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Background and Aims: Flow cytometry is a rapid method that can analyze thousands 

of cells per second and can be used for determination of microbial populations and 

determination of bacterial antimicrobial susceptibility. In this study antibiotic resistance 

pattern of Acinetobacter baumannii isolates by flow cytometer was evaluated. 

Materials and Methods: 55 isolates of A. baumannii were isolated from clinical 

specimen of patients and were identified by biochemical tests. Antibiotic resistance patterns 

were studied by disc diffusion method and MDR strains were selected. MIC of Meropenem 

-Tazobactam and Piperacillin were determined. Also antibiotic resistance pattern of isolates 

was determined by coloring with Rhodamine-123 and flow cytometry. Excel software and 

STDV test were used to calculate the standard deviation of antibiotic resistance and MIC 

results.To evaluate the agreement between the results of antibiotic resistance pattern using 

disk diffusion methods and the  MIC and Flow cytometry category agreement was used. 

Results: 98% of isolates were MDR. The MIC ranges for maropenem were 8 - 256 

μg/mL and for Piperacilllin-tazobactam were 128-1024 μg/mL. By flow cytometry it was 

demonstrated that at concentrations of 8, 4 and 2 μg/mL of meropenem, only 1.96%, 1.44% 

and 0.59%, of cells were killed respectively. At concentrations of 64,128 and 16 μg/mL of 

piperacillin, 13.8%, 11.3% and 5.9%of cells were killed respectively. Reducing the number 

of living bacteria was observed with increasing concentrations of both antibiotics. 

Conclusion: The similarity between the results of flow cytometry and both agar and 

broth antibacterial susceptibility methods showed flow cytometry as a reliable and rapid test 

that can be used  for this purpose. 

 

Keywords: Antibiotic susceptibility, MDR, Acinetobacter baumannii, flow cytometer  
 

Received: 2019/08/09                  Accepted: 2019/10/02          Available online: 2019/10/02 

Corresponding author: 
 

Sahar Honarmand Jahromy, 

Assistant Professor, Department 

of Microbiology, School of 

Biological Sciences, Varamin-

Pishva Branch, Islamic Azad 

University, Varamin, Iran 
 

 Email:   
sahar_hj2@yahoo.com 
 

Use your device to scan 

and read the article online 

 
Copyright © 2019. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution- 4.0 International License which permits Share, copy and 

redistribution of the material in any medium or format or adapt, remix, transform, and build upon the material for any purpose, even commercially. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Iranian Journal of Medical Microbiology 

Iran J Med Microbiol: Volume 13, Number 3 (July - August) 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

Rahimi N, Honarmand Jahromy S, Zare Karizi S. Evaluation of Antibiotic Resistance Pattern of Meropenem and 

Piperacillin- Tazobactam in Multi Drug Resistant Acinetobacter baumannii Isolates by Flow Cytometry Method. 

Iran J Med Microbiol. 2019; 13 (3) :194-209 

Original 

Article 

How to cite this article: 

Download citation: 
BibTeX | RIS | EndNote | Medlars | ProCite | Reference Manager | RefWorks 
Send citation to: 

 Mendeley    Zotero   RefWorks 
 

http://ijmm.ir/article-1-955-en.html
http://ijmm.ir/article-1-955-en.html
http://ijmm.ir/article-1-955-en.html
http://dx.doi.org/10.30699/ijmm.13.3.194
mailto:sahar_hj2@yahoo.com
http://www.ijmm.ir/
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=BibTeX
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=ris
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=EndNote
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=Medlars
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=ProCite
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=Reference_Manager
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=RefWorks
http://www.mendeley.com/import/?url=http://ijmm.ir/article-1-955-en.html
http://www.mendeley.com/import/?url=http://ijmm.ir/article-1-955-en.html
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=ris
http://ijmm.ir/web2export.php?a_code=A-10-823-3&sid=1&slc_lang=en&type=ris
http://www.refworks.com/express/ExpressImport.asp?vendor=Iran-J-Med-Microbiol&filter=RefWorks%20Tagged%20Format&encoding=65001&url=http%3A%2F%2Fijmm.ir%2Farticle-1-955-en.html
http://www.refworks.com/express/ExpressImport.asp?vendor=Iran-J-Med-Microbiol&filter=RefWorks%20Tagged%20Format&encoding=65001&url=http%3A%2F%2Fijmm.ir%2Farticle-1-955-en.html
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30699/ijmm.13.3.194


195   Isolation of Escherichia coli  

Iran J Med Microbiol  Volume 13 Issue 3 

Introduction 

Standard Antibiotic Susceptibility Test (AST) 

include disk diffusion, broth dilution and manual and 

automated alternative methods that take 18 to 24 

hours to get a good result. Faster methods such as 

DNA and mass spectrometry-based methods do not 

always provide good information in antibiotic 

susceptibility and have limitation (11,12). This 

limitation can be achieved by means of a device 

based on identification of bacterial physiological 

changes in the presence of antibiotics and by using 

biodegradable fluorescent markers, as flow 

cytometry (14,15). Flow cytometry (FCM) , is a 

device that passes cells or micrometer particles 

through the point of contact where the laser beams 

affect them, and the light that they absorb which is 

based on the intrinsic or sub-physical properties of 

the particle itself, Scatter or diffuse, and this light can 

be measured (1,2). Today, flow cytometry is a tool 

for bacterial analysis, detection, enumeration, 

determining changes in cellular function, metabolic 

activity, cell viability and antibiotic susceptibility of 

bacteria (3,32). Over the past decade, the presence of 

Acinetobacter baumannii, especially multiple drug 

resistant A. baumannii (MDRAB), has been 

recognized as the most important pathogen and 

cause of hospital mortality worldwide. Rapid 

identification of these strains is essential for the 

treatment of their disease (17,18). The aim of this 

study was to investigate the antibiotic resistance 

pattern of multidrug-resistant A. baumannii isolates 

against meropenem and piperacillin-tazobactam 

using flow cytometry. 

Methods  

This cross-sectional descriptive study was 

performed on 55 A. baumannii strains randomly 

isolated from clinical specimens of 230 patients 

admitted to Milad Hospital, Tehran, from November 

to April 2017. Gram staining and biochemical tests 

were used for identifying A. baumannii strains. 

Antibiotic susceptibility testing was performed by 

disk diffusion methods according to CLSI 2017 

against 7 antibiotics (Table 1). Strains that were 

resistant to more than two classes of antibiotics were 

included as MDR strains. Microdilution broth 

method was used to determine Minimum Inhibitory 

Concentration of meropenem and piperacillin-

tazobactam. For Flow cytometry 10 isolates of 

multidrug-resistant A. baumannii  were selected. The 

concentrations of meropenem and piperacillin-

tazobactam for A. baumannii isolates were 2, 4, 8 

µg/mL and 16, 64, 128 µg/mL. The incubation time 

of antibiotic treatment on bacterial suspension was 4 

hours. Then the suspension was centrifuged and 

stained by 2 µg/mL of Rhodhamin123 florescent 

dye. The results were analyzed by Flow cytometer 

FACSCalibur using Side scatter (SSC), forward 

scatter (FSC) and green florescent light (FL1) 

parameters with 488-nm wavelength helium laser 

beam. Data analysis was performed for all methods. 

 

Table 1. Antibiotic resistance pattern of Acinetobacter baumannii isolates based on according to the CLSI 2017 

Antimicvobial Agent SYMBOL DISK (𝛍𝐠) S I R 

Meropenem (Carbapenem) (MEN) 10 >23 20_22 <19 

Ciprofloxacin(FLUOROQUINOLONES (CP) 5 >21 2_6 <15 

Gentamycin(AMINOGLYCOSIDES ) (GM) 10 >15 13_14 <12 

Piperacillin-Tazobactam(Beta lactam) (Pip- T) 100/1 >21 18_20 <17 

levofloxacin (FLUOROQUINOLONES (LVF) 5 >16 11_15 <10 

Tetracyclin (Tetracycline ) (TE) 30 >15 12_14 <11 

Imipenem (Carbapenem) (IMP) 10 >18 14_17 <13 

 

Results 

The average antibiotic resistance of A. 

baumannii strains to meropenem, ciprofloxacin, 

gentamicin, piperacillin -tazobactam,  levofl-

oxazine, tetracycline and imipenem were 100%, 

95.7%, 72.8%, 100%, 100%, 65.7% and 94.2%, 

respectively (Figure 1). 98% of A. baumannii 

isolates were included as MDR strains.  
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Figure1: Antibiotic resistance profile of Acinetobacter baumannii isolates 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Histogram of Flow cytometry analysis for meropenem 
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Figure3. Histogram of Flow cytometry analysis for Piperacilin –Tazobactam  

  

 

TThe results of antibiotic MIC of isolates 

showed that the mean MIC of Meropenem 

antibiotic was 105.14 with a standard deviation of 

84.101 and for the piperacillin-tazobactam 

antibiotic 1236.11 with a standard deviation of 

774.124. 37/37% of the strains had MIC 64 µg/mL  

for Micropenem and only 90/90% of isolates had 

MIC of 8 µg/mL. For piperacillin-tazobactam the 

highest MIC was 1024 μg/mL and higher. 

In Flow cytometry section at concentrations 

of 2, 4 and 8 μg/ml of meropenem antibiotic, the 

cell death rate was 1.96%, 1.44% and 0.59%, 

respectively (Figure 2).  

At concentrations of 16, 64 and 128 μg/mL 

of piperacillin–tazobactam antibiotic, the cell 

death rate was 1.96%, 1.44% and 0.59%, 

respectively (Figure 2). 

The results of flow cytometry to determine 

the resistance pattern of 10 MDR isolates of A. 

baumannii, showed that more than 98% of cells 

survived the effects of meropenem and 

piperacillin-tazobactam and all isolates showed 

resistance to meropenem and piperacillin 

tazobactam. Comparison of the results of 

antibiotic resistance pattern determination with all 

three methods and the Category agreement (CA) 

between methods were finally 100% for both 

antibiotics. 

Discussion 

Previous studies in Iran have shown that 

carbapenem resistance of A. baumannii strains is 

increasing. In a systematic study by Moradi et al. 

In 2015, the rate of resistance to meropenem and 

imipenem antibiotics between 2001- 2007 

increased by 64.3% and 51.1% to 81.5% and 
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76.5% between 2012 and 2013, respectively (24). 

Excessive resistance to carbapenem, which was 

also reported 100% in this study, is a serious alarm 

for the treatment of infections associated with A. 

baumannii. One of the most important reasons is 

using inappropriate antibiotics. Also, quick and 

accurate tests to determine the antibiotic 

susceptibility of the bacteria and the need for rapid 

administration of an initial antimicrobial empirical 

treatment is very important when the physician is 

awaiting the results of sensitivity testing with 

standard time-consuming. Flow cytometry can 

analyze diverse microbial populations in a 

suspension and showing microbial diversity in a 

short time. In this study the results obtained by 

flow cytometer in measuring antibiotic resistance 

pattern were obtained 4 hours after preparation of 

microbial suspension resulting from overnight 

culture on bacterial colonies. More than 98% of 

bacterial cells survived after exposure to different 

concentrations of meropenem and piperacillin-

tazobactam that was in agreement with the results 

of disk diffusion and MIC method for 

determination of antibiotic resistance pattern of A. 

baumannii isolates (CA 100%). This illustrates the 

importance of using a flow cytometer as a rapid 

and sensitive method to determine the antibiotic 

resistance pattern of bacterial isolates. However, 

the use of other antibiotics such as gentamicin, 

which in this study showed less resistance, and the 

determination of antibiotic resistance pattern of 

higher number of bacterial strains by flow 

cytometry is suggested in future studies.  
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های در جدایه تازوباکتام-های مروپنم و پیپراسیلین بیوتیک بررسی الگوی مقاومت نسبت به آنتی 
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 مقاله  ۀتاریخچ

 1398/ 18/05  :دریافت

 10/07/1398 پذیرش:

 10/07/1398  :یننلاآ  انتشار

  موضوع:

 مقاومت آنتی بیوتیکی 
 

IJMM1398;13(3): 194-209 

تواند هزاران سلول را در هر ثانیه تحلیل کند و برای تعیین فلوسایتومتری روشی سریع است که می زمینه و اهدف:

بیوتیکی ها استفاده شود. در این مطالعه، الگوهای مقاومت آنتیبیوتیکی باکتریهای میکروبی و حساسیت آنتیمانی جمعیتزنده 

  بررسی شد. با روش فلوسایتومتری  اسینتوباکتربومانیهای در جدایه 
 

های بیوشیمایی شناسایی  نمونه بالینی بیماران جداسازی و با تست  230از    اسینتوباکتر بومانیجدایه    55  :کار  روش  و  مواد

کننده انتخاب شدند. حداقل غلظت مهارMDR های بیوتیکی با روش انتشار در دیسک تعیین و جدایهشدند. الگوی مقاومت آنتی

بیوتیکی تعیین شد. الگوی مقاومت آنتی MDRهای های مروپنم و پیپراسیلین تازوباکتام  برای جدایه بیوتیک( آنتی MICرشد )

برای  و روش فلوسایتومتری تعیین گردید و نتایج مقایسه شد. 123آمیزی رودامین بیوتیک با رنگها نسبت به این دو آنتیایزوله

در برنامه اکسل استفاده شد. به  STDEV ها از تستبیوتیک آنتی MICتایج بیوتیکی و نهای آنتی معیار مقاومتمحاسبه انحراف

و فلوسایتومتری   MIC های انتشار در دیسک،بیوتیکی با استفاده از روشمنظور ارزیابی توافق بین نتایج تعیین الگوی مقاومت آنتی

 ( استفاده شد.CA)   Category Agreementاز روش معیار توافق یا 
 

بود. با  μg/mL1024-128 و پیپراسیلین  μg/mL 256-8مروپنم از  MICبودند. میزان  MDRها درصد جدایه 98 ها: یافته 

درصد   0/ 59درصد و  1/ 44درصد،  1/ 96مروپنم، به ترتیب فقط  8و  μg/mL 2 ،4های فلوسایتومتری نشان داده شد که در غلظت 

درصد  5/ 9درصد و  11/ 3درصد،  13/ 8پیپراسیلین تازوباکتام به ترتیب  128و  μg/mL 16 ،64های ها کشته شدند. در غلظت سلول 

  بیوتیک مشاهده شد.  های هر دو آنتی های زنده با افزایش غلظت ها کشته شدند. کاهش تعداد باکتری سلول 

 

متری و هر دو روش تعیین حساسیت ضدمیکروبی آگار و میکرودایلوشن تطابق میان نتایج روش فلوسایتو گیری:نتیجه

 تواند برای این منظور استفاده شود.تواند به عنوان روشی سریع و قابل دسترس میبراث نشان داد که فلوسایتومتری می
 

 فلوسایتومتری ،بومانیاسینتوباکتر  بیوتیکی، مقاومت چندگانه دارویی،آنتی مقاومت الگوی :هاواژه  کلید
 

 برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است.دسترسی آزاد؛ کپی: شناسی پزشکی ایرانمجله میکروب ©رایت کپی

 

 :مسئول  ۀنویسند
 سحر هنرمند جهرمی 

 علوم دانشکده  میکروبیولوژی، گروه  استادیار،

 -ورامین واحد اسلامی آزاد دانشگاه  زیستی،

  ایران ورامین، پیشوا،

 پست الکترونیک:

sahar_hj2@yahoo.com 

مهمقد
دستگاهی است که   FCMیا    (Flow cytometry)   یتومتری افلوس 

که اشعه لیزر روی  سی ها یا ذرات میکرومتری را از نقطه ی تما سلول 

 بر اساسد  ن کن می گذارد عبور داده و نوری که ذرات جذب  می آنها اثر  

 شودمی پراکنده یا منتشر    خود ذره، خصوصیات ذاتی یا فرعی فیزیکی  

این تکنیک،   بالایسرعت و دقت  .  ( 1) گیری است  و این نور قابل اندازه 

مختلفی چون ای  ه ه را در رشت ای  موجب شد تا خیلی زود جایگاه ویژه 

های شناسی، ژنتیک، بررسی  آسیب شناسی، هماتولوژی، ایمنی 

تشخیص بیماریهای عفونی به خود و  آزمایشگاهی برای پیوند اعضاء

با توجه به اندازه گیری چند پارامتری چندین   .( 2،   3)   اختصاص دهد

هزار سلول منفرد در هر ثانیه توسط فلوسایتومتر، این وسیله به عنوان 

ها معرفی شده وش سریع برای آنالیز جزئیات میکروارگانیسم یک ر 

 های کمیّ برای اندازه و گرانولیته سلول . فلوسایتومتری داده ( 2) است  

و اطلاعات کمّی  light scatteringهای از طریق پارامتر سیگنال را 

سلولی ها یا اجزای درون ژن های فلورسنس روی سطح آنتی سیگنال 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1398مرداد و شهریور  ـ 3 شماره ـ 13سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  
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ها و یا پتانسیل غشایی ها یا لیپید کلئیک، پروتئین های نو مانند اسید 

 در فلوسایتومتر، دو پارامتر . ( 2) سازد ها فراهم می و جریان یون 

light scatter  شناسی و فیزیولوژیکی و فلورسنت، خصوصیات ریخت

ها با یک سیستم کنند که این ویژگی های منفرد را مشخص می سلول 

امروزه فلوسایتومتر ابزاری است که برای  . (4) شود  کامپیوتر تحلیل می 

تحلیل باکتریایی از تشخیص و شمارش باکتری تا تعیین تغییرات در 

هایی که تحت عملکرد سلولی و فعالیت متابولیکی و حتی شناسایی ژن 

 شود  می گیرند به کار گرفته می شرایط خاص در حالات خاصی قرار 

 ،ل جدید تحقیقات سلولی همراه با نس  FCMهای اخیر پیشرفت  .( 5) 

ها های فیزیولوژیکی در باکتری این تکنیک را برای تحلیل واکنش 

کارگیری ه به بررسی نحوه ی ب مطالعات مختلفی  مناسب ساخته است.  

FCM  ها از جمله واکنش برای تمایز شرایط فیزیولوژیکی در باکتری

رهای ها و دیگر مواد شیمیایی سیتوتوکسیک و فاکتو بیوتیک به آنتی 

فیزیکی، متابولیسم پاتوژن میزبان، تمایز سلولی در حین تشکیل 

 مانند ییهای هدایت رشد و توسعه ی مسیرهابیوفیلم و مکانیسم 

. کاربردهای فلوساتومتری در (6،  7) اند پرداخته  اسپورزایی 

شناخته شده است. در این مطالعات  1970میکروبیولوژی از سال 

Hutter    وPaau  مقدار   و همکارانDNA   باکتری را با پروپیدیوم یدید

و پروتئین کل سلولی را با ایزوتیوسیانات فلوئورسین اندازه گیری 

در میکروبیولوژی شامل بررسی   FCM. سایر کاربردهای  ( 8،   9) کردند  

های گرم مثبت و گرم منفی چرخه سلولی، تمایز دیواره سلولی باکتری 

های وسیع رغم کابرد . علی ( 01)  ها استمانی باکتری و تعیین زنده 

های هماتولوژی و فلوسایتومتری، جایگاه این تکنیک تنها در بخش 

خوبی تثبیت شده است و استفاده از آن در شناسی به ایمنی 

 میکروبیولوژی بالینی هنوز نادر است. 

 Antibiotic)   ک ی بیوت آنتی   ت یحساس   تست  استانداردهای  روش 

Susceptibility Test) ای AST ا ی سکی های انتشار در د روش  شامل 

و خودکار مانند  ی دست نی گز ی های جا روش و  ع ی ما  ط ی رقت در مح 

ETest   و VITEK 2 ها حداقل غلظت روش  ن ی ا  شتر ی هستند . ب

 ن یی تع  است  ییا یرا که قادر به مهار رشد گونه باکتر  کی بیوت آنتی 

 آوردن  بدست  ی برا  لازم های زمان  ن ی انگ یم  جه،ی نت  در . ( 11) کنند می 

دو دهه  در  . ( 12)  کشد می  طول  ساعت  24 تا  18 مناسب  جه ی نت  ک ی 

بر اساس  یهای مبتن مانند تست  AST عتر ی های سر گذشته، روش 

DNA  اند. با افته یتوسعه  یجرم ی ومتر ر بر اسپکت یهای مبتنو روش

 ت ی اطلاعات مربوط به حساس  شهی ها هم روش  ن ی حال، ا  ن ی ا 

 ی های مبتن مثال، تست   ی دهند. برا ارائه نمی   یرا به خوب   ی کی بیوت آنتی 

های ژن های جهش  ی  ه ی پا  بر  و  داشته  ی مولکول اساس  که  ، DNAبر 

های فاقد ی باکتر   ن،ی بر ا   علاوه .  ستند ی ن   مناسب   ی لی خ   هستند   مقاومت 

هستند که قادر به زنده  ز ی مقاومت ن  یها های مقاومت و ژن جهش 

 ری با استفاده از سا  یک ی بیوت های آنتی ماندن در حضور درمان 

ها در تست  ت ی محدود نی . ا ( 13) هستند  ی کی ژنت ر ی های غ سم ی مکان 

 رات یی تغ  ییشناسا  ی  ه ی بر پا له ی وس  ک ی تواند با استفاده از می 

استفاده از ها و با ک ی بیوت حضور آنتی  از یناش  ییا یباکتر  ی ولوژ ی ز ی ف 

که توسط مطالعات متعدد ثابت شده   ر ی پذست ی های فلورسنت ز نشانگر 

عمده  ت ی مز . است   ی تومتر ی که همان روش فلوسا رد ی پذصورت    ، است 

 ی ناش ی ک ی ولوژ ی ز ی ف  رات یی از تغ   ی است که برخ   نی ا   ی روش شناخت  ن ی ا 

 1ها قبل از مهار رشد قابل مشاهده هستند ) ها مدت ک ی بیوت از آنتی 

 ن یی تع  امکان  ی تومتر ی فلوسا های ت ی قابل  . روز( 2 ا ی 1ساعت در برابر 

 ر ی و سا  یی است. جذب غشا  کرده  فراهم را ها کشت  در  یکروب ی م  تنوع 

تواند سلول به سلول سنجش می  ی کروبی زنده بودن م های شناساگر 

FCST (Flow Cytofluorometric Susceptibility Test )شود. 

مختلف  بات ی و ترک  ی ط ی را در مقابل اثرات مح  یهای سلول اسخ پ 

MIC  (Minimum Inhibatory Concentration )تواند به صورت می 

مشخص کند MBC  (Minimium Bactericidal concentration ) و 

 کرده   ری حساس و تکرارپذ   ع،ی سر  ی کی به تکن   لی تبد   آن راله  مسئ   نی و ا

 ل ی و همکاران با استفاده از پتانس   Mason ،1994  سالدر  . ( 14) است  

 (dye bisdibutylbarbituric acid ی بار منف ی جذب رنگ دارا 

trimethine oxonol3-1(   ن، ی ل ی س ی های آمپک ی بیوت تأثیر آنتی 

 .( 14) با فلوسایتومتر بررسی کردند    را   نیپروفلوکسازی و س   ن ی س ی جنتام 

Suller   تغییرات در یکپارچگی غشای سیتوپلاسمی به وسیله

دیبوتیل باربیتوریک  3.1پروپیدیوم یدید و پروب آنیونیک بیس ) 

گیری را به منظور اندازه  ((34DiBAC))اسید( تریمتین اکسونول 

 ، 2002در سال  (. 15) تغییرات در پتانسیل غشا استفاده کردند 

Gauthier و همکاران از فلوسایتومتری برای تعیین الگوی حساسیت

های جدا شده از عفونت مجاری ادراری از روش بیوتیکی ایزوله آنتی 

دی بوتیل باربیتوریک  3و  1 -فلوسایتومتری و رنگ فلورسنت بیس 

. ( 16) ( استفاده کردند 4DIBAC(3).اسید تری متیل اگزانول )

Nuding  و همکاران نیز برای تشخیص و تعیین الگوی حساسسیت

ها از فلوسایتومتری و تعیین پتانسیل غشای بیوتیکی باکتری آنتی 

  . ( 2)   باکتریایی استفاده کردند

خصوص به  اسینتوباکتر بومانیدر طی دهه گذشته، حضور 

  Multiple drug resistantاسینتوباکتر بومانی  MDRهای سویه 

Acinetobacter baumannii  (MDRAB)  ترین عامل به عنوان مهم

ه است بیمارستانی در سراسر دنیا شناخته شد ومیر زا و مرگ بیماری 

. بخشی از این رخداد، مربوط به توانایی بقای این میکروارگانیسم ( 17) 

اد های بیمارستانی و کسب مکانیسم مقاومت و ایج در محیط 
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 امروزه، به طوری که    های حاد، به ویژه در بیماران بدحال استعفونت 

هایی با مقاومت جهانی و حتی مقاوم به سویه ایش د پیشاهد 

را با های ناشی از این باکتری عفوت کولیستین بوده که درمان 

های شناسایی سریع سویه  . ( 18)  محدودیت جدی مواجه کرده است

ها و مراکز در بیمارستان  توباکتر بومانی اسین مقاوم چندگانه دارویی 

های مختلف درمانی در سراسر جهان کمک بزرگی به پاکسازی بخش 

کند. هدف از مطالعه حاضر هایی می ها از وجود چنین سویه بیمارستان 

 اسینتوباکتر بومانی های بیوتیکی ایزوله بررسی الگوی مقاومت آنتی 

های مروپنم و پیپراسیلین بیوتیک مقاوم چنددارویی نسبت به آنتی 

 123تازوباکتام با روش فلوسایتومتری و استفاده از رنگ رودامین 

 است. 

 هاروش مواد و  
 آوری نمونهجمع 

نمونه بالینی شامل  230توصیفی روی - این مطالعه مقطعی

تهران به   دهای بیمارستان میلا ر بخش د تراشه و زخم بیماران بستری  

انجام گرفت.  1395- 96ین ماه د آبان تا فرور ر تاریخ د طور تصادفی 

های معیار ورود بیماران به مطالعه، بستری شدن در بخش مراقبت 

گیری با رضایت بیمار و پس از تکمیل ویژه بیمارستان بود. نمونه 

های مورد مطالعه پرسشنامه انجام گرفت. کد اخلاق مربوط به نمونه 

.REC.1397.006 IR.IAU.VARAMIN  های بالینی است. نمونه

کانگی آگار، به منظور شناسایی های کشت بلاد آگار و مک روی محیط 

ساعت   24- 48کشت داده شده و پس از    اسینتوباکتر بومانیهای  سویه 

های بیوشیمیایی استاندارد آمیزی گرم و آزمون گذاری با رنگ گرمخانه 

)شرکت مرک،   TSIهای مانند کاتالاز، اکسیداز، کشت در محیط 

و  )شرکت مرک، آلمان(، اوره )شرکت مرک، آلمان(، MRVPآلمان(،  

درجه  42، لایزین، بایل اسکولین و رشد در دمای OFهای تست 

گرها در این مطالعه داروها و مداخله ی شدند. سلسیوس شناسای 

 استفاده نشد.

های  بیوتیکی و تعیین سویه تست تعیین حساسیت آنتی 

 دارویی  مقاوم چند 

بیوگرام( به روش بیوتیکی )آنتی تست تعیین حساسیت آنتی 

 7نسبت به  CLSI 2017های و بر اساس استاندارد  دیسک  در  انتشار 

بیوتیک با استفاده از کشت بر روی محیط مولر هینتون اگار آنتی 

بیوتیکی )پادتن طب، های آنتی )مرک، آلمان( انجام گرفت. دیسک 

میکروگرم،  30میکروگرم، تتراساکلین 10شامل ایمی پنم که ایران( 

میکروگرم،  5وکسازین میکروگرم، سیپروفل  10جنتامیسین 

میکروگرم و  10و مروپنم میکروگرم  100/ 10تازوباکتام پیپراسیلین 

ها بر بیوگرام ایزوله میکروگرم استفاده شد. نتایج آنتی   5لووفلوکسازین  

و با توجه به اندازه قطر هاله عدم رشد  CLSI2017اساس استاندارد 

و حساس گزارش   حساس به صورت مقاوم، نیمه ها،  بیوتیک اطراف آنتی 

 ATCC19606 اسینتوباکتر بومانی . از سویه استاندارد (1)جدول شد 

هایی که به بیش از دو به عنوان سویه کنترل کیفی استفاده شد. سویه 

 MDRهای بیوتیک مقاومت نشان دادند به عنوان سویه کلاس آنتی 

معرفی شدند.
 

 CLSIاساس استاندارد  برها کیبیوتآنتی اطراف رشد عدم هاله قطر اندازه اساس بر اسینتوباکتر بومانیهای زولهیا مقاومت یالگو نییتع. 1 جدول

SYMBOL Antimicvobial Agent DISK (𝛍𝐠) S I R 

مروپنم ( MEN( Meropenem (Carbapenem) 10 >23 22-20  <19 

نیپروفلوکساسیس ( cp( Ciprofloxacin (Fluoroquinolones) 5 >21 6-2  <15 

نیسیجنتام ( GM( Gentamycin (AMINOGLYCOSIDES ) 10 >15 14-13  <12 

تازوباکتام  نیلیپراسیپ ( PIP-T( Piperacillin-Tazobactam (Beta lactam) 100/10 >21 20-18  <17 

نیلووفلوکساس ( levofloxacin( Fluoroquinolones 5 >16 15-11  <10 

نیکلیتتراسا ( TE( Tetracyclin (Tetracycline ) 30 >15 14-12  <11 

پنم یمیا ( IPM( Imipenem (Carbapenem) 10 >18 17-14  <13 

 

 minimum)  رشد کننده مهار  غلظت  حداقل  ن یی تع 

inhibitory concentration (MIC) ) و   مروپنم  های  ک ی بیوت آنتی

 تازوباکتام    –  ن ی ل ی پپراس 

های مروپنم و پیپراسیلین،  بیوتیک آنتی  MICبرای تعیین   

ها  بیوتیک های مختلف آنتی تازوباکتام )سیگما، آمریکا( تهیه شده و رقت 

  - 1024های  در این روش از رقت   با روش براث میکرودایلوشن آماده شد. 

مروپنم و پیپراسلین  های بیوتیک لیتر آنتی میکروگرم بر میلی  0/ 125



 ی تومتریبا روش فلوسا  ینتوباکتربومانئیاس یهاه یدر جدا ی کیوتیب ی مقاومت آنت یالگو یبررس   |و همکاران ناهید رحیمی  
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میکرولیتر محیط کشت مولرهینتون براث   010تازوباکتام استفاده شد. 

افزوده شد. سپس،  خانه    96های میکروپلیت  مرک، آلمان( به تمام چاهک ) 

بیوتیک مورد مطالعه به ردیف اول  از محلول آنتی  میکرولیتر 100

بیوتیک  های متوالی،  آنتی خانه اضافه شد و به صورت رقت   96میکروپلیت  

آوردن تعداد   دست  به  جهت  گردید.  مورد مطالعه تا اخرین ردیف رقیق 

CFU/ml106 به  معادل نیم مک فارلند  میکروبی  باکتری ، سوسپانسیون 

ها افزوده شد  میکرولیتر از آن به چاهک   100و   شد  رقیق   ، 1/ 100 میزان  

 درجه  37 در دمای ها  است(. پلیت  CFU/ml   50×5)تعداد نهایی باکتری  

 آن  در  که  چاهکی  اولین  .شدند  انکوبه  ساعت،  24 مدت  به  سلسیوس 

  (MIC)باکتری  مهاری  غلظت  حداقل  به عنوان  نشد  مشاهده  رشدی 

 در  دید  از خطای  جلوگیری  و  اطمینان  برای  این،  بر  گردید. علاوه  تعیین 

ریدر   الایزا  دستگاه  از  استفاده  با  ها چاهک  تمامی   OD= 620آزمایش   حین 

درصد    90ای که  شد. خانه  محاسبه   )آمریکا  ساخت کشور   Biotekشرکت (

  کاهش در جذب نوری حاصل از رشد باکتری را نشان داد، غلظت  

MIC90  شد. در  انجام  تکرار  بار  سه  با  آزمون  این  است  ذکر  به  لازم  .است 

 کشت  محیط  از  بلانک  عنوان  به  کشت  محیط  منظورکنترل  به  آزمون  این 

 گردید.  استفاده   )باکتری  سلول  و  بیوتیک آنتی  بدون (خالی  

  حضور  در  یی ا ی باکتر  بودن  زنده  ن یی تع  و  ی تومتر ی فلوسا 

  آمیزی رنگ  با تازوباکتام  ن ی ل ی پراس ی پ  و  مروپنم های ک ی بیوت آنتی 

 123  رودامین 

 ی تومتر ی فلوسا   ی انجام برا   باکتریایی   نمونه   ی ساز آماده 

اسینتوباکتر  جدایه باکتری    10ابتدا سوسپانسیون نیم مک فارلند از  
به عنوان    ATCC  25922اشریشیا کلی  و باکتری  مقاوم چند دارو    بومانی 

و    2بیوتیک مروپنم  های مورد مطالعه آنتی سویه کنترل تهیه شد. غلظت 

  128و  64و  16لیتر و پیپراسیلین تازوباکتام میکروگرم بر میلی  8و  4

سویه   اشریشیا کلی لیتر در نظر گرفته شد. برای میکروگرم بر میلی 

أثیر  لیتر انتخاب شدند. زمان ت میکروگرم بر میلی  64و  1، 25922

بیوتیک بر سوسپانسیون باکتریایی و  های مختلف آنتی غلظت 

درجه سلسیوس چهار ساعت انتخاب شد.   37گذاری در دمای گرمخانه 

های  بیوتیک به لوله پس از این مدت، سوسپانسیون حاوی باکتری و آنتی 

دقیقه با دور   10مخصوص فلوسایتومتری منتقل شدند و به مدت 

×g1000  رسوب حاصله جدا شد و محلول رویی دور  سانتریفوژ شدند .

میلی   5لیتر محلول میلی  2ریخته شد. به رسوب باقی مانده به میزان 

اضافه شد و  PBS  (Buffered Saline-Phosphate )بافر فسفات  مولار 

سانتویفوژ شدند. رسوب حاصله جدا   g1000×دقیقه در دور  10مجدداً 

( اضافه شد.  سیگما، آمریکا )   123رنگ رودامین   لیتر میلی 1شده و به آن  

های کشته شده  برای انجام فلوسایتومتری نمونه کنترل منفی شامل سلول 

از طریق جوشاندن سوسپانسیون سلولی یا استفاده از محلول هیپوکلریت  

 دقیقه بود.    10سدیم به مدت  

آمیزی سوسپانسیون  برای رنگ   123  رودامین رنگ    کردن   آماده 

 باکتریایی 

  1Mmدر محلول )  123لیتر رودامین میکروگرم بر میلی  2مقدار 

EDTA    باpH=8 و محلول حاصل در ظرفی که نور به درون آن   ( حل شد

های نگهداری رنگ  داری شد. یکی دیگر از روش کرد نگه نفوذ نمی 

درصد و  100 تهیه محلول استوک رودامین در اتانول  123رودامین 

درجه سلسیوس و مکانی بدون نور است . برای   20سازی آن در ذخیره 

های کوچک آماده شده  های کار در ویال انجام مراحل فلوسایتومتر محلول 

 شوند تا کمترین میزان تخریب در رنگ صورت گیرد. و در یخ قرار داده می 

   ی تومتر ی فلوسا   انجام 

ی شامل فیکس کردن  پس از انجام کلیه مراحل فلوسایتومتر 

آنالیز نتایج توسط   123ها با رودامین آمیزی باکتری ها و رنگ نمونه 

 Flocytometer Face calibure  (Bectonدستگاه فلوسایتومتر نوع 

Dickinson ، به صورت بررسی میزان جذب رنگ رودامین در  آمریکا )

به عنوان   E.coliو باکتری  اسینتوباکتر بومانی های زنده و مرده باکتری 

  488در این دستگاه اشعه لیزر هلیوم با طول موج    . گیری شد شاهد، اندازه 

های به کار رفته در فلوسایتومتری  پارامتر  استفاده شده است.  نانومتر 

  360( برای تعیین اندازه سلولی با ولتاژ FSC)   atterForward scشامل 

ولت    485( برای تعیین گرانولیته سلولی با ولتاژ  SSC)   Side Scatterولت،  

( بود. برای تعیین میزان جذب رنگ رودامین  FL1و نور سبز فلورسنت ) 

سلول در هر    2000ولت به کار برده شد. برای هر نمونه    600ولتاژ    123

افزار مولتی گراف  ها توسط نرم د. تحلیل داده سنجش آنالیز ش 

 (Multigraph software  که در خود دستگاه فلوسایتومتر قرار داشت )

 Multiparameterاز طریق    Fcانجام گرفت. اختلاف بین فلورسنت سبز و  

Data Analysis Software    .تحلیل شد 

   ی آمار   ل ی تحل 

معیار  میانگین، انحراف از آمار توصیفی شامل فراوانی، درصد 

 (Standard Deviation )  ها استفاده شد. برای  برای شرح و توصیف داده

  MICبیوتیکی و نتایج های آنتی معیار مقاومت محاسبه انحراف 

افزار  در برنامه اکسل استفاده شد. از نرم    STDEVها از تست بیوتیک آنتی 

IBM -SPSS -Statistics -20 -hwit --Fix)  20نسخه   SPSSآماری 

x86/x64-1-Pack )  و برای مقایسه اعداد از آزمون کای اسکوئر استفاده
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به منظور ارزیابی  در نظر گرفته شد.  0/ 05سطح معناداری کمتر از شد. 

های مروپنم و  بیوتیک توافق بین نتایج تعیین الگوی مقاومت آنتی 

حداقل   های انتشار در دیسک، پیپراسیلین تازوباکتام با استفاده از روش 

و فلوسایتومتری از روش معیار توافق یا   MICکننده رشد یا غلظت مهار 

Category Agreement    (CA  .استفاده شد ) 

 هاافته ی
های بالینی مورد  از نمونه  اسینتوباکتر بومانی جدایه  55تعداد 

های بیوشیمیایی جداسازی و شناسایی شدند.  مطالعه با انجام تست 

کاتالاز، اکسیداز،کشت   اسینتوباکتربومانی ایی های بیوشیمی نتایج تست 

)شرکت مرک،   MRVP)شرکت مرک، آلمان(،   TSIهای در محیط 

، لایزین، بایل  OFهای و تست  آلمان(، اوره )شرکت مرک، آلمان(، 

 درجه سلسیوس است.    42اسکولین و رشد در دمای  

 اسینتوباکتربومانی های  بیوتیکی سویه تعیین حساسیت آنتی 

  (، میانگین مقاومت 1توجه به نتایج به دست آمده )شکل با 

های  بیوتیک نسبت به آنتی  اسینتوباکتر بومانی های سویه  بیوتیکی آنتی 

مروپنم، سیپروفلوکسازین، جنتامیسین، پیپراسیلین تازوباکتام،  

  95/ 7درصد،  100 ترتیب  لووفلوکسازین، تتراسایکلین و ایمی پنم به 

  94/ 2درصد و  65/ 7درصد،  98/ 5رصد، د  100درصد،  72/ 8درصد، 

کلاس    3به    اسینتوباکتر بومانی های  درصد جدایه   98شد.    گزارش   درصد 

انتخاب    MDRهای  بیوتیکی مقاومت نشان دادند و به عنوان سویه آنتی 

 شدند. 

 

 اسینتوباکتر بومانیهای زولهیا یکیبیوتآنتی مقاومت. نمودار توزیع فراوانی 1شکل 

 (MEN(، مروپنم )PIP-Tپیپراسیلین تازوباکتام ) (،LOM(، لووفلوکسازین )IPM(، ایمی پنم )GM(، جنتامیسین )CP(، سیپروفلوکسازین )TEتتراسایکلین )

 

 تازوباکتام   نیلیپراسیپ  های مروپنم وکیبیوتآنتی

و  g/mLμ8 ≥MIC، مقایر CLSIبر اساس استاندارد 

g/mLμ128≥MIC  های مروپنم و بیوتیکبه عنوان مقاومت به آنتی

در نظر  اسینتوباکتر بومانیایزوله  55پیپراسیلین تازوباکتام در 

با  14/105بیوتیک مروپنم آنتی MICگرفته شد. میانگین 

بیوتیک پیپراسیلین تازوباکتام و برای آنتی 018/84معیار انحراف 

درصد  10/37شد. گزارش  124/774معیار با انحراف 11/1236

داشتند که  MIC g/mLμ64بیوتیک مروپنم ها، برای آنتیسویه 

ها درصد ایزوله  90/2ها داشت و تنها  بالاترین فراوانی را در بین ایزوله

MIC 8g/mLμ  بیوتیک پیپراسیلین تازوباکتام داشتند. برای آنتی

 و بالاتر بود.  MIC g/mLμ 1024بیشترین فراوانی مربوط به 

 

به  اسینتوباکتر بومانیرسی الگوی مقاومت بر

 با دستگاه فلوسایتومتری بیوتیک مروپنمآنتی

در  بومانی اسینتوباکترنتایج فلوسایتومتری برای جدایه 

 2و  4و  8های های کشته شده در غلظتبررسی تعداد باکتری

 غلظت  در که داد نشان بیوتیک مروپنملیتر آنتی میکروگرم بر میلی

  در   آن  رودامین  رنگ  جذب  هیستوگرام  که  لیترمیلی  بر  میکروگرم  8

 شده کشتههای سلول است، میزان شده داده نشان الف-2 شکل

  ستوگرام یه که لیترمیلی بر کروگرمیم 4 غلظت در ودرصد  96/1

 44/1 است شده داده شانن ب-2شکل  در نآ رودامین رنگ جذب

 جذب  ستوگرامیه که لیترمیلی بر کروگرمیم 2 غلظت در ودرصد 

. است درصد 5/0 شده داده شانن  ج-2 شکل در نآ  رودامین رنگ

 98 از نشان داد که بیش اسینتوباکتر بومانیایزوله  10نتایج برای 

 نشان مقاومت مروپنم مطالعه موردهای غلظت درها باکتریدرصد 
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 افزایش با زنده باکتری جزئی در تعداد کاهشی حال، این دادند. با

 .شد مشاهده بیوتیکآنتی غلظت

به   اسینتوباکتر بومانی بررسی الگوی مقاومت 

 بیوتیک پیپراسیلین تازوبکتام با دستگاه فلوسایتومتریآنتی 

در  استینتوباکتر بومانینتایج فلوسایتومتری برای جدایه 

 16، و  64،  128های  های کشته شده در غلظتبررسی تعداد باکتری

بیوتیک پیپراسیلین تازوباکتام نشان لیتر آنتیمیکروگرم بر میلی

لیتر که هیستوگرام جذب رم بر میلیمیکروگ128دهد در غلظت  می

 8/13  شده  کشتههای  سلول   میزان  الف(،-3  )شکل  شد  رنگ رودامین

 ستوگرام یه که لیترمیلی بر کروگرمیم 64 غلظت در است؛ درصد

 در بود؛ درصد3/11 ،(ب-3 )شکل شد 123 رودامین رنگ جذب

  رنگ  جذب ستوگرامیه که لیترمیلی بر کروگرمیم 16 غلظت

 95  از  شیب  ی،عن؛ یاستدرصد    9/5  ،(ج-3  )شکل  شد  123  رودامین

تازوباکتام  پیپراسیلین مطالعه موردهای غلظت درها یباکتردرصد 

نشان دادند. با این حال، یک کاهش تعداد باکتری زنده با  مقاومت

 بیوتیک مشاهده شد.افزایش غلظت آنتی

 

 

 
 

 ستوگرامیه: ب. مروپنم کیبیوتآنتی از لیترمیلی بر کروگرمیم 8 غلظت در اسینتوباکتر بومانییک جدایه  در 123 رودامین رنگ جذب ستوگرامیه: الف. 2شکل 

های یباکتر  در  123  رودامین  رنگ  جذب  ستوگرامیه  -ج.  مروپنم  کیبیوتآنتی  از  لیترمیلی  بر  کروگرمیم  4  غلظت  در  مطالعه  موردهای  یباکتر  در  123  رودامین  رنگ  جذب

 هزندهای یباکتر توسط رنگ جذب درصد M2 مردههای یباکتر توسط رنگ جذب درصد M1. مروپنم کیبیوتآنتی از لیترمیلی بر کروگرمیم 2 غلظت در مطالعه مورد

 

 

 
. تازوباکتام نیلیپراسیپ کیبیوتآنتی از لیترمیلی بر کروگرمیم 128 غلظت در سینتوباکتربومانیا یک جدایه در 123 رودامین رنگ جذب ستوگرامیه: الف. 3شکل 

 رنگ  جذب  ستوگرامیهج:  .  تازوباکتام  نیلیپراسیپ  کیبیوتآنتی  از  لیترمیلی  بر  کروگرمیم  64  غلظت  در  مطالعه  موردهای  یباکتر  در  123  نیرودام  رنگ  جذب  ستوگرامیه:  ب

 M2 مرده،های یباکتر توسط رنگ جذب درصد M1 تازوباکتام نیلیپراسیپ کیبیوتآنتی از لیترمیلی بر کروگرمیم 16 غلظت در مطالعه موردهای یباکتر در 123 رودامین

 .زندههای یباکتر توسط رنگ جذب درصد

 

 )الف(                                                   )ب(                                                       )ج(        

 )الف(                                                   )ب(                                                         )ج(        
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  25922اشریشیا کلی نتایج بررسی الگوی مقاومت سویه  

و   های مروپنم بیوتیک به عنوان شاهد نسبت به آنتی 

 با روش فلوسایتومتری پیپراسیلین تازوباکتام 

ای تهیه شده از سوسپانسیون حاوی باکتری در نمودار نقطه 

ها با روش بیوتیک های مناسب آنتی بدون تأثیر غلظت  اشریشیا کلی

های زنده میزان سلول ، SSCو  FSCفلوسایتومتری و پارامترهای 

ومتری در الف(. نتایج فلوسایت - 4درصد مشخص شد )شکل  85/ 1

های در غلظت  اشریشیا کلی های کشته شده بررسی تعداد باکتری 

بیوتیک مروپنم که هیستوگرام جذب لیتر آنتی میکروگرم بر میلی 1

 شده  کشته های سلول  ب(، میزان -4رنگ رودامین شده است )شکل 

اما  .ماندند  زندهها سلول  2/ 83 فقط  یعنی. نشان داددرصد 96/ 7را 

های کشته شده در نتایج فلوسایتومتری در بررسی تعداد باکتری 

بیوتیک پیپراسیلین لیتر آنتی میکروگرم بر میلی 16های غلظت 

تازوباکتام که هیستوگرام جذب رنگ رودامین رودامین شده است 

درصد 96/ 2  شده   کشته های سلول  میزان   دهدمی   ج(، نشان - 4)شکل  

 .ماندند ده زن ها  سلول درصد  4  فقط  و   است 

پس از بررسی نتایج فلوسایتومتری برای تعیین الگوی 

نتایج نشان   اسینتوباکتر بومانی  MDRجدایه    10حساسیت و مقاومت  

های مورد مطالعه ها پس از تأثیر غلظت درصد سلول   98داد که بیش از  

جدایه  10مروپنم و پیپراسیلین تازوباکتام زنده ماندند و همه 

مروپنم و پیپراسیلین های بیوتیک نسبت به آنتی  اسینتوباکتر بومانی

 مقایسه نتایجتازوباکتام با روش فلوسایتومتری مقاومت نشان داد. 

بیوتیکی با هر سه روش و بررسی معیار تعیین الگوی مقاومت آنتی 

بیوتیک درصد برای هر دو آنتی CA  100ها در نهایت  توافق بین روش 

گزارش شد. 

 

 

 
اشریشیا  یباکتر در 123 رودامین رنگ جذب ستوگرامیه؛ ب: SSCو  FSCبراساس پارامترهای  25922 اشریشیا کلیهای زنده . الف: تعیین فراوانی سلول4شکل 

لیتر از میکروگرم بر میلی 16در غلظت  اشریشیا کلیدر باکتری  123؛ ج: هیستوگرام جذب رنگ رودامین مروپنم کیبیوتآنتی از لیترمیلی بر کروگرمیم 1 غلظت در کلی

 بیوتیک پیپرایسلین تازوباکتام.آنتی

 

 بحث 
های عفونی  عامل طیف وسیعی از بیماری  بومانی اسینتوباکتر 

کند. این  ها را درگیر می است اما اغلب مجاری تنفسی، خون و زخم 

ها و نهمین عامل  باکتری، سومین عامل پنومونی از طریق ونتیلاتور 

وجود کاتترهای وریدی   . ( 19) ها است های خونی در بیمارستان عفونت 

مدت در بیمارستان و نگهداری  نی و ادراری، شدت بیماری، ماندن طولا 

ترین فاکتورهای خطر ابتلا  از مهم   های ویژه و جراحی، در بخش مراقبت 

بروز  به دلیل  . )20( هستند  اسینتوباکتر بومانی  های مرتبط با به عفونت 

 pan drugبیوتیکی  و مقاومت وسیع آنتی   ( MDRمقاومت چنددارویی ) 

resistance (PDR) ها با مشکل مواجه  ، اغلب درمان این نوع عفونت

درصد بیماران بستری در  23شود و منجر به مرگ و میر بالغ بر می 

   . ( 21) شود  های ویژه می درصد بیماران تحت مراقبت 43ها و  بیمارستان 

برای  MIC g/mLμ 64ها اغلب سویه در مطالعۀ حاضر 

یوتیک پیپراسیلین ب برای آنتی  g/mLμ 1024بیوتیک مروپنم و آنتی 

های تازوباکتام داشتند که نشان از مقاومت بسیار بالای سویه 

های مورد مطالعه بود که با بیوتیک نسبت به آنتی  اسینتوباکتر بومانی 

نتایج حاصل از روش انتشار در دیسک که مقاومت به آین دو 

درصد  98درصد نشان داد همخوانی داشت.  100بیوتیک را آنتی 

بیوتیکی مقاومت کلاس آنتی  3اسینتوباکتر بومانئی به های سویه 

نتایج این انتخاب شدند.  MDRهای نشان دادند و به عنوان سویه 

و همکاران که اعلام کردند،   Karbasizadeهای مطالعه  مطالعه با یافته 

 )الف(                                                   )ب(                                                   )ج(        
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جدا شده در ایران نسبت به  اسینتوباکتر بومانیهای اکثر سویه 

داروهای خط اول درمان شامل آمینوگلیکوزیدها )جنتامایسین، 

ها )سپیروفلوکساسین( و آمیکاسین( سفتازیدیم، فلوروکینولون 

دهند، مطابقت دارد پنم و مروپنم( مقاومت نشان می ها )ایمیکارباپنم

لی و همکاران نیز مشخص شد به طورک  Ardebiliدر مطالعه  . (22)

بیوتیکی ها حداقل نسبت به سه کلاس آنتی درصد از ایزوله  54

نشان دادند و فراوانی مقاومت نسبت به  MDRمقاومت مقاومت 

درصد 88درصد و سپیروفلوکساسین و سفتازیدیم 64جنتامایسین 

. در ایران، مطالعات (23)باشد که با نتایج این مطالعه مطابقت دارد  می 

 اسینتوباکتر بومانیهای بیوتیکی سویه نشان داده مقاومت آنتی 

روز در حال افزایش است به طوری که در یک مطالعه سیستمیک روزبه 

های مروپنم بیوتیک و همکاران، میزان مقاومت به آنتی   Moradiتوسط  

 51/ 1 و  درصد 64/ 3، 2007- 2001های و ایمی پنم که بین سال 

 2201- 3201های سال  ن ی ب درصد 76/ 5 و درصد  81/ 5 به  بود درصد 

 زان ی م  همکاران  و Ghasemian ۀ مطالع در. (24) است افته ی شی افزا 

 100و    8  بی به ترت   پنمی م ی و ا   ن ی ست ی به کل   اسینتوباکتر بومانیمقاومت  

  به  نسبت  مقاومت  حد از  ش یب  شی افزا . (25)درصد بود 

درصد  100که در این مطالعه نیز ها کارباپنم  مانندهایی ک ی بیوت آنتی 

 با  مرتبط های عفونت  درمان ی برا  ی جد  خطر زنگ گزارش شد، 

 و  انتخاب  آن  ل ی دلا نی تر مهم  از  یکی  که است  یبومانئ  نتوباکتر ی اس 

های های نامناسب جهت درمان عفونت ک ی بیوت آنتی  از  استفاده

 یتوجه   قابل   طور   به   ی کی بیوت آنتی   نامناسبهای  درمان است.    یی ای باکتر 

در مراکز  ماران ی ب  ی های بهداشتت مراقبهای نه ی هز ش یافزا  به  منجر 

ها ک ی بیوت استفاده نامناسب از آنتی  ز ی شود و ن می  یدرمان ی بهداشت 

در مورد کمبود  ی اصل ی ها شده و نگران آن  دی باعث کاهش عمر مف 

های ش ی آزما . (26) کند می  شتر ی را ب دیهای جد ک ی بیوت کشف آنتی 

 به  تواندها می ی باکتر  یک ی بیوت آنتی  تی حساس  نیی تع  قی دق  و ع ی سر 

. دهد  کاهش   را   مرتبط   ی مالهای  نه یهز   و   ر ی م و مرگ   ی توجه   قابل   زان ی م 

 ه ی اول  یتجرب  درمان  کی  ع ی سر  زی تجو  ضرورت  ن،ی ا  بر  علاوه 

میکروبی زمانی که پزشک در انتظار کسب نتایج تست حساسیت ضد 

های بر است که اغلب منجر به درمان های استاندارد زمان با روش 

 شود بسیار اهمیت دارد. نامناسب می 

 رنگ از  استفاده  با  و  ی تومتر ی فلوسا  روش با  ق ی تحق  ن ی ا  در 

 ،( Fc)  رو به جلو یپراکندگ  ی پارامترها قی از طر  123 رودامین

بر  کروگرم ی م  8و  4، 2های غلظت  در  ، (SS)  ی کنار  یپراکندگ 

 بی های کشته شده به ترت سلول  زان ی م  مروپنم  ک ی بیوت آنتی لیتر میلی 

 128،64های غلظت  دردرصد بود.  0/ 59درصد و  1/ 44 ، درصد1/ 96

 زان ی م   تازوباکتام  ن ی ل ی پراس ی پ   ک ی بیوت آنتی لیتر  بر میلی   کروگرمی م   16و  

درصد   5/ 9درصد و  11/ 3  ،درصد 8/13  ب ی شده به ترت های کشته  سلول 

 کی بیوت غلظت هر دو آنتی  شی زنده با افزا  یبود. کاهش تعداد باکتر 

شاهد نشان داد که تعداد  هی سو  ی برا  تومتر ی فلوسا جی مشاهده شد. نتا 

لیتر بر میلی  کروگرم ی م 1های های کشته شده در غلظت ی باکتر 

بر  کروگرم ی م 16ر غلظت درصد است و د 96/ 7مروپنم  ک ی بیوت آنتی 

های کشته شده سلول  زانی م  ن یل ی پراس ی پ  کی بیوت لیتر آنتی میلی 

 .آمد  دست  به ساعت  4 ی ط  تومتر ی فلوسا  ج ی درصد است. نتا96/ 2

جمله  از است  ک ی ل یپوف ی ل  ی ون ی رنگ کات کی که  123 رودامین 

هستند که به عنوان   یسلول   یهای فلورسنت متصل شده به غشا پراب 

استفاده شده   تومتر ی توسط فلوسا  یی سنجش اثرات دارو   ی برا   ی باتی ترک 

بر اساس اختلاف در بار  یی ا یباکتر  ی ها ها درون سلول رنگ  ن ی ا . است 

   . (13،  27)  کندمی  تجمع   یسلول   یدو طرف غشا   ن ی ب 

Mason  و همکاران با استفاده از جذب رنگdye 

bisdibutylbarbituric acid) trimethine oxonol3-1(  و فاکتورFc 

 ن، ی ل ی س ی های آمپ ک ی بیوت توانستند تأثیر آنتی  تومتر ی فلوسا

 ت ی پل   ک ی   از   ساعت  5تا    2را در عرض    پروفلوکساسن ی و س   ن ی س ی جنتام 

 . کنند  ی بررس   ک ی بیوت آنتی   نوع   و   گونه   به   بسته   ییای باکتر   کشت   ی حاو 

 دار ی پافاز  یبه زمان لازم برا  ی زمان بستگ  ن ی ا  گزارش دادند که آنها 

سنجش  یبرا  همکاران  و  Walberg . (14) دارد عی ما  طی مح  در 

 و  تومتر ی فلوسا  از  ای کوباکتر ی ما  مانند  ی باکتر  ک ی بیوت آنتی  ت ی س ا حس 

 ی و نشان دادند زمان  کردنداستفاده    oxonol DiBAC4(3)  رنگ   جذب 

دار نشان  و ی کت یوا با روش راد  سه ی سنجش شد در مقا ن ی که صرف ا 

استفاده   ا یکوباکتر ی رشد ما  ی بررس   یکه برا   ع ی ما   ط ی کردن کربن در مح 

سنجش داشته، کمتر  یها برا ها و هفته به صرف روز  ازی شده و ن می 

 41و  ATCCکنترل  ه ی سو  Gauthier ،6مطالعه  ی ط  . (28)است 

 اورئوس،   لوکوکوس ی استاف و جدا شده از نمونه ادرار شامل    ین ی بال   زوله ی ا 
 پروتئوس ، ه ی پنومون  لا ی کلبس ، نوزا یآئروج  سودوموناس ، ی کل ا ی ش ی اشر 

و  سی ت ی درم یاپ  لوکوکسی استفا  و  سی فکال  انتروکوکوس ، سی ل ی راب ی م 

های قرار گرفتند و با روش   ک ی بیوت آنتی   12تحت تأثیر    کوس ی ت ی ساپروف 

 ی الگو  ی، تومتر ی و فلوسا ی ک ی بیوت آنتی  ت ی حساس  ی الگو  ن یی تع  ج ی را 

های به دست آمده در روش   ج ی شد. نتا  نیی آنها تع   ک ی بیوت مقاومت آنتی 

درصد 93/ 9 یتومتر ی براث و فلوسا  لوشن ی کرودای م  سک،ی انتشار در د 

ها پس ل درصد سلو   98بیش از  در تحقیق حاضر  .  (16)  مطابقت داشت

های مورد مطالعه مروپنم و پیپراسیلین تازوباکتام زنده از تأثیر غلظت 

های بیوتیک نسبت به آنتی   اسینتوباکتر بومانی جدایه    10ماندند و همه  

مروپنم و پیپراسیلین تازوباکتام با روش فلوسایتومتری مقاومت نشان 

بیوتیکی با هر سه روش انتشار نتایج تعیین الگوی مقاومت آنتی دادند.  
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در دیسک، میکرودایلوشن براث و فلوسایتومتری و بررسی معیار توافق 

 ، نتایج مطابقت دارد. 100ها نشان داد که  بین روش 

 Soejima مونو  ومیدیات ماریت بیاز ترک ندتوانست  همکاران و

 ی به عنوان روش FCM( با ethidium monoazide (EMA)) دیآز

 ا یستریل یباکتر دهیدبیسآهای زنده و سلول  نیب زیتما یبرا عیسر

 اریبس  ،روش  نیاستفاده کند. ا  کی بیوتآنتیتأثیر    تحت  نتوژنزیمونوسا

به صرف زمان  ازیدر دسترس که ن جیهای راروش  ریتر از ساع یسر

 یط (. 29)انجام مراحل مختلف کشت دارد انجام شد  یبرا یطولان

 ینیهای بالزولهیا تیحساس، همکاران و Ruf -Saintمطالعه

را با  نوزایو سودوموناس ائروژ یکل ایشیاشر یهای گرم منفیباکتر

و  دهایکوزینوگلیها، آمهای بتالاکتامک یبیوتسه کلاس از آنتی 

. آنها علاوه بر فلوروکروم الکسا فلور کردند یها بررسنولون یفلوروک

 نیاستفاده کردند. ا PRO®-TO-3از  ،AFH ای 633 دیدرازیه

متصل  DNAها شده و به سلول  دهیدبیآس یها وارد غشاهارنگ

اثبات  یبرا یروش یتومتریشوند. در آن مطالعه روش فلوسامی

مناسب  کیبیوتآنتی  تیو قابل اعتماد حساس عیسر صیتشخ

 با  راها  یباکتر  واکنش،  همکاران  و   Huang.  (30)داده شد    صیتشخ

 تومتر یفلوسا توسط کیبیوتآنتی مقابل در گرفتن قرار معرض در

و سودوموناس  یکل ای)اشرش حساس هیسو دو. کردند یبررس

 ا یشیاشر ینیبال زولهیا)یی چنددارو مقاوم هیسو کی و( نوزایائروژ

های کیبیوتآمیزی شدند و با آنتیرنگ  IR786( با رنگ یکل

وارد شده در محدوده  راتییتغ ییشناسا یبرا کیواستاتیباکتر

به  کیبیوتاز آنتی یناش بیشدند. آس یبررس یحداقل غلظت مهار

 ق یاز طر ونیساعت انکوباس 1بعد از  یتومتریسا انیجر لهیوس

 یکنار یپراکندگ ،( Forward Scatter)(Fc) رو به جلو یپراکندگ

(SS)(Side Scatter  ) شد. اختلاف  دهیهای فلورسنس دکانال و

 با مارنشدهیت یاز باکتر کیتومتریسا انیاطلاعات جر نیب یآشکار

مشاهده شده  کیبیوتشده با آنتیماریتهای یو باکتر کیبیوتآنتی

  ی توانستند الگو   2018و همکاران مجدداً در سال    Huang.  (31)بود  

جداشده از   ییهای مقاوم چندگانه داروپاتوژن   یکیوتیبیمقاومت آنت

 نتوباکتر یاس و هیپنومون لایکلبس، یکل ایشیاشرخون مانند 

 روش  با  مارانیخون ب  هیساعت از کشت اول  8  یرا ط  سیالینوسوکوم

 ر یچشمگ کاهش باکه  دگزارش دادن و کنند نییتع یتومتریفلوسا

 توانمی یکیبیوتآنتی مقاومت یالگو نییتع و صیتشخ زمان در

 و  دیبخش بهبود یریچشمگ طور به را مارانیب یدرمان معالجه جینتا

 .(32) داد کاهش را یکیبیوتآنتی مقاومت زانیم

تواند های بالایی ندارد، و سایتومتر می ی هزینه تومتر ی فلوسا

 مبسیاری از مراحل پیپت کردن و شستشو را به صورت اتوماتیک انجا 

 مراحل  تی حساس  تستهای روند  یط کارکنان کهی درحال . دهد 

 نی ا   ،گر ید   یسو   از .  برندمی   کار به  روش  ی ساز ماده آ  جهت  را   یمختلف 

 و کمتر تلاش باها ی باکتر  از  یاد یز  تعداد از یمتفاوت  اطلاعات روش 

های ت ی جمع   است   قادر  ی تومتر ی فلوسا   .آوردمی   دسته  ب   ی کمتر   زمان 

 را  ی کروب ی م   تنوع   و   کند   ز ی نال آ   را   ون ی سوسپانس   ک ی   در   ی کروب ی م   متنوع 

 MICکشت و  ه ی های بر پااست که با روش  یدر حال  نی . ا دهد نشان 

. کوتاه ستند ی ن  ز ی در کشت قابل تما  یکروب ی های مختلف م ت ی جمع 

در  ی بستر  مارانی ب  ژهی به و  ماران ی ب  وگرامی ب ی نت آ  جیکردن زمان نتا 

 ت ی های سنجش حساس کوتاه کردن زمان روش  با ژهی های و بخش 

رو به   ی ر ی دارد و مس   ی ا ژه ی و   ت ی اهم   مارانی جهت بهبود ب   کی بیوت آنتی 

 .آورد به وجود می   ماران ی ب   نی موقع ا و درمان به   شتر ی تأثیر ب   ی جلو برا 

 گیری  نتیجه
با روش فلوسایتومتری   بیوتیکی الگوی مقاومت آنتی  تعیین نتایج 

ساعت پس از تهیه سوسپانسیون میکروبی حاصل کشت   4 تنها ، 

های باکتریایی به دست آمد و نشان داد که بیش از  روزی کلنی شبانه 

های مختلف  های باکتریایی پس از تأثیر در غلظت درصد از سلول 98

مانند؛ این،  های مروپنم و پیپراسیلین همچنان زنده باقی می بیوتیک آنتی 

برای تعیین الگوی    MICحاصل از روش انتشار در دیسک و روش    با نتایج 

خوانی داشت. این  هم   اسینتوباکتر بومانی های  بیوتیکی ایزوله مقاومت آنتی 

امر، اهمیت استفاده از فلوسایتومتر را به عنوان روشی سریع و حساس  

های باکتریایی نشان  بیوتیکی ایزوله جهت تعیین الگوی مقاومت آنتی 

به عنوان یک رنگ کاتیونی برای بررسی   123دهد. رنگ رودامین می 

ا این حال،  بیوتیکی با روش فلوسایتومتر استفاده شد. ب حساسیت آنتی 

ها مانند جنتامیسین که در این مطالعه  بیوتیک لزوم استفاده از سایر آنتی 

مقاومت کمتری نسبت به مروپنم و پیپراسیلین تازوباکتام نشان داده و  

های باکتریایی بیشتر به  بیوتیکی تعداد سویه تعیین الگوی مقاومت آنتی 

ود. از طرفی، زمان  ش روش فلوسایتومتری در مطالعات آینده پیشنهاد می 

ها پس از تعیین منحنی رشد لگاریتمی باکتری  گذاری جدایه گرمخانه 

امروزه فلوسایتومتری  مورد مطالعه امری است که باید به آن توجه شود. 

فقط مطلوب است بلکه ممکن است  برای تحقیقات و بیوتکنولوژی نه 

ی باز کند و در  های میکروبیولوژی بالین زودی راه خود را به آزمایشگاه به 

 تری از مطالعات میکروبیولوژی به کار گرفته شود. طیف وسیع 

 سپاسگزاری 
 آزمایشگاه  کارشناس  حسینی  امید  آقای  جناب  از  لهیوسنیبد

 این اجرای در را ما که بهشتی شهید دانشگاه تحقیقاتی جامع

 .شودیم تشکر و تقدیر کردند، یاری پژوهش
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