بنابراین، با این روش، مطالعات 

اي طیـف گسـترده  ها آسینتوباکترپذیر است.  امکان مختلف
کنند و بـا توجـه بـه    هاي اکولوژیکی را اشغال میاز نیچ

هـا  تمامی گونه تنوع ژنتیکی موجود در این جنس احتمالاً
بنـابراین کشـف    .بندي حاضر منعکس نشده است در طبقه

شـده   بنـدي هاي ژنومی طبقههایی که هنوز جزء گونهسویه



  
  ... DNA ی با استفاده از آنالیز محدودگربومانشناسایی آسینتوباکتر -دلسوز رضایی                                                                            )708(

ــا کمــک نیســتند ــاي و دیگــر روش ARDRAروش  ب ه
  ARDRA روش با استفاده از شود. بینی می شناسایی پیش

  تـوان مـی  MboI و AluI ،HhaI الاثرمحـدود  آنزیم سهو 

A.baumannii در شـایع  و خطرنـاك  بسیار پاتوژنی که را 
 ABC کمـپلکس  اجـزاي  از است بیمارستانی هايعفونت
  .کرد تفکیک
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