
Original Article  | Iran J Med Microbiol. 2020; 14(6): 566-583 

Year 14, Issue 6 (November & December 2020)                       Iranian Journal of Medical Microbiology 

Iranian Journal of Medical Microbiology | ISSN:2345-4342 
 

Phonotypic Investigation of Biofilm Formation and Determination of 
Presence of bap and blaOXA-51 Genes in Acinetobacter baumannii From Clinical 

Specimens in Tehran 
 

Vahid Rouhi1, Roya Safarkar1*, Sanaz Habibi2 
 

1. Department of biology, Islamic Azad University, Ardabil Branch, Ardabil, Iran 
2. Department of biology, Islamic Azad University, Guilan Branch, Guilan, Iran 

 
 
            10.30699/ijmm.14.6.566 
 

 ABSTRACT 
 

 Background:  Acinetobacter baumannii is a non-fermentative gram-negative coccobacill that has high level of resistance to 
antimicrobial agents. Biofilm formation is an important feature of most clinical isolates of Acinetobacter spp, this led to 
higher resistance to antibiotics. The current study aimed to assess the ability of biofilm production and to determine the 
frequency of bap gene in clinical isolates of Acinetobacter baumannii. 

 Materials & Methods:   This descriptive cross-sectional study was performed on 165 strains collected from hospitals of Tehran 
in 2019 and confirmatory tests were performed to identify the bacteria.  The antibiotic resistance pattern of the isolates was 
determined by disk diffusion method against 10 antibiotics and also the ability of biofilm production was evaluated by microtiter 
plate method (MPT) and tube method (TM). Subsequently Molecular assays of blaOXA-51 and bap genes identification and its 
frequency were investigated. 

Results:   In this study, among 165 isolates examined, 73 isolates were confirmed as A . baumannii. Among 73 strains studied 
the most antibiotic resistance was imipenem (94.52%). blaOXA-51 and bap genes were detected in 100% and 53.42% of isolates. 
Also, 8 isolates (10.95%) by MTP and 7 isolates (9.58%) by the TM method were able to form strong biofilm. 

Conclusion:   The results obtained showed that in consistent with other researches, biofilm formation in A. baumannii 
isolates was associated with present of bap gene. 
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Introduction
Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen 

that causes a wide range of infections including pneumonia, 
bacteremia, urinary tract infection, wound infection, and 
meningitis (1). A . baumannii has the ability to survive in the 
hospital environment and resist against various antibiotics, 
which causes a high prevalence of nosocomial infections (2). 

The ability to form biofilm on medical equipment and 
devices is a significant agent in the pathogen of this 
bacterium (3). Many factors such as outer membrane 
protein A (OmpA), biofilm-related protein (Bap), beta-
lactamase PER-1, etc. are involved in the formation of 
biofilm (4). Some of surface proteins like ompA, blaPER-1, 
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and Bap in addition to being involved in biofilm 
formation, are also involved in bacterial binding to 
human epithelial cells and non-living surfaces (5). 
Biofilm is a complex association of microbial colonies 
that lead to the formation of a cellular matrix, which is 
formed of a protective layer of polysaccharides (6). 
The sticky cell in the biofilm is located within an 
extracellular matrix, which is containing extracellular 
polymeric materials (EPS). Microbial cells are the main 
parts of biofilm that produce EPS, which include 50 to 
90% of the total organic carbon in biofilm (7). So, 
biofilm formation is the main agent in bacterial 
survival and resistance (8). The bap gene is one of the 
most important biofilm producing and amplifying 
genes in A. baumannii. This protein with high 
molecular weight is located on the outer surface of the 
bacteria and contains a central nucleus including the 
successive repeats of similar sequences (9, 5). 

There are various methods to evaluate the ability of 
biofilm formation by A. baumannii, which include the Agar 
Congo Red, Tube method, and Microtiter plate quantitative 
method that is the gold standard method for biofilm 
production (10). Molecular methods such as PCR have 
recently been applied to investigate and identify the genetic 
factors in biofilm formation. A . baumannii by expressing the 
bap gene decreases permeability and thereby causing 
resistance to a variety of bacteria, also causes high stability 
of the pathogen by creating high adhesion to biotic and 
abiotic surfaces (11). 

The increasing prevalence of antibiotic-resistant isolates 
of A . baumannii producing biofilm in recent years in 
different geographical areas has led to failure in the 
treatment process. Considering the high prevalence of 
nosocomial infections caused by A . baumannii and also the 
spread of factors that increase resistance, the aim of this 
study was to investigate the frequency of bap and blaOXA-51 

genes in A . baumannii isolates, which isolated from 
nosocomial infections in Tehran. 

 

Materials and Methods 
Collection and identification of bacterial isolates 

In this descriptive cross-sectional study, after 
approval in the ethics committee with the code 
IR.ARUMS.REC.1398.024, from May to November 2019, 
165 isolates from blood, urine, trachea, sputum, pus, 
and wounds of hospitalized patients in different 
hospitals of Tehran were collected with 95% confidence 
level and 5% error rate. 

Each isolate was cultured on McConkey agar and 
blood agar in the laboratory and was incubated for 24 
hours at 37°C. Next, the presence of Gram-negative 
coccobacilli of Acinetobacter was confirmed 
microscopic direct Gram stain test. In order to detect 
the different species of Acinetobacter, IMVIC, catalase 

and oxidase, SIM, VP, OF, TSI, urease and the growth 
was carried out at 37 and 42°C. The isolates with the 
reaction of lactose-negative, immobile, oxidase-
negative, catalase-positive, indole-negative, pigment-
negative, urease-negative, citrate-positive, H2S-
negative, and VP-negative were isolated as A. 
baumannii. Furthermore, the blaOXA-51 gene which is 
intrinsic to A. baumannii for final confirmation of the 
isolates in all isolates was detected. 

Phenotypic antibiotic susceptibility test 

Determination of antibiotic susceptibility of the 
collected isolates was done by the disk diffusion method 
using antibiotic discs made by the company (Padtanteb, 
Iran) on Muller Hinton agar (Merck, Germany) and 
according to CLSI 2019 instructions (12). Tested 
antibiotics include: tobramycin (10 micrograms), 
cefepime (30 micrograms), imipenem (10 micrograms), 
meropenem (10 micrograms), amikacin (30 micrograms), 
gentamicin (10 micrograms), ciprofloxacin (5 
micrograms), Were cefotaxime (30 μg) and ceftazidime 
(30 μg). In this method, a bacterial suspension with 
turbidity equivalent to a half McFarland was inoculated 
on the Muller-Hinton Agar medium in three directions. 
The cultured plates were kept at laboratory temperature 
for 20 minutes to remove excess moisture in the culture 
medium. Then, after placing the discs on the culture 
medium and incubating for 24 h at 37°C, the diameter of 
the growth inhibition zone for each antibiotic was 
recorded as sensitive, semi-sensitive and resistant 
according to the relevant instructions. 

Genotypic evaluation of the presence of blaOXA-51 

and bap genes 

DNA extraction 

To extract DNA, one to three colonies of bacterial 
isolates were boiled in 100 μL sterile water for 15 
minutes and then placed in a bowl of ice for 15 minutes 
to induce a cold shock. Finally, it was centrifuged at 
11,000 rpm for 2 minutes (13). After extraction, the 
DNA samples were kept at -20°C until doing PCR. 
Determining the Quantity of DNA extracted by 
nanodrop device (Thermo-2000c) was investigated . 

Polymerase chain reaction (PCR) 

The Polymerase chain reaction was used to 
investigate the presence of blaOXA-51 and bap genes . To 
achieve this, oligonucleotide sequences of specific 
primers for these genes were used (14), which is shown 
in Table 1. In this study, a reaction mixture (Master mix_ 
CinnaGen) was used which included 1 μL of each primer 
(CinnaGen), 13 μL of the reaction mixture, 8 μL of 
double distilled water and 1 μL of DNA template were 
added and the final volume of the compounds was 
increased to 25 μL. And the mixture was placed in a 
thermocycler device (BIOER_Model: TC-XP-G). The 
program process of PCR cycles of blaOXA-51 gene was as 
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follows: primary degeneration for 5 minutes at 95°C 
and then 30 thermal cycles, including degeneration for 
45 seconds at 94°C, binding of primer to DNA template 
for 45 seconds at 55°C, template strand elongation for 
60 seconds at 72°C and final elongation temperature for 
10 minutes at 72°C . The bap gene was replicated 
corresponding to the blaOXA-51 gene, but at 1.45 seconds 
to elongate template strand. 

Electrophoresis of PCR products was adjusted by 1.5% 
gel containing 1% DNA safe stain (CinnaGen) at 120 volts 
for 45 minutes and after this time the bands were 
photographed by transilluminator gel (E-BOX_VX5).  A. 
baumannii ATCC 19606 and a microtube containing 
reaction materials without the DNA template were 
applied as positive and negative controls, respectively.

 

Table 1. Characteristics of primers used in the study 

Source Size(bp) Primer sequence Primer 

(14) 350 F:5′-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3′ 
R:5′- TGGATTGCACTTCATCTTGG-3′ blaOXA-51 

(14) 1449 F:5′- ATGCCTGAGATACAAATTAT-3′ 
R:5′- GTCAATCGTAAAGGTAACG-3′ bap 

 

Phenotypic Investigation of Biofilm Production in 
A. baumannii Isolates 

To investigate the biofilm formation ability of the strains, 
the tubular qualitative (TM) plate method and the 
quantitative tissue culture (TCP) method were applied. 

Phenotypic Evaluation of biofilm production by 
microtiter plate method 

A bacterial suspension equivalent to 0.5 McFarland 
was prepared in a nutrient broth medium and 200 μL 
was poured into each well. The microtiter plates were 
heated for 24 h at 37°C. After the heating period, the 
contents of each well were aspirated and the wells 

were washed 5 times with sterile phosphate-buffered 
saline to remove all planktonic cells. After the wells 
were dried, 200 μL of 2% crystal violet was added to 
the wells and after 5 minutes, the wells were aspirated 
and washed with water. After the wells dried, 160 μL 
of acetic acid was added to bleach into the wells.  

Finally, it was read by an ELISA plate reader at 650 
nm. Then, according to Table 2, optical density (OD) of 
the isolates was compared to control optical 
absorption and reported as strong, medium, weak, 
and negative biofilm (15). Pseudomonas aeruginosa 
PA01 was used as a positive control in biofilm 
formation tests.

 

Table 2. Classification of the amount of the optical density ability to determine the biofilm formation 

Lack of biofilm formation OD ≤ OD (c) 

Weak biofilm OD (c) < OD ≤ 2 × OD (c) 

Moderate biofilm 2 × OD (c) < OD ≤ 4 × OD (c) 

Strong biofilm 4 × OD (c) < OD 

 

Phenotypic Evaluation of Tubular Biofilm Production 

First, 5 mL of the nutrient broth medium was 
transferred to sterile test tubes, and then 0.1 mL of 
microbial suspension was added to the tubes and 
heated at 37°C for 24 hours. After heating, the 
contents of each tube were aspirated and each tube 
was washed 5 times with phosphate-buffered saline. 
After drying, 10 mL of 2% crystal violet solution was 
added to each tube and after 5 minutes, the dye of 
crystal violet was removed and the tubes were 
washed and extracted with 33% acetic acid. Biofilm 
formation was analyzed qualitatively using this 
method. The intensity of the color remaining on the 
tube wall illustrates the formation of biofilm (16). 
Pseudomonas aeruginosa PA01 was used as a positive 
control in analyzing biofilm formation tests. 

Statistical Analysis 

Data were analyzed using SPSS software version 22 
(SPSS Inc., Chicago, IL., USA) and t-test at a 95% 
confidence interval (P<0.05). And the Statistical 
correlation between biofilm formation ability in A. 
baumannii isolates was determined by the presence of 
bap, blaOXA-51 genes, and the antibiotic resistance 
pattern of the isolates. 

 

Results 
The characteristics of the isolates according to the 

type of sample and the patient’s sex are presented in 
Table 3. 
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Table 3. Characteristic regarding the number and percentage of the sample distribution and sex of patients among A. baumannii isolates 

Sample 
isolation place Number of isolates 

divided from 
patients 

Number of Acinetobacter 
baumannii isolates 

Female Male 

 Number Percentage Number Percentage 

Blood 33 30 18  %60 12  %40 

Sputum 45 16 11  %68.75 5  %31.25 

Urine 38 15 6  %40 9  %60 

Trachea 5 1 1  %100 0 0 

Wounds 19 7 5  %71.42 2  %28.57 

Pus 25 4 3  %75 1  %25 

 

Phenotypic Evaluation of Antibiotic Resistance Pattern 

Phenotypic evaluation of the antibiotic resistance 
patterns among A. baumannii strains indicated that 
the highest resistance was related to ceftazidime 

(93.15%) and imipenem (94.52%) and the lowest 
resistance was related to amikacin (47.94%). The 
antibiotic resistance  pattern of A. baumannii isolate is 
given in Table 4. 

 

Table 4. Antibiotic susceptibility pattern of A. baumannii isolates 

Antibiotics 
 

Drug 
concentration 

Number of sensitive 
strains 

Number of 
intermediate strains 

Number of resistant 
strains 

Frequency 
(percentage) Frequency (percentage) Frequency (percentage) 

Tobramycin 10μg 17(23.28) 4(5.84) 52(71.23) 

Cefepime 30μg 10(13.7) 0(0) 63(86/30) 

Imipenem 10μg 2(2.73) 2(2.73) 69(94/52) 

Meropenem 10μg 6(8.21) 0(0) 67(91/78) 

Amikacin 30μg 24(32.88) 14(19.17) 35(47/95) 

Gentamicin 30μg 11(15.06) 3(4.10) 59(80.82) 

Ciprofloxacin 5μg 8(10.96) 19(26.02) 46(63.01) 

Cefotaxime 30μg 5(6.84) 3(4.10) 65(89.04) 

Ceftazidime 
 30μg 3(4/10) 2(2.73) 68(93.15) 

 

Polymerase Chain Reaction Test Results for blaOXA-51 

and bap Genes 

The results of the polymerase chain reaction 
showed that the abundance of the blaOXA-51 gene was 
traced in all 73 (100%) A   . baumannii isolates. Also, the 
frequency of the bap gene was 39 isolates (53.42%). 
Correlation between the presence of bap genes and 
the ability to produce biofilm  showed that from 73 
studied isolates, 8 isolates with multiple drug 
resistance were able to form strong biofilm. Overall, 
the PCR results were consistent with the  both TM and 
TCP methods. Four isolates of the blood samples by 
the PCR method had the bap gene, but they were 

reported negative in phenotypic biofilm methods. The 
correlation of them was investigated using SPSS 22 
statistical software and t-test, and the ability to form 
biofilm in resistant isolates was significantly higher 
than the sensitive isolates (P<0.05). 

Assessment of Biofilm Formation Through the 
Tubular Method 

The results of tubular biofilm production 
depicted that from the 73 studied isolates in this 
study, 38 isolates (52.05%) were negative, 6 isolates 
(8.21%) were weak, 22 isolates (30.13%) were 
moderate, and 7 isolates (9.58%) were classified as 
strong biofilm producer. 
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Evaluation of Biofilm Formation using a Microtiter 
Plate Test Method 

The study results of microtiter plate production biofilm 
indicated that from 73 A. baumannii isolates, 35 isolates 

(47.94%) were negative, 5 isolates (6.84%) were weak, 25 
isolates (34.24%) were medium and 8 isolates (10.95%) 
were classified as strong biofilm producer. The results of 
both tubular and microtiter plate methods are given 
comparatively in Chart 1 and 2.

 

 
 

 

Amount of Biofilm Production in Plate Microtiter 
Method Based on Drug Resistance 

The comparison rate of biofilm formation in the 
studied strains was done by a quantitative microtiter 

plate method with the rate of resistance and 
susceptibility of antibiotic (Figure 3). The results 
demonstrated that the rate of biofilm formation in 
antibiotic resistant strains is higher than antibiotic 
susceptible strains.

52.05%

30.13%

9.58%

8.21%

Negative Modrate Strong Weak

47.94%

34.24%

10.95%

6.84%

Negative Modrate strong weak

Figure 1. Electrophoresis of PCR products to search for blaOXA-5  
gene . 

From the left side, the wells include negative control (C-), Ladder  
and positive control (C +), (A. baumannii ATCC 19606) , respectively  
The wells 1 to 6 are blood isolates, 7 is pus isolate, wells 8, 9, 10 are 
urine isolates, and wells are 11, 12 sputum isolates . 

 

Figure 2. Electrophoresis of PCR products to search for the 
bap gene. The wells from the right side include the negative 
control (C-), Ladder and positive control (C +) (A. baumanni  
ATCC 19606) and the isolates (wells 1 to 5 include blood 
isolates), respectively. 

 

Chart 1. The rate of biofilm formation by a tubular method Chart 2. Biofilm formation by microtiter plate method 



Vahid Rouhi et al. 571 

Year 14, Issue 6 (November & December 2020)                       Iranian Journal of Medical Microbiology 

 
Figure 3. Comparison of drug resistance and drug sensitivity with the rate of biofilm production based on the microtiter plate method 

 

Table 5. Comparison of biofilm formation results in phenotypic and molecular methods 

Sample 
isolation place 

Number of biofilm formation (percentage) Presence of bap gene in 
isolated strains 

(percentage) Tubular Microtitr plate 

bap + - + - 

Blood 11(36.66) 19(63.66) 12(40) 18(60) 12(%40) 

Sputum 10(62.5) 6(37.5) 9(56.25) 7(43.75) 10(%62.5) 

Urine 8(53.33) 7(46.66) 9(60) 6(40) 9(%60) 

Trachea 0(0) 1(100) 0(0) 1(100) 0(0) 

Wounds 4(57/14) 3(42.85) 5(71.42) 2(28.57) 5(%71.42) 

Pus 2(50) 2(50) 3(75) 1(25) 3(%75) 

Total 35(47.94) 38(52.05) 38(52.5) 35(47.94) 39(%53.42) 

 

       
Figure 4. Investigation of biofilm formation by tubular and microtiter plate method 

[A]: Biofilm formation in wells. [B]: Biofilm formation in tubes wall 
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Discussion 
Due to the increasing drug resistance to different 

antibiotics during recent years, we are witness to the 
isolates of A. baumannii with multiple drug resistance 
pattern (MDR) that are reported from around the 
world (17). Increasing resistance to antimicrobial 
agents and limited treatment options are serious 
problems in medical centers, especially in the 
intensive care unit (ICU), which affects the health and 
economy of the country (18). The ability to attach and 
form biofilm on mucus and medical devices is one of 
the main factors of virulence and drug resistance in 
Acinetobacter species.  Bacterial biofilm causes the 
bacterium resistant to factors such as the presence of 
antibiotics, host immune response, phagocytic agents, 
and environmental stress (11). 

The study of the biofilm formation ability and the 
detection of genes involved in various Acinetobacter 
isolates can help a better understanding of the process 
of biofilm formation.  Consequently, one of the 
important purposes of this study was to investigate the 
rate of biofilm formation in the antibiotic-resistant 
clinical A. baumannii strains.  The present study 
revealed that most isolates of A. baumannii have a 
multiple drug resistance pattern. The highest resistance 
to imipenem (94.52%) and the lowest resistance to 
amikacin (47.95%) were evaluated. 

The presence of A. baumannii isolates with multiple 
drug resistance patterns has been reported in other 
studies in Iran. In the study of Hatami et al. in 2018, 
84% of A. baumannii isolates represented multiple 
drug resistance (19). In a study that conducted by 
Goodarzi and colleagues in 2013, resistance to 
ceftazidime and meropenem was 99% and to 
imipenem was 91.5% (20), and in the study of Kooti et 
al. in 2015, resistance to ceftazidime and meropenem 
was 99.5% and to imipenem was 98.5% (1). Also, in the 
study of Maraki et al. conducted in Greece in 2015, the 
rate of resistance to cefotaxime and gentamicin was 
reported 96.2% and 91.5%, respectively (21), all of 
them indicate a very high resistance of this bacterium 
to a wide range of different antibiotics. In general, the 
rate of antibiotic resistance is higher in Asian and 
European countries than in the United States and Latin 
America, and this rate of resistance in Iran is very 
alarming (22). Many studies demonstrate the survival 
power of A. baumannii in harsh environmental 
conditions and very high resistance to various 
antibiotics caused by biofilm formation (23). The bap 
gene is one of the most important generating and 
amplifying genes of biofilm in A. baumannii. This 
protein with high molecular weight is located on the 
outer surface of bacteria and includes a central core 
consisting of sequential repeats of similar sequences 
(9). In recent years, many researchers have studied 
the relationship between A. baumannii antibiotic 

resistance and involved genes in the biofilm 
production of this bacterium. Lihao Ki and colleagues 
conducted a study in 2016 on the association between 
antibiotic resistance, biofilm formation, and biofilm 
specific resistance in A. baumannii. In their study, the 
association between antibiotic resistance, biofilm 
formation, and biofilm specific resistance in clinical 
isolates of A.baumannii was assessed (24).  

In a study by Ji Yong Song et al. in 2016, from 92 
isolates of multidrug-resistant A. baumannii, all strains 
contained the bap gene (25). Also, in similar studies 
conducted in Australia and the United States in 2013 
and 2015, the abundance of this gene was reported 
92% and 84%, respectively (26,27). The frequency of 
the bap gene in the present study was 53.42%, which 
despite the mismatch between the prevalence of this 
gene in the studies outside of Iran with the present 
study, can be due to the different geographical 
conditions, number, or variety of samples. In the 
current study also, all A. baumannii isolates contained 
the blaOXA-51 gene. In studies conducted by Amani et al. in 
2018 and Hedayati et al. in 2019, they also reported a 
100% abundance of blaOXA-51 . Due to the existence of this 
gene in all isolates of A. baumannii, tracking of the gene 
is the quickest way to detect this bacterium (28, 29).   

In order to evaluation of biofilm formation ability, 
the plate microtiter method was used. Additionally, 
the microtiter plate method detects the biofilm 
formation ability of isolates; it can measure the rate of 
biofilm formation quantitatively. In the current study 
by this method, 52.6% of the isolates formed biofilm 
and 47.94% of them were negative in biofilm 
formation. These results were similar to the findings 
of El Khair et al. In their study in 2015, 51.3% of the 
isolates were biofilm positive and 48.7% of the isolates 
were biofilm negative (30).  The second was the 
tubular method, which used to evaluate the biofilm 
formation ability of A. baumannii. This method was 
able to identify biofilm in 47.95% of isolates also, 
52.05% of the isolates were negative in biofilm 
formation, which was slightly different from the 
obtained results from the plate microtiter test. In this 
study, all isolates producing strong and moderate 
biofilm generally were contained bap gene. 
Considering the low frequency of the ability to form 
strong biofilm in the studied isolates, it is probable 
that other reasons such as changes in penicillin-
binding proteins, decreased membrane permeability, 
production of antibiotic hydrolyzing enzymes, or 
expression of efflux pumps cause this amount of 
resistance. 

Research Limitations: The lack of collaboration of 
the referral patients in completing the questionnaires 
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and the probability of using antibiotics by the patient 
were the limitations of this study. 

Conclusion 
In the present study, the resistance rate of isolates 

was evaluated by a disk diffusion method and the 
correlation between resistant isolates with biofilm 
formation was compared, which indicating the 
formation of biofilm by most resistant isolates. Also, 
the frequency of the bap gene had a 
maximum consistent with the number of isolates 
forming biofilm. However, the bap gene is not the only 
gene involved in biofilm formation, but it can be said 
that it has a significant role in the formation of biofilm 
by this bacterium. 
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 ضد میکروبی  ترکیبات  به  بالایی  مقاومت  غیرتخمیری است که، کوکوباسیل گرم منفی  اسینتوباکتربومانیزمینه و اهداف:  

  به   بالا  مقاومت  به  منجر  که  است   اسینتوباکترهای    گونه  از  بسیاری  مهم  های  ویژگی  از   یکی  بیوفیلم  تشکیل.  دهد  می  نشان

  ی هاجدایه   در    OXAbla-51 و  bap  ژن  یفراوان  توانایی تشکیل بیوفیلم و تعیین  حاضر با هدف بررسی  شود. مطالعهمی   هابیوتیک آنتی

 .است یبومان نتوباکتریاس ینیبال

  ایزوله از بیمارستان های شهر تهران جمع آوری   165، تعداد  98مقطعی در سال    - در این مطالعه توصیفی  مواد و روش کار:

 دیسک  انتشار روش ها باایزوله بیوتیکی آنتی الگوی مقاومت بررسی  .انجام  شد  یباکتر  ییبه منظور شناسا  یدیی تا  شاتیوآزما

لولهآنتی  10مقابل در بیوفیلم به روش میکروتیترپلیت و  تولید  توانایی  با روش  .بررسی شدای  بیوتیک و همچنین  های سپس 

 شناسایی شدند و میزان فراوانی آن ها بررسی گردید. bapوOXAbla-51 های مولکولی، ژن

ایزوله    73تایید شد. از بین    اسینتوباکتربومانیایزوله به عنوان    73ایزوله بررسی شده    165در این مطالعه از بین   :هایافته

درصد  53/ 42و 100در به ترتیب  bapو   OXAbla-51 های درصد( بود. ژن94/ 52پنم )بیشترین مقاومت دارویی متعلق به ایمی

شدندایزوله ردیابی  ایزوله10/ 95)  8میکروتیترپلیت   روش از استفاده  با همچنین.  ها  ای لوله روش از استفاده  با و  درصد( 

 .داشتند را بیوفیلم قوی تشکیل توانایی ، هادرصد( ایزوله9/ 58)7

 حضور با بومانی اسینتوباکتر ایزوله در بیوفیلم  ،تشکیلدیگر  مطالعات  با  مطابق که  داد نشان  آمده  دست  به  نتایج   : گیری نتیجه 

 .است   همراه    bap  ژن 
 

 bap بیوفیلم،  ،بومانی باکتر اسینتو :هاواژه  کلید
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 مه مقد     

  طیف   باعث   که   است   طلب   فرصت   پاتوژن   یک   بومانی   اسینتوباکتر 

  ادراری،   عفونت   باکتریمی،   الریه، ذات   جمله   از   ها عفونت   از   ای گسترده 

  زنده   توانایی   بومانی   اسینتوباکتر .  (1)است    مننژیت   و   زخم   عفونت 

  های بیوتیک آنتی   برابر   در   مقاومت   و   بیمارستانی   محیط   در   ماندن 

است    را دارد، و این  امر موجب شیوع بالای عفونت بیمارستانی   مختلف 

  عامل   پزشکی   وسایل   و   تجهیزات   روی   بیوفیلم   تشکیل   توانایی   . (2)

  پروتئین   جمله   از   زیادی   عوامل   . (3)   است   باکتری   این   زایی بیماری   مهم 

- بتا   ، ( Bap)   بیوفیلم   با   مرتبط   پروتئین   ،   A  (OmpA) خارجی   غشای 

  برخی .  ( 4)هستند    دخیل   ها بیوفیلم   تشکیل   در   ... و   PER-1  کتاماز لا 

  اینکه   بر   علاوه   Bap  و   ompA  ،  blaPER-1  مانند   سطحی   های پروتئین 

  اپیتلیال   های سلول   به   باکتری   اتصال   در   دارند،   نقش   بیوفیلم   تشکیل   در 

  پیچیده   تجمع   ها بیوفیلم   . (5)  دارند   نقش   نیز   زنده   غیر   سطوح   و   انسانی 

  ماتریکس   یک   تشکیل   به   منجر   که   باشند   می   میکروبی   های کلنی   از   ای 

  شده   تشکیل   ساکاریدی   پلی   محافظ   لایه   یک   از   که   شوند   می   سلولی 

  خارج   ماتریکس   یک   درون   بیوفیلم   در   چسبنده   سلول   . (6)است  

.  است (  EPS)   سلولی   خارج   پلیمری   مواد   حاوی   که   دارد   قرار   سلولی 

  تولید  EPS  که  هستند  هابیوفیلم  اصلی  اجزای  میکروبی  هایسلول 

  در  موجود  آلی  کربن  کل  درصد90تا  50  شامل   که  کنند   می

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
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  بقا  در  دخیل  اصلی   عامل  بیوفیلم  تشکیل  لذا.  (7)است    هابیوفیلم

  های ژن  ترینمهم جمله ازbap  ژن .(8)است  باکتریایی  مقاومت و

.  است  بومانی  اسینتوباکتر  در  بیوفیلم  ی  کننده  تقویت  و  ایجادکننده

  قرار  هاباکتری  خارجی  سطح  در   بالا  مولکولی  وزن  با  پروتئین  این

  توالی   از  متوالی  تکرارهای  از  متشکل  مرکزی  هسته  شامل  و  دارد

 توانایی  بررسی  برای  مختلفی  هایروش  .(9،5)است    مشابه  های

  شامل  که  دارد  وجود  بومانی   اسینتوباکتر  توسط  بیوفیلم  تشکیل

) ای  لوله  کیفی   ،(Agar  Congo Red)  پلیت  آگار  کنگورد  هایروش

Tube method  )پلیت  میکروتیتر  کمیّ  روش  و  (Micro titer 

plates  )(10)است    بیوفیلم  تولید  برای  طلایی   استاندارد  روش  که  .

  تشکیل   در  دخیل  ژنتیکی  عوامل  شناخت  و  بررسی  برای  تازگی  به

 .است  شده  استفاده  PCR  مانند  مولکولی  هایروش  از  بیوفیلم

  در   و  نفوذپذیری کاهش  موجب   bapژن  بیان  با بومانی  اسینتوباکتر

  ایجاد   با  همچنین  شود می  هاباکتری  انواع  به  مقاومت  نتیجه

 پایداری  موجب  زنده  غیر  و  زنده  سطوح  انواع  به  بالا  چسبندگی

 شیوع  افزایش  اخیر  هایسال  در.  (11)شود  می  زابیماری  عامل   بالای

  کنندۀ  ایجاد  بومانی  اسینتوباکتر  بیوتیک  آنتی  مقاوم به  هایایزوله 

  روند  در  شکست  به  منجر   مختلف  جغرافیایی  مناطق  در  بیوفیلم

   .است شده  درمان

عفونت  بالای  شیوع  به  توجه  از  با  ناشی  بیمارستانی  های 

بومانی   گ اسینتوباکتر  همچنین  دهنده  و  افزایش  عوامل  سترش 

 و   bapهای  بررسی فراوانی حضور ژن  مقاومت، مطالعه حاضر با هدف 

 51-OXAbla ایزوله بومانی  های  در  عفونت اسینتوباکتر  از  های  جدا شده 

 . انجام گرفت   تهران بیمارستانی در شهر 
 

 روش پژوهش 

 های باکتریجمع آوری و شناسایی ایزوله 

کمیته  مقطعی   - توصیفی مطالعه   این  در  در  تصویب  از  پس 

آبان   تا   اردیبهشت   از  ،    IR.ARUMS.REC.1398.024  با کد    اخلاق 

 بیماران  زخم  و  چرک   خلط،  تراشه،  ادرار،  خون، ایزوله، از    165   ، 98 ماه 

مختلف    بیمارستان   در  بستری  گرفتن سطح  با    تهران های  نظر  در 

 گردید.   جمع آوری درصد   5میزان خطای    درصد و 95اطمینان  

 بلاد  و آگار  کانکی مک   های  محیط  روی  ایزوله  هر  آزمایشگاه  در 

 گراد  سانتی  درجه 37 در  ساعت  24 مدت  به  و  شد   داده  کشت  آگار 

 وجود  ( گرم  آمیزی  رنگ )  مستقیم  آزمایش  با  سپس،  ند. گردید انکوبه 

 تایید  میکروسکوپی   روش  به   اسینتوباکتر  منفی  گرم  های  کوکوباسیل

 های  تست  باکتر  اسینتو  مختلف   های  گونه  تشخیص  برای  . شد  

 اوره  ،  SIM  ،VP ،OF  ،TSI،  اکسیداز  و  کاتالاز ،  IMVICبیوشیمیایی 

 که  هایی  ایزوله   .شد  انجام  گراد  سانتی درجه 42 و   37 در  رشد  و   آز 

 کاتالاز  ، منفی اکسیداز  متحرک،   غیر  ،  منفی لاکتوز  واکنش دارای 

 ،    مثبت  سیترات  منفی،  آز  اوره  منفی، پیگمان  ، منفی اندول  ،  مثبت 

S2Hو  منفی  ،VP  بومانی باکتر  اسینتو  عنوان  به  بودند  منفی  

 OXAbla-51 ژن   ها،ایزوله   نهایی  تایید   برای   شدند.همچنین  جداسازی 

 تمامی   در   دارد   وجود   اسینتوباکتربومانی   در  ذاتی  صورت   به   که 

 .گردید  شناسایی  هاایزوله 

 یبیوتیک فنوتیپی حساسیت آنتی سنجش  

 آزمون   با  های جمع آوری شده بیوتیکی ایزوله آنتی  حساسیت  تعیین 

 آنتی  های  دیسک  از  استفاده  دیفیوژن با  دیسک  روش  با  و  بیوگرام  آنتی 

 هینتون  مولر   محیط  روی  بر   ( Padtanteb, Iranشرکت )  ساخت  بیوتیکی 

 انجام   CLSI2019  دستورالعمل  طبق  بر  و  ( Merck, Germany) آگار  

آنتی 12گردید)  )  شده  آزمون  های  بیوتیک  (.  توبرامایسین    10شامل: 

 ( سفپیم  ایمی   30میکروگرم(،  مروپنم    10پنم) میکروگرم(،  میکروگرم(، 

میکروگرم(،    10میکروگرم(، جنتامایسین)   30میکروگرم(، آمیکاسین)   10) 

میکروگرم(،سفتازیدیم   30میکروگرم(،سفوتاکسیم )  5سیپروفلوکساسین) 

بودند.   30)   کدورت    با  باکتری  سوسپانسیون  روش  این  در   میکروگرم( 

 تلقیح  آگاردر سه جهت  هینتون  مولر  محیط   روی  بر مک فارلند    نیم   معادل 

دقیقه در دمای آزمایشگاه    20پلیت های کشت داده شده به مدت   شد، 

نگه داشته شدند تا رطوبت اضافی موجود در محیط کشت از بین برود.  

بعد  روی  ها  دیسک  قراردادن   از  سپس    ساعت  24 و  کشت  محیط  بر 

 هر  برای  رشد   عدم  هاله  قطر  گراد،  سانتی  ه درج  37 دمای  در  انکوباسیون 

، نیمه حساس  حساس  عنوان  به   مربوطه  دستورالعمل  با  مطابق  بیوتیک  آنتی 

 .شد  ثبت  مقاوم  و 

  bapو     OXAbla-51ارزیابی ژنوتیپی حضور ژن  

 DNAاستخراج 

های باکتری در  ، یک تا سه کلنی از ایزوله   DNAبرای استخراج  

دقیقه جوشانده شد، سپس    15میکرولیتر آب استریل به مدت    100

دقیقه به منظور ایجاد شوک سرمایی درون ظرف یخ قرار    15به مدت  

سانتریفیوژ شد    11000دقیقه در دور    2داده شد. در انتها برای مدت  

ها تا زمان انجام    مونه ن   ,DNAپس از انجام مراحل استخراج  .  ( 13) 

PCR    گراد درجه    - 20در شدن   سانتی  تعیین نگهداری   کمیت   د. 

DNA    نانودراپ   دستگاه  توسط  شده  استخراج(Thermo-2000c)   

 . ند شد  بررسی 

 ( PCRواکنش زنجیره ای پلیمراز) 
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واکنش   bapو   OXAbla-51  هایژن   حضور   بررسی  منظور   به  از 

ا   یر زنج  شد.  یمراز پل   ی ه  های   استفاده  توالی  از  منظور  بدین 

ژن  برای  اختصاصی  پرایمرهای    مذکور  های    اولیگونوکلئوتیدی 

( ارائه شده است. در این پژوهش 1در جدول)   ،که( 14)  استفاده شد

( استفاده گردید که Master mix_ CinnaGenاز مخلوط واکنش ) 

تر مخلوط میکرولی 13(،  CinnaGenمیکرولیتر از هر پرایمر )  1شامل  

 DNAمیکرولیتر از    1میکرولیتر آب مقطر دوبار تقطیر و    8واکنش،  

میکرولیتر رسانده شد و   25الگو اضافه و حجم نهایی ترکیبات به  

قرار    (BIOER_Model: TC-XP-G)مخلوط در دستگاه ترموسایکلر 

به ترتیب زیر     OXAbla-51ژن    PCR  هایگرفت. برنامه اجرایی سیکل

اولیه در دمای    5 به مدت      سلسیوس درجه    95بود: واسرشتگی 

 94 سیکل حرارتی شامل واسرشتگی در دمای   30دقیقه و سپس  

الگو در   DNAثانیه ، اتصال پرایمر به    45مدت   به   سلسیوس درجه  

ثانیه، طویل شدن رشته الگو در   45به مدت    سلسیوس درجه    55

انیه و دمای طویل شدن نهایی در ث  60به مدت    سلسیوس درجه    72

 نیز   bap  دقیقه انجام شد. تکثیر ژن  10به مدت    سلسیوس درجه   72
ثانیه برای طویل شدن رشته   1.45ولی با زمان     OXAbla-51ژن   همانند 

  الگو انجام شد.

محصولات   ژل    PCRالکتروفورز  حاوی  5/1توسط  درصد 

DNA Safe Stain  ( یک درصدCinnaGen  در ولتاژ )ولت   120

دقیقه تنظیم شده و پس از گذشت این زمان باندها    45به مدت  

ژل  دستگاه   عکس  E-BOX_VX5لومیناتور)   ترنس   توسط   )

 ( از  مثبت  کنترل  برای  شدند.   A.baumannii ATCC) برداری 

واکنش   و19606 مواد  حاوی  میکروتیوب  از  منفی  کنترل  برای 

  استفاده گردید.  الگو DNA بدون  

 

 مطالعه  در استفاده شده   پرایمرهای مشخصات . 1جدول 

 منبع 
 اندازه قطعه

 (bpجفت باز)
 پرایمر  توالی پرایمر

 (14) 350 F:5′-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3′ 

R:5′- TGGATTGCACTTCATCTTGG-3′ 51-OXAbla 

 (14) 1449 F:5′- ATGCCTGAGATACAAATTAT-3′ 

R:5′- GTCAATCGTAAAGGTAACG-3′ bap 

 

 اسینتو   ی   هاجدایه   در   لمیوف ی ب   دی تول   یپ ی فنوت   ی بررس 

  ی بومان  باکتر 

روش   یه سو   یوفیلم ب  یل تشک   یی توانا   ی بررس  منظور   به  از  ها 

کمّ   plate (TM)ای  لوله   یفی ک  روش   بافت   ۀکشت صفح   ی و 

(TCP) استفاده شد. 

 ارزیابی فنوتیپی تولید بیوفیلم به روش میکروتیترپلیت 

  نوترینت   محیط   در   فارلند   مک   0/ 5  معادل   باکتری   سوسپانسیون 

در   200  مقدار   و   شد   آماده   براث    . شد   ریخته   چاهک   هر   میکرولیتر 

سانتیگراد    درجه   37  دمای   در   ساعت   24  مدت   به   ها   پلیت   میکروتیتر 

  چاهک   هر   ی   محتوا   گرماگذاری،   دوره   طی   از   پس .  شدند   گرماگذاری 

  داده   شستشو   استریل   سالین   فسفات   بافر   بار با   5  ها   چاهک   و   شد   آسپیره 

  شدن   از خشک   پس .  خارج شوند   پلانکتونیک   های سلول   همه   تا   شدند 

  به   درصد   2  ویوله   کریستال   میکرولیتر   200  بعد   مرحله   در   ها،   چاهک 

  توسط   و   شده   آسپیره   ها   چاهک   از   دقیقه   5  از   و پس   شد   اضافه   ها   چاهک 

  به   بری   رنگ   منظور   ها، به   چاهک   شدن   خشک   از   پس .  شدند   شسته   آب 

  نهایت   در   و .  شد   اضافه  ها   چاهک  به   اسید   میکرولیتر استیک   160 مقدار 

  نانومترخوانده   650  موج   طول   در   ELISA plate readerتوسط دستگاه  

 ها با جذب نوری جدایه (OD)  نوری ( جذب  2سپس طبق جدول ) .  شد 

های قوی، متوسط، ضعیف و منفی  کنترل مقایسه شد و بصورت بیوفیلم 

  کنترل   عنوان   به   Pseudomonas aeruginosa PA01 .  (15)  گزارش شد 

شد.   بیوفیلم استفاده   تشکیل   بررسی   های   آزمایش   در   مثبت 
 

 کننده ی تشکیل بیوفیلمتعیین   میزان جذب نوریطبقه بندی توانایی  .2جدول 

 OD ≤ OD (c) عدم تشکیل بیوفیلم

 OD (c) < OD ≤ 2 × OD (c) بیوفیلم ضعیف

 OD (c) < OD ≤ 4 × OD (c) × 2 بیوفیلم متوسط

 OD (c) < OD × 4 بیوفیلم قوی
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 ای  لوله   روش  به   بیوفیلم  تولید   فنوتیپی   ارزیابی

 های  لوله  به  براث  نوترینت  کشت  محیط  از  لیتر  میلی  5  ابتدا

  از   لیتر  میلی  0/    1  سپس  شدند،  منتقل  استریل  آزمایش

  ساعت   24  مدت   به  و   شد   اضافه  ها  لوله  به  میکروبی  سوسپانسیون

 گرماگذاری  زمان  طی  از  پس.  شدند  درجه گرماگذاری  37  دمای  در

  سالین فسفاتبافر  با بار 5 لوله هر و شد آسپیره  لوله هر محتویات

  محلول  لیتر  میلی  10  شدن  خشک  از  پس  و   شد  داده  شستشو

 رنگ   دقیقه  5  از  پس  و  شد  اضافه  هر لوله  به%    2  ویوله  کریستال

 اسید استیک   با   و   شده   شسته  ها  لوله  و   شد   خارج  ویوله  کریستال

  صورت   به  بیوفیلم  تشکیل  روش  این  با.  شد    رنگبری  درصد  33

  نشان   لوله  دیواره  در   مانده   باقی رنگ    شدت.  شد   ارزیابی   کیفی

بیوفیلم  میزان  دهنده  Pseudomonas(.  16است)  تشکیل 

aeruginosa PA01  بررسی  های  آزمایش  در  مثبت  کنترل  عنوان  به  

 شد.  بیوفیلم استفاده تشکیل

  آماری  تحلیل  و  تجزیه 

آزمون و  22  نسخۀ   SPSS  افزار   داده های حاصل از نتایج  با نرم

 بررسی  مورد (  >Pvalue  0/ 05)   % 95  اطمینان سطح  در   T-testآماری  

های و ارتباط آماری بین توان تشکیل بیوفیلم در ایزوله گرفت    قرار 

بومانی   ژن با  اسینتوباکتر  الگوی   bap    ،51-OXAblaهای  حضور  و 

 .ها تعیین گردیدبیوتیکی ایزوله مقاومت آنتی 

 هایافته 

ها با توجه به نوع نمونه و جنسیت بیماران در  مشخصات  جدایه 

 ارایه شده است.   3جدول  

 

 اسینتوباکتر بومانی   های ایزوله مشخصات مربوط به تعداد و درصد پراکنش نوع نمونه و جنس بیماران در بین  .3جدول

 

 بیوتیکی ارزیابی فنوتیپی الگوی مقاومت آنتی 

اسینتو  های    سویه   بیوتیکی ارزیابی فنوتیپی الگوی مقاومت آنتی 

ی  ها بیوتیک آنتی مربوط به  نشان داد که بیشترین مقاومت    باکتر بومانی  

مقاومت  مترین  درصد( و ک 94/ 52پنم) درصد( و ایمی 93/ 15سفتازیدیم) 

آنتی  به  بود.  47/ 94آمیکاسین)   بیوتیک نسبت  مقاومت  درصد(  الگوی 

. ( آورده شده است 4باکتر بومانی در جدول )  اسینتو  ایزوله بیوتیکی  آنتی 
 

 های اسینتوباکتربومانی  الگوی حساسیت آنتی بیوتیکی ایزوله .4جدول

 حساس  سویه های تعداد حدواسط  سویه های تعداد مقاوم سویه های تعداد
 بیوتیک آنتی غلظت دارو 

 فراوانی )درصد(  فراوانی )درصد(  فراوانی )درصد( 

52(23/71 ) 4(84/5 ) 17(28/23 ) 10μg  توبرامایسین 

63(30/86 ) 0(0 ) 10(7/13 ) 30μg سفپیم 

69(52/94 ) 2(73/2 ) 2(73/2 ) 10μg پنمایمی 

67(78/91 ) 0(0 ) 6(21/8 ) 10μg  مروپنم 

35(95/47 ) 14(17/19 ) 24(88/32 ) 30μg آمیکاسین 

59(82/80 ) 3(10/4 ) 11(06/15 ) 30μg  جنتامایسین 

46(01/63 ) 19(02/26 ) 8(96/10 ) 5 μg  سیپروفلوکساسین 

65(04/89 ) 3(10/4 ) 5(84/6 ) 30μg  سفوتاکسیم 

68(15/93 ) 2(73/2 ) 3(10/4 ) 30μg  سفتازیدیم 

 

 محل جداسازی نمونه 
  های جدا شدهتعداد ایزوله

 از بیماران 

های اسینتوباکتر  تعداد ایزوله

 بومانی

 مرد زن 

 درصد  تعداد  درصد  تعداد 

 40 12 60 18 30 33 خون 

 25/31 5 75/68 11 16 45 خلط 

 60 9 40 6 15 38 ادرار 

 0 0 100 1 1 5 تراشه 

 57/28 2 42/71 5 7 19 زخم 

 25 1 75 3 4 25 چرک 
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های ژنبرای      واکنش زنجیره ای پلیمرازآزمون      نتایج

51-OXAbla وbap  

 ژن  فراوانی   که   داد   پلیمرازنشان   ای   زنجیره   واکنش   نتایج 

15-OXAbla  ی بومان  ینتوباکتر اس   درصد( ایزوله  100) 73 تمامی  در  

( درصد 53/ 42) ایزوله   bap   39ژن  فراوانی    ین همچن  شد   ردیابی 

 (.1،2شکل  است ) 

ژن   ن ی ب   ی   رابطه    د ی تول   یی توانا    و    bap  ی ها حضور 

ایزوله با مقاومت     8ایزوله بررسی شده ،   73که از بین    لم ی وف ی ب 

چندگانه دارویی توانایی تشکیل بیوفیلم قوی را داشتند. در  

آزمون   نتایج  ژن  PCRمجموع   ،bap    با اختلاف  کمی  با 

لوله روش  و  پلیت  میکروتیتر  فنوتیپی  خوانی  های  هم  ای 

  ، دارای  PCRداشت. چهار ایزوله از نمونه های خون با روش  

روش   bapژن    در  اما  منفی  بودند،  بیوفیلم  فنوتیپی  های 

 SPSSگزارش شدند. این ارتباط با استفاده از نرم افزار آماری  

 در  بیوفیلم  تشکیل  توانایی   بررسی شد و   T-testو آزمون    22

طور  مقاوم  های ایزوله  داری  به   های ازایزوله  بیش   معنی 

(. >P  0/ 05) بود    حساس 
 

            
 

 

 

 

 

 لوله ای با روش    لمیوفیب  لیتشک  یابیارز

لوله  روش  به  بیوفیلم  تولید  از  نتایج  که  داد  نشان   73ای  

این تحقیق،   درصد(   05/52ایزوله)  38ایزوله ی مورد بررسی در 

منفی،   ضعیف،  21/8ایزوله)  6بیوفیلم  بیوفیلم    22درصد( 

و  13/30ایزوله) متوسط  بیوفیلم  )  7درصد(  درصد(  58/9ایزوله 

 بودند.   لم قویبیوفی

 

 میکروتیترپلیتبا روش تست    لمیوفیب  لیتشک  یابیارز

روش   به  بیوفیلم  تولید  توانایی  بررسی  نتایج  همچنین 

،  اسینتوباکتربومانیایزوله    73میکروتیترپلیت نیز نشان داد که از  

منفی،  94/47ایزوله)  35 بیوفیلم  درصد( 84/6ایزوله)  5درصد( 

ضعیف،   و  24/34ایزوله)  25بیوفیلم  متوسط  بیوفیلم    8درصد( 

بیوفیلم95/10ایزوله) بودند.  درصد(  نتایج هر دو   قوی  نمودارهای 

لوله  در  روش  ای  مقایسه  صورت  به  میکروتیترپلیت  و  ای 

آورده شده است.  2و1نمودارهای

  

 . OXAbla-51ژن    ی جهت جستجو   PCRالکتروفورز محصولات    ش ی نما   . 1  شکل 

 کنترل  و  لدر  ، ( -C) منفی کنترل  شامل  چپ  سمت  از  ترتیب  به  ها  چاهک 

 ،(A.baumannii ATCC 19606 ) ( +Cمثبت) 

ایزوله   10،9 ، 8چاهک چرک،  ایزوله    7چاهک    خون،  ایزوله   6 تا 1  چاهک 

 .باشند  می  خلط  ایزوله    12، 11چاهک های  و  ادرار 

 

.  bapژن  یجهت جستجو  PCRالکتروفورز محصولات    ش ینما   .2شکل

  ،(-C)منفی کنترل شامل راست سمت از ترتیب به ها چاهک

ایزوله(A.baumannii ATCC 19606  (+Cمثبت) کنترل و لدر و  ها  ( 

 .باشند می های خون( شامل ایزوله 5تا1)چاهک های
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 تشکیل بیوفیلم به روش لوله ای  میزان .1نمودار

 

 میزان تشکیل بیوفیلم به روش میکروتیترپلیت .2نمودار 

 

براساس    ت ی پل   تر ی کروت ی در روش م   لم ی وف ی ب   د ی تول   زان ی م 

 یی مقاومت دارو 

مقایسه میزان تشکیل بیوفیلم در سویه های مورد بررسی به 

حساسیت  و  مقاومت  میزان  با  میکروتیترپلیت  کمیّ  روش 

شد)نمودار آنتی  انجام  تشکیل 3بیوتیکی  میزان  داد  نشان  نتایج   .)

آنتی  به  مقاوم  های  سویه  در  های بیوفیلم  سویه  از  بالاتر  بیوتیک 

بیوتیک است.حساس به آنتی 

 

 

 پلیت  میکروتیتر روش  براساس بیوفیلم تولید میزان با دارویی حساسیت و مقاومت مقایسۀ .3نمودار
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 مولکولی  و فنوتیپی هایروش در بیوفیلم تشکیل نتایج  مقایسۀ .5جدول

 

          
 ها : تشکیل بیوفیلم در دیواره لوله[B]ها. : تشکیل بیوفیلم در چاهک[A] ای و میکروتیترپلیت.بررسی تشکیل بیوفیلم به روش لوله .3شکل

 

 بحث

علت نسبت   مقاومت   روزافزون   افزایش   به   به   دارویی 

 هاییایزوله   حضور   شاهد  اخیر،   های سال   مختلف در   های بیوتیک آنتی 

)   دارویی   مقاومت  الگوی   با   بومانی   اسینتوباکتر از    ( MDRچندگانه 

نقاط مختلف  هستیم  از  افزایش (17) شوند  می   گزارش   جهان  که   . 

بودن   و  ضدمیکروبی  عوامل  به   نسبت   مقاومت   های گزینه   محدود 

بخش  ویژه به   درمانی   مراکز   در   جدی   مشکلات   درمانی،   در 

 را تحت  کشور   اقتصاد  و  سلامت  است که   (ICUویژه )   هایمراقبت 

 یرو   لمی وف ی ب   ل ی و تشک   دن ی چسب   یی توانا   (.18) دهد  می   قرار   تأثیر 

و مقاومت   رولانسی و   یاصل  ی از فاکتورها   یکی   یپزشک  ل ی مخاط و وسا 

گونه دارویی   ب   اسینتوباکتری  ها در  باعث   باکتریایی  لمی وف ی است. 

ها، پاسخ بیوتیک چون حضور آنتی   یعواملدر برابر  یشود تا باکتر می 

 ی طی مح   یها استرس   و  کننده  ت ی فاگوس  عوامل   ، زبانی م   ی من ی ا 

و مشخص کردن   لم ی وف ی ب   ل ی تشک   یی توانا  . مطالعه (11)  مقاومت کند

به تواند  می   اسینتوباکتر مختلف    یها ایزوله  در آن در   لی دخ   ی ها ژن 

 مهم  اهداف  از  بنابراین   .کمک کند  لمی وف ی ب   ل ی تشک  ند ی فهم بهتر فرا 

 محل جداسازی نمونه 

 تعداد تشکیل بیوفیلم)درصد( 

 bapژن   حضور

درسویه های  

 جداشده)درصد( 

 میکروتیترپلیت  لوله ای
bap 

 منفی مثبت منفی مثبت

 ( 40) 12 ( 60) 18 ( 40) 12 ( 33/63) 19 ( 66/36) 11 خون 

 ( 5/62) 10 ( 75/43) 7 ( 25/56) 9 ( 5/37) 6 ( 5/62) 10 خلط 

 ( 60) 9 ( 40) 6 ( 60) 9 ( 66/46) 7 ( 33/53) 8 ادرار 

 0 ( 100) 1 0 ( 100) 1 0 تراشه 

 ( 42/71) 5 ( 57/28) 2 ( 42/71) 5 ( 85/42) 3 ( 14/57) 4 زخم 

 ( 75) 3 ( 25) 1 ( 75) 3 ( 50) 2 ( 50) 2 چرک 

 ( 42/53) 39 ( 94/47) 35 ( 05/52) 38 ( 05/52) 38 ( 94/47) 35 جمع کل 



9139 دی – اذر▐ 6 شمارۀ 14 سال▐شناسی پزشکی ایران مجلۀ میکروب  

581 

 

 بالینی های سویه  در  بیوفیلم  تشکیل  میزان   بررسی تحقیق، این 

 .است  بوده  بیوتیک آنتی  به  مقام  اسینتوباکتربومانی 

 بومانی  اسینتوباکتر های  اکثر ایزوله   داد که   نشان حاضر    مطالعه 

که بیشترین مقاومت طوری به  .دارند   چندگانه  دارویی  مقاومت   الگوی 

درصد( و کمترین مقاومت 94/ 52پنم ) بیوتیک ایمی نسبت به آنتی 

 درصد( ارزیابی شد. حضور 47/ 95بیوتیک آمیکاسین )نسبت به آنتی 

 در  دارویی چندگانه  مقاومت  الگوی   با  بومانی  اسینتوباکتر  هایایزوله 

 که طوری به   .شده است   گزارش   نیز   ایران   در   انجام شده  مطالعات   دیگر 

سال    و    Hatamiمطالعه   در  در   از  درصد   84  ،2018همکاران 

نشان   را  چندگانه   دارویی   مقاومت   بومانی  اسینتوباکتر های  ایزوله 

 2013و همکاران در سال     Goudarziای که . در مطالعه (19) دادند  

و مروپنم   به سفتازیدم  مقاومت  ایمی   99انجام دادند  پنم درصد و 

 2015و همکاران در سال     Kooti، و در مطالعۀ (20)درصد    91/ 5

درصد   98/ 5پنم درصد و ایمی   99/ 5مقاومت به سفتازیدم و مروپنم  

سال (1) گزارش شد   در  همکاران  و  ماراکی  مطالعه  در  همچنین   .

که در یونان انجام شد میزان مقاومت نسبت به سفوتاکسیم   2015

، که (21)گزارش شد درصد   5/91و   96/ 2و جنتامایسین به ترتیب 

دهنده مقاومت بسیار بالای این باکتری نسبت به طیف همگی نشان 

 مقاومت  طورکلی میزان به  های مختلف است. بیوتیک وسیعی از آنتی 

آنتی  نسبت  در بیوتیک به   نسبت  به  اروپایی  و  آسیایی  کشورهای ها 

 بالاتری  سطح  لاتین در  آمریکای  کشورهای   آمریکا و  ایالات  متحده 

 . (22)کننده است  بسیار نگران  ایران  در   میزان مقاومت واین  است، 

 در   اسینتوباکتربومانیبقای    قدرت   نشانگر  مطالعات   از  بسیاری 

 هایبیوتیک آنتی  برابر   در  مقاومت بسیاربالا   و  سخت  شرایط محیطی

ژن (23)هستند    بیوفیلم  از تشکیل  ناشی   مختلف   .   bap از جمله  

 در  بیوفیلم   ی   کننده   تقویت   و  کننده   ایجاد  های ژن   ترینمهم 

 سطح  در   بالا   مولکولی   وزن   با  پروتئین   این    . است   بومانی  اسینتوباکتر 

 از  متشکل   مرکزی   هستۀ   شامل  و   دارد  قرار   هاباکتری   خارجی 

اخیر . در سال (9)  است   مشابه   های توالی   از   متوالی   تکرارهای  های 

آنتی  مقاومت  بین  ارتباط  بررسی  به  بسیاری  بیوتیکی محققان 

باکتری و ژن   بومانی  اسینتوباکتر  بیوفیلم این  های دخیل در تولید 

 ارتباط  بر  مبنی  ای مطالعه   2016در سال  همکاران  و   Qi L  پرداختند. 

 در  بیوفیلم  ویژه  مقاومت  و  بیوفیلم  تشکیل   بیوتیکی، آنتی  مقاومت  بین 

 مقاومت  بین   ارتباط آنها  عۀ مطال در .  دادند  انجام  اسینتوباکتربومانی 

 های ایزوله  در  بیوفیلم  ویژه   مقاومت و  بیوفیلم  تشکیل  بیوتیکی، آنتی 

 Sung JY. در مطالعۀ (24)  گردید  بررسی اسینتوباکتربومانی  بالینی 

مقاوم   اسینتوباکتر بومانیایزوله    92، از بین  2016و همکاران در سال  

. همچنین (25)بودند    bapها حاوی ژن  به چند دارو، تمامی سویه 

در  آمریکا  متحده  ایالات  و  استرالیا  در  که  مشابهی  مطالعات  در 

و 92انجام شد، فراوانی این ژن به ترتیب    2015و    2013های  سال 

 bap. در مطالعه حاضر فراوانی ژن (26،27)درصد گزارش شد  84

خوانی شیوع این ژن در مطالعات درصد بود که وجود عدم هم   53/ 42

تواند به دلیل شرایط جغرافیایی خارج از ایران با مطالعه حاضر می 

ها باشد. همچنین در مطالعه حاضر متفاوت ،تعداد و یا تنوع نمونه 

بودند. در  OXAbla-51  ژن حاوی  اسینتوباکتر بومانی های تمامی ایزوله 

که   سال    Abdulzahra ATمطالعاتی  در  همکاران  و   2018و 

Keshavarz-Hedayati     انجام دادند نیز   2019و همکاران در سال

درصد گزارش کردند.به دلیل وجود این ژن 100فراوانی این ژن را  

، ردیابی وجود این ژن سریع   اسینتوباکتر بومانی های  در تمامی ایزوله 

 . (28،29)آید  ترین راه برای تشخیص این باکتری به شمار می 

از به  بیوفیلم  تشکیل  توانایی  بررسی  میکروتیتر   منظور  روش 

شد. استفاده  علاوه   پلیت  پلیت  میکروتیتر   توانایی  اینکه   بر روش 

 تشکیل  تواند میزان می  دهد، می  تشخیص  هارا ایزوله  بیوفیلم  تشکیل 

کند. با استفاده از این روش، در  گیری اندازه  کمیّ  صورت به  را  بیوفیلم 

حاضر،   ایزوله   52/ 6مطالعه  از  دادندرصد  تشکیل  بیوفیلم  و ها  د 

ایزوله   47/ 94 از  این درصد  بودند.  منفی  بیوفیلم  تشکیل  ازنظر  ها 

یافته  مشابه  مطالعه  نتایج  این   El-Khierهای  در  بود.  همکاران  و 

 48/ 7ها بیوفیلم مثبت، و  درصد ایزوله   51/ 3،   2015مطالعه درسال  

. دومین روشی که (30)ها بیوفیلم منفی گزارش شدند درصد ایزوله 

استفاده   ی بومان  نتوباکتر ی اس وانایی تشکیل بیوفیلم در  برای بررسی ت 

درصد  47/ 95ای بود. این روش توانست بیوفیلم را در  شد روش لوله 

همچنین  ایزوله  دهد  تشخیص  ایزوله   52/ 05ها  بیوفیلم درصد  ها 

آمده از آزمون دست منفی بودند که با کمی اختلاف مشابه نتایج به 

 میکروتیتر پلیت بود.

به  مطالعه  این  ایزوله در  تمامی  کلی  تولیدکننطور  ده های 

بودند. با توجه به فراوانی پایین bap بیوفیلم قوی و متوسط حاوی ژن  

ایزوله  در  قوی  بیوفیلم  تشکیل  احتمال توانایی  بررسی،  مورد  های 

شونده به های متصل رود دلایل دیگری همچون تغییر در پروتئین می 

آنزیم پنی  تولید  غشاء،  پذیری  نفوذ  کاهش  های سیلین، 

های افلاکس سبب ایجاد وتیک یا بیان پمپ بی هیدرولیزکننده آنتی 

 این میزان از مقاومت باشد.

پژوهش مطالعه  ز محدودیت ا :  محدودیت  اجرایی    نبود های 

مراجع  پرسشنامه ها  کننده ه همکاری  تکمیل  مصرف  در  احتمال  و  ها 

 .بیوتیک توسط بیمار بود آنتی 
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 گیرینتیجه  

  دیسک  روش  با  هاایزوله  مقاومت  میزان  مطالعه  این  در

  بیوفیلم   تشکیل  با  مقاوم   هایایزوله  ارتباط  و  شد   ارزیابی  دیفیوژن

  اکثر   توسط  بیوفیلم  تشکیل  دهندۀ   نشان  که  گردید  مقایسه

  هایایزوله تعداد با bap ژن فراوانی همچنین.  بود مقاوم هایایزوله 

با این حال    .بود  دارا  را  حداکثری  مطابقت  بیوفیلم،  دهنده  تشکیل

ژن    اما    bapهرچند  نیست،  بیوفیلم  تشکیل  در  ژن دخیل  تنها 

سزایی در تشکیل بیوفیلم توسط این  توان گفت دارای نقش بهمی

 باکتری است.

 سپاسگزاری 

ارائه نظرات ارزشمند،   با ب  تمامی اشخاصی که  وسیله، از  بدین

 شود.قدردانی میما را یاری کردند 

 تعارض در منافع 

م مالی  این  حمایت  بدون  که  است  مستقل  پژوهشی  قاله 
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