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چکیده

این جنس کوکوباسـیل در.شودطبقه بندي میMoraxellaceaeدر خانواده Acinetobacterجنس 

. گیرنـد کاتالاز مثبت و غیرتخمیـري قـرار مـی   ،اکسیداز منفیك،غیرمتحر،گرم منفی،هوازيشدیدای های

شناخته شده و هاينامها تاي آن17گونه ي ژنومی در این جنس شناسایی شده که از این بین 30بیش از 

هـاي  یک پاتوژن مهم است که هم اکنون بعنوان عامل عفونتAcinetobacter baumannii.معتبري دارند

،هـاي زخمـی  پنومـونی وابسـته بـه دسـتگاه تهویـه و عفونـت      ،هاي جریان خونبیمارستانی مثل عفونت

ایـن  .شودبستري شده اند شناخته می)ICU(هاي ویژه بخصوص در بیماران بحرانی که در بخش مراقبت

-دارد که به شدت به وسیله میزبان محدود میباکتري براي ایجاد عفونت در میزبان پرسلولی نیاز به آهن

براي غلبه بر این مشکل، انواع لیگاندهاي آهن با وزن ملکولی کم بـه نـام   در شرایط هوازي باکتري. شود

شوند ترشح می کنند که با گرایش زیاد به آهن فریک متصل میسیدروفور تولید و به محیط خارج سلولی

با BauA (Baumannii Acinetobactin Utilization).سیدروفور را می دهند-و تشکیل کمپلکس فریک

هاي غشاي خارجی این باکتري براي کیلودالتون یکی از مهم ترین پروتئین75-88وزن ملکولی در طیف 

وسـیله آهـن   هاي غشاي خارجی تنظیم شـونده بـه  مونوکلونال علیه پروتئینآنتی بادي. جذب آهن است

(IROMPs)در صورتی که بتوان مـانع  . باشدمانع از جذب آهن توسط این پاتوژن شده و باکتریسیدال می

در ایـن  . توان میزبان را در برابر تهاجم این بـاکتري ایمـن نمـود   از جذب آهن توسط این باکتري شد، می

علیــه BauAزایــی و نیــز اختصاصــیت و حساســیت پــروتئین نوترکیــب غشــایی  تــاثیر ایمنــیمطالعــه 
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.گیردمورد بررسی قرار میAcinetobacter baumanniiباکتري

، ژنـوم  Acinetobacter baumannii، پس از کشت باکتريBauAمنظور تهیه پروتئین نوترکیب به

جفت باز2083طول بهاز اسینتوباکتر بومانیbauAمراز ژنبا کمک واکنش زنجیرة پلی. آن تخلیص شد

روي ،هاي محدود کننـده ي مناسـب  فراوان سازي و پس از ایجاد برش در دو انتهاي آن بوسیله ي آنزیم

، بیان پروتئین Bl21DE3پس از انتقال سازة نوترکیب به میزبان اشرشیاکلی . کلون شدpET28aناقل بیانی 

سـازي آن  القاء و بهینـه ) IPTG(دي گالاکتوزید -مختلف ایزوپروپیل تیو بتاهاي مورد نظر توسط غلظت

بررسی و پروتئین نوترکیب از طریق کروماتوگرافی میل ترکیبـی بـا   SDS-PAGEنتایج بیان با . انجام شد

-کیلودالتون به موش75در نهایت پروتئین نوترکیب با وزن مولکولی . تخلیص شدNi-NTAکمک ستون 

بادي با سنجش الایزا مورد ارزیـابی قـرار   تیتر آنتیسازي،تزریق و پس از تکمیل دورة ایمنBalb/Cهاي 

.گرفت

نشان دهندة توان بالاي آن در تحریـک سیسـتم ایمنـی و    Balb/Cهاي تزریق این پروتئین به موش

ین اتصـالی فریـک  بادي تولید شده در شناسـایی پـروت  تست الایزا نشان داد که آنتی. بادي استتولید آنتی

باکتري زنده از خـود مقاومـت نشـان    1010ه با ههاي ایمن در مواجانتروباکتین قدرت بالایی دارد و موش

Acinetobacterتوان از این پروتئین به عنوان کاندیدي مناسـب بـراي تهیـه واکسـن علیـه      لذا می. دادند

baumanniiاستفاده کرد.

Acinetobacter baumannii ،bauA ،BauAیدروفور، زایی، سآهن، ایمنی: واژگان کلیدي
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معرفی جنس اسینتوباکتر1- 1

ــه اطلاعــات تاAcinetobacterاعضــاي جــنس  ــر پای ونومیک در خــانواده جدیــدي از کســب

تاریخچه شناخت این جنس از باکتري به قرن .)1(گیردها، در رده گاماپروتوباکتر قرار میموراکسلاسه

، میکروبیولوژیست آلمانی، این میکروارگانیسـم را از یـک   1911Beijerinckدر سال . برمی گردد20

او میکروارگانیسم غربال شده را به . استات است، از خاك غربال نمود-محیط معدنی که شامل کلسیم

.)2(گذاري کردنامMicrococcus calco-aceticusنام 

کاتـالاز  ،اکسـیداز منفـی  ،غیرمتحـرك ، گرم منفی،هایی شدیدا هوازياین جنس کوکوباسیلدر

گونه ژنومی در این جنس شناسایی شده که از ایـن  30بیش از )3(گیرندمثبت و غیرتخمیري قرار می

گونـه  ، دوAcinetobacter baumanniiبجـز  .شناخته شده و معتبري دارنـد هايتاي آنها نام17بین 

هـاي نیز در شمار پـاتوژن A.gen.sp.13TUوA.gen.sp3هايبه نامAcinetobacterدیگر از جنس 

گونه از نظر ژنتیکی بسـیار بـه هـم نزدیـک و     سهاین .شوندمیفرصت طلب بیمارستانی دسته بندي

Acinetobacterلذا نام هاي مرسوم فنوتیپی آنها را از یکدیگر متمایز کردبا روشتوان مرتبطند و نمی

baumannii 3(رودها بکار میآنسهبراي هر(.

Acinetobacter baumannii ي هـا پاتوژن مهم است که هم اکنون بعنـوان عامـل عفونـت   یک

،ي زخمـی هـا پنومونی وابسته به دستگاه تهویـه و عفونـت  ،ي جریان خونهابیمارستانی مثل عفونت

-یبسـتري شـده انـد شـناخته م ـ    )ICU(ویژه هايبخصوص در بیماران بحرانی که در بخش مراقبت

).5(شود

که از جامعـه کسـب   Acinetobacter baumanniiيهاهاي ارائه شده از عفونتشمار گزارش
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ي اکتسـابی از  هـا این باکتري همچنین عامل عفونـت .)4(شده اند بطور پیوسته در حال افزایش است

تـوان بـه   که از این مـورد مـی  باشدمییا و نواحی استوایی استرالیاعمدتا در جنوب شرقی آس،جامعه

)3(کنـد عنوان رایج ترین سندروم کلینیکی اشاره کرد که به دنبال آن باکتریمی نیز بروز میهپنومونی ب

سـربازان مجـروح شـده در نـواحی     هايپاتوژن مهم رایج ترین گونه باکتریایی جدا شده از زخماین.

.)5(جنگ زده در عراق و افغانستان بوده است

بیوتیکیآنتیمقاومت 2- 1

م را به عنوان یکی از ارگانیسمکسب مقاومت آنتی بیوتیکی طی سالیان اخیر، این میکروارگانیس

به عبارتی اسینتوباکتر بومانی به همه آنتی . ها مطرح کرده استهاي مشکل ساز در عصر آنتی بیوتیک

هـاي  نقش باکتري در مکانیسـم . هایی که تاکنون شناخته شده است مقاومت کسب کرده استبیوتیک

در برابر شرایط ناسازگار محیطی، باکتري را مقاومت به آنتی بیوتیک وتوانایی غیرطبیعی آن به سازش 

هاي همچون سدي در برابر همه عوامل ضدباکتري حفظ کرده است و به گسترش و بقاء آن در محیط

بنابراین این باکتري به صورت یک پـاتوژن نیرومنـد، بـه عنـوان معزلـی در      . کندبیمارستانی کمک می

هـاي  چنـدان دور درمـان رایـج عفونـت    گذشته نهدر. مراکز درمانی در سطح بین المللی مطرح است

بوده گرچه مصرف بیش از اندازه این ها، آمینوگلیکوزیدها و کینولونهابتالاکتاماسینتوباکتر استفاده از 

هـا بعنـوان   سپس کـاراپنم . ي مقاوم به آنها در سطح جهانی شدهاها منجر به ظهور سویهآنتی بیوتیک

-فعالیت آنتی باکتریال وسیع الطیف به شکل گسترده اي براي درمان عفونتباهایک رده از بتا لاکتام

هـا  ي اسینتوباکتر مقاوم به کاربـاپنم هامتأسفانه سویه. ي مقاوم به کار رفتهاي حاصل از این سویهها

.)1(اي ظهور یافتندنیز به سرعت به شکل گسترده
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تغییـر در  )2(تولیـد بتالاکتامازهـا،   )1(اسینتوباکتر شامل ها در هاي مقاومت به بتالاکتاممکانیسم

دلیـل تغییـر در   کاهش نفوذپذیري غشا خـارجی بـه  )3(تمایل به پروتئین متصل شونده به پنی سیلین، 

-مـی ) Efflux pumps(هاي انتشار به خـارج  افزایش فعالیت پمپ)4(ها، و ساختار و یا تعداد پورین

(6).باشد

ها، اسینتوباکتر یک غشاي خارجی و یک غشاي سیتوپلاسمی دارد کـه  همچون سایر گرم منفی

فضاي (در بین این دو غشا ) هاي وسیع الطیف، و بتالاکتامAmpCهاي ها، بتالاکتامکارباپنم(هابتالاکتام

کـه در سـطح غشـاي    ) PBPs(هاي متصل شونده به پنی سیلین پروتئین. گیرندقرار می) پري پلاسمی

به منظور اتصال به این . هاي بتالاکتام می باشندسیتوپلاسمی مستقر شده اند اهداف نهایی آنتی بیوتیک

از غشـاي  ) هـاي غشـاي خـارجی   پـروتئین (هـاي پـورینی   ها باید از طریق کانالاهداف، آنتی بیوتیک

هـا بـه   پلاسمی بتالاکتامي پريدر درون فضا. خارجی عبور کرده و به فضاي سیتوپلاسمی وارد شوند

PBPهاي انتشار به خارج از ساختار بـاکتري رانـده   شوند ویا به شکل فعالی بوسیله پمپها متصل می

هایی روي کروموزوم اصـلی و  ها و ترانسپوزوناسینتوباکتر عناصر ژنتیکی از جمله اینتگرون. شوندمی

براي (هاي مقاومت آنتی بیوتیکی ن کاست از ژنتوانند حاوي چندییا روي پلاسمیدهایش دارد که می

.)7(باشند)هاهاي وسیع الطیف و متالوبتالاکتاممثال بتالاکتام



5

1-1شکل

)7(هاهاي مقاومت به بتالاکتاممکانیسم

یک پاتوژن موفق بومانی،اسینتوباکتر1-3

این میکروارگانیسم، بیماران آسیب پذیر بیمارستانی به ویژه افراد داراي نقص در سیسـتم ایمنـی را از   

عامـل عمـده پنومـونی    به طوریکه بـه عنـوان  . دهدطریق پوست ومجاري تنفسی مورد حمله قرار می

هـاي اخیـر ایـن    هـر حـال در سـال   بـه . هاي بیمارستانی این ارگانیسم مطـرح اسـت  ناشی از آلودگی

استخوان نیـز  هاي نرم وهاي ناشی از سیستم عصبی مرکزي، پوست وبافتمیکروارگانیسم در آلودگی

.)2(نقش داشته است
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2- 1شکل 

)6(هیتهودستگاهبهوابستهیپنومونبهمظنونيماریبازگرميزیامرنگنمونه

براي درمان و یا هایی اي براي شناخت عوامل جدید و استراتژيهاي گستردهتلاش

در . شده است تا سبب بازداشتن میانکنش بین میزبان با میکروارگانیسم شودجلوگیري از آلودگی آغاز

ها را از حالت زندگی آزاد به حالت کنند تا مسیر بیان ژنهایی را اتخاذ میها استراژياین بین باکتري

هاي سطحی سلول رج سلولی ومولکولهاي خادر حین انتقال یک سري پروتئین. انگلی تغییر دهد

با تولید این فاکتورها که بیشتر تحت . شوند که اصطلاحا ویرولانس فاکتور نام گرفته استتولید می

است، باکتري در برابر ) pHدما، فلزات یونی، شرایط اسمزي محیط، متابولیت، (تنظیم شرایط محیطی 

زایی در همه اگرچه بیماري. دهدان میبیوتیک مقاومت نشعوامل ضد باکتري از جمله آنتی

بنابراین . ها وجود دارد ولی مکانیسم آن وابسته به میکروارگانیسم متفاوت استمیکروارگانیسم

.)8(توانند درکنترل بیماري مورد هدف باشند ها میویرولانس فاکتورها در باکتري
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اپیدمیولوژي باکتري1-4

در بـین  . در مورد زیستگاه طبیعی این جنس از باکتري هنوز اطلاع مشخصی در دسترس نیست

روي ها براین جنس باکتري، اسینتوباکتر بومانی در بسیاري از مراکز درمانی یافت شده ودر بیمارستان

یطی ودامنـه وسـیع مکانیسـم    که انعطاف پذیري آن با شرایط محبه طوري. شودبدن انسان کلونیزه می

. مقاومت در باکتري، آن را به صورت یک پاتوژن موفق در آورده است

در این . ها مطرح استبومانی به عنوان یک عامل مهم بیماري در تعدادي از اپیدمیاسینتوباکتر

. )9(هاي مقاوم آنتی بیوتیکی به سرعت گسترش یافته استبین سویه

درصـد در حـال   54درصـد تـا   19شی از اسـینتوباکتر بومـانی از   میر ناامروزه سرعت مرگ و

هـاي  هاي نرم نیز درحوادث طبیعی همچون زلزلـه و جنـگ  هاي پوست و بافتآلودگی. افزایش است

به عنوان یک پاتوژن عمده در سونامی 2004این پاتوژن در سال . عراق وافغانستان گزارش شده است

هـاي  ارگانیسم سبب شیوع باکتري از طریق انتقال فردي و آلـودگی علاوه بر آن، این . آسیا مطرح شد

مطالعات نشان داده که در مناطقی با سـطح بهداشـت عمـومی پـایین، عـده      . شودگسترده محیطی می

هاي موثر به عمل نیاید، حاملین در افـزایش  گیريزیادي از افراد به صورت ناقل می مانند و اگر پیش

هاي مسئله بعدي، براي مبتلایان به این بیماري، گسترش سریع سویه. دارندشیوع بیماري نقش موثري 

MDR)(هـاي غیـر   هاي اخیراست که نسبت به سویه، دردههMDR)(هاي مقاوم آنتی بیوتیکی، سویه

فاکتورهـاي  MDRهـاي رغـم شـدت بیمـاري در سـویه    علـی . سبب مرگ ومیر بیشتري شـده اسـت  

. ومکانیسم دقیق پاتوژنیسته بیماري کاملا مشخص نیسـت ته نشده ویرولانس آن هنوز به خوبی شناخ

.)2(زیرا براي این ارگانیسم توکسین و یا سیتولیزین شناخته نشده است
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3- 1شکل 

سالازقبلشدهگزارشمواردرنگقرمزنقاط. اندکردهگزارشراهاکارباپنمبهمقاومینتوباکتربومانیاسوعیشکهییکشورها
).10(رندگییمبردررا2006سالازبعدگزارشاترنگزردمناطقو2006

Acinetobacterبیوتیکی وسویه هاي حساس و مقاوم آنتیمقایسه بین سویه baylyi  نشـان داده

درایـن  5بولیسـم وسیسـتم ترشـحی نـوع     هاي موثر دربیوژنز پیلـی، سیسـتم جـذب آهـن، متا    که ژن

هـاي  هـاي در پـاتوژنز بیمـاري و موتـان    با استفاده ازمـدل . استVirulomeمیکروارگانیسم به عنوان 

.)2(به صورت بالقوه پاتوژن استAcinetobacter baumanniiترانسپوزون در 

در قرن حاضر وجود این باکتري به دلیل پایداري آن نسبت به شرایط متغیر محیطی ومقاومت 

زنگ خطري در مراکز درمانی است که میکروارگانیسم را به هاي متفاوت، به عنوانبه آنتی بیوتیک

پس ضرورت وجود دیدگاهی نو براي مقابله با پاتوژنیسته . صورت پاتوژن نیرومندي نشان داده است

.)8(میکرورگانیسم باید لحاظ شود
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آهناهمیت5- 1

هـاي  در بسیاري از پروسه. شودها محسوب مینیاز براي باکتريترین عنصر مورد آهن که مهم

توان بـه نقـش آهـن در فتوسـنتز، تـنفس، سـیکل تـري        از آن جمله می. بیولوژیکی نقش کلیدي دارد

اشـاره  ...وDNAمتـانوژنز، تنظـیم بیـان ژن، سـنتز    انتقال اکسـیژن، کربوکسیلیک اسید، تثبیت نیتروژن،

علـت نـامحلول بـودن در شـرایط     آهن چهارمین عنصر فراوان پوسته کره زمین است اما بـه . )11(کرد

تواننـد از آن  هـا نمـی  خنثی، قلیایی و حضور اکسـیژن، بیشـتر میکروارگانیسـم   pHفیزیولوژیک یعنی 

آهـن در شـرایط   . اسـت M18-10استفاده کنند و تحت این شرایط غلظت آهن در دسترس برابر بـا  

-هاي آبی به شکل ضعیف حل مـی هوازي بصورت پلیمر هیدروکسید فریک وجود دارد و در محلول

.)12(باشدها مطرح میي رشد براي بیشتر میکروارگانیسمعنوان فاکتور محدود کنندهلذا آهن به. شود

ها براي غلبه بر این مشکل، انـواع لیگانـدهاي آهـن بـا وزن     ها و قارچدرشرایط هوازي باکتري

کنند که با گرایش زیاد به آهن به نام سیدروفور تولید و به محیط خارج سلول ترشح میمولکولی کم 

.دهندسیدروفور را می-شوند و تشکیل کمپلکس فریکفریک متصل می

ها با تولیـد پروتئینـی   برخی از باکتري. دست آوردن آهن نیستاستفاده از سیدروفور تنها راه به

کیلودالتون، آهن مورد نیاز خود را از طریق اتصـال بـه گـروه    20حدودنام هموفور با وزن مولکولی به

کنند که در نهایـت هموفورهـاي واجـد هـم بـه وسـیله       هاي واجد هم کسب میهم آزاد و یا پروتئین

.)13(شوندداخل سلول هدایت میهاي اختصاصی غشاء خارجی گرفته و بهگیرنده

وسـیله فراینـد   ها، آهن فریک را مستقیماٌ از ترانسفرین یا لاکتـوفرین بـه  برخی دیگر از باکتري

.)14(آورنددست میمشابه به
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هوازي توسط یر انتقال آهن فرو در شرایط بیعلاوه بر مسیرهاي معمول انتقال آهن فریک، مس

گیـرد کـه از   صورت می1Feoنام این انتقال از طریق سیستمی به. گیردها مورد استفاده قرار میباکتري

.)15(تشکیل شده استFeoCو FeoA ،FeoBسه پروتئین 

ها محسوب ي رشد براي اکثر باکتريترین عنصر محدود کنندهگونه که گفته شد آهن مهمهمان

. هـا از ایـن قاعـده مسـتثنی هسـتند     هـا، بورلیـا بورگـدورفري و اسـترپتوکک    اما لاکتوباسـیل شودمی

فاقـد  کننـد و ها هیچ نیازي به آهن ندارند و معمولاً در شـرایط میکروآئروفیـل رشـد مـی    لاکتوباسیل

.)11(باشندهاي واجد هم میپروتئین

هاي واجد کند و فاقد پروتئینطور طبیعی در محیط فقر آهن رشد میبورلیا بورگدورفري نیز به

و چنـدین گونـه   باکتري اشرشـیاکلی . )16(باشدوسیله آن میهاي تنظیم شونده بهآهن و همچنین ژن

کنند که پس از اتصال به آهن فریـک و  دیگر خانواده انتروباکتریاسه، سیدروفور انتروباکتین ترشح می

عبـور  شناسایی و با 2FepAنام ي غشاء خارجی بهوسیله گیرندهسیدروفور به-تشکیل کمپلکس فریک

.شودپلاسمیک آزاد میاز غشاء خارجی در فضاي پري

پلاسـمیک  سیدروفور متصل شده و با عبور از فضـاي پـري  -کمپلکس فریکبهFepBپروتئین 

-موجود در غشاء سیتوپلاسمی تحویـل مـی  ATP-binding cassette (ABC)ي را به انتقال دهندهآن

.)17(دهد 

1 Ferrous Iron Transport
2 ferric enterobactin protein


