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Background: Pseudomonas aeruginosa is one of the major causes of nosocomial 
infections. The rise in antibiotic resistance among Pseudomonas aeruginosa strains has 
led to many complications in treatment processes. Among commonly used drugs, 
resistance to Fluoroquinolones is especially of much importance. In this study the 
prevalence of qnrB gene was investigated in resistant Pseudomonas aeruginosa isolates. 
This gene is responsible for the development of resistance to Fluoroquinolones. 
Material and Methods: Pseudomonas aeruginosa isolates were collected from surfaces of 
clinical centers in Tehran and identified employing selective media and biochemical tests. 
Kirby Bauer Disk diffusion method was conducted for antibiotic susceptibility testing. 
The presence of qnrB gene was examined using polymerase chain reaction (PCR). 
Results: About %40 of the collected samples harbored Pseudomonas aeruginosa strains, 
%100 of which were resistant to nalidixic acid and %96 showed resistance to norfloxacin 
and ciprofloxacin. qnrB was present in %3.3 of the isolates. 
Conclusion: Analyzing the data from present study and previous research indicates that 
the rise in resistance rate is due to the extreme usage of Fluoroquinolones in clinical 
centers, apart from other prevailing reasons of this phenomenon. 
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جدا شده از مراكز  سودوموناس آئروژينوزاهاي  در سويه qnrBبررسي شيوع ژن 
  1394درماني تهران در سال 

  
  

  1/3/97:پذيرش تاريخ؛ 19/9/96مقاله؛  دريافت تاريخ

افـزايش  . بيمارسـتاني اسـت  هـاي   سودوموناس آئروژينوزا يكي از اصلي ترين عوامل ايجاد كننـده عفونـت  : سابقه و هدف
در . درماني شده استهاي  در فرآيندهايي  سودوموناس آئروژينوزا باعث ايجاد پيچيدگيهاي  مقاومت آنتي بيوتيكي در سويه

در qnrB  اهميت ويـژه اي دارد، در ايـن مطالعـه بـه بررسـي شـيوع ژن      ها  معمول، مقاومت به فلوروكينولونهاي  بين دارو
  . اين ژن مسئول ايجاد مقاومت به فلوروكينولون هاست. سودوموناس آئروژينوزا مقاوم پرداخته شدهاي  ايزوله

بـا  . سودووناس آئروژينـوزا از سـطوح محيطـي مراكـز درمـاني در تهـران جمـع آوري شـدند        هاي  ايزوله :ها مواد و روش
نسـبت بـه آنتـي    هـا   حساسـيت ايـن سـويه   . اختصاصـي جداسـازي و خـالص شـدند    هاي  بيوشيميايي و محيطهاي  آزمون
اي پليمرازي  زنجيرههاي  واكنش qnrBجهت بررسي ژن . فلوروكينولون به روش ديسك ديفيوژن سنجيده شدهاي  بيوتيك
PCR انجام شد.  
سودوموناس آئروژينـوزا شناسـايي   هاي  به عنوان سويهجمع آوري شده از مراكز درماني، هاي  از نمونه%  40حدود  :ها يافته
بـه نوروفلوكساسـين و   %  96به ناليديكسيك اسيد، ها  ايزوله%  100تعيين الگوي مقاومت آنتي بيوتيكي نشان داد كه . شدند

  .حضور داشتندها  از نمونه%  3/3در  qnrBدارند و ژن  سيپروفلوكساسين مقاومت
بـه  هـا   نسبت بـه فلوروكينولـون  ها  نتايج مطالعه حاضر و ديگر مطالعات نشان ميدهد كه افزايش مقاومت سويه :گيري نتيجه

  .باشد مي دلايل مختلف از جمله استفاده بي رويه در مراكز كلينيكي
  

  ، فلوروكينولون هاqnrBسودوموناس آئروژينوزا، ژن : كليديكلمات 
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  مقدمه
مختلـف بـاكتري نسـبت بـه آنتـي      هـاي   امروزه مقاومت سـويه 

شود كه  مي يك مشكل سلامتي عمومي در جهان محسوبها  بيوتيك
هـاي   گـزارش . شود مي افزايش روزافزون آن در سطح جهان مشاهده

در هـا   بر پايـه شناسـايي مقاومـت بـه آنتـي بيوتيـك       مربوطه اصولاً
بيمارستاني بـوده انـد امـا در    هاي  شده در عفونت ايزولههاي  باكتري
 (MDR)مقاوم به چنـدين دارو  هاي  اخير با شناسايي سويههاي  سال

مربوطـه  هاي  به صورت گسترده در كشورهاي مختلف، گسترش ژن
مقـاوم  هـاي   سترش باكتريگ 1.از اهميت ويژه اي برخوردار شده اند

و مـدارس  هـا   ،اسـتخر هـا   عمومي از جمله بيمارسـتان هاي  در مكان
 3و2.گزارش شده است

هـا   بيماريزاي رايج عامل ايجاد انواع عفونتهاي  از ميان باكتري
توان به سودوموناس آئروژينـوزا اشـاره نمـود كـه حضـورش در       مي

باسيل گرم منفي اين . عمومي نيز بسيار گزارش شده استهاي  مكان
هاي آبي با مواد مغـذي   مانند محيط) nich(ها  هوازي در بسياري نيچ

مغذي مانند فاضلاب و بـدن انسـان   هاي  محيط فيك،وكم يا اليگوتر
يك پاتوژن شـايع دسـتگاه ادراري و    اين باكتري. قابليت رشد دارند

بيمارسـتان بـه   هـاي   در همـه دپارتمـان  . تناسلي در بيمارستان است
تواند وجود داشـته باشـد كـه در آنجـا      مي  ICUص در بخش خصو

از آنجـا كـه    4.دهد مي مربوطه را تشكيلهاي  از عفونت%  15حدود 
توانـد بـه    مـي  كم نياز براي رشد است،هاي  ياين باكتري جزو باكتر

راحتي در محيط اطراف باقي بماند و به بيماران مستعد منتقـل شـود   
فنـوتيپي  هاي  اين مسئله با روشهمين جهت سعي شده است كه  به

شيوع ناگهـاني در بيمارسـتان در   . و ژنوتيپي مورد بررسي قرار گيرد
از سـودوموناس   (MDR)مقاوم به چنـدين دارو  هاي  ارتباط با سويه

مقاومت ذاتـي   5.بسيار گزارش شده استها  آئروژينوزا در بيمارستان
بيوتيـك و   آنتـي هـاي   سودوموناس آئروژينوزا به بسياري از كـلاس 

همچنين توانايي اين باكتري بـه كسـب مقاومـت بـه تقريبـا تمـامي       
مقاومـت   6.كند مي موثر، درمان اين پاتوژن را سختهاي  بيوتيك آنتي

همچون پني سيلين ها  اين باكتري تا كنون به بسياري از آنتي بيوتيك
Gنسل اول و دوم ، تري متـوپريم، تتراسـيكلين،   هاي  ، سفالوسپورين

بـه   اين ميـان مقاومـت  ، گزارش شده استها  كلرامفنيكل و كينولون
ايـن آنتـي بيوتيـك    . توجه بسياري به خـود جلـب نمـود   ها  كينولون

هـا   شود و در برخي كشور مي ادراري مصرفهاي  معمولا در عفونت
اولين شـاخص مقـاومتش    .گردد مي اطفال نيز تجويزهاي  در عفونت

) qnrA(پنومونيه به واسطه پلاسميد در سويه كلبسيلا  1998در سال 
  7.از آمريكا گزارش شد

شـد كـه    مي گرم منفي، براي مدت طولاني تصورهاي  در باكتري
كرومـوزومي  هـاي   كـاملا توسـط موتاسـيون   هـا   مقاومت به كينولون

ژيـراز و توپـوايزومراز    DNA(كينولون هاي  كدكننده تارگتهاي  ژن
IV( هـاي   تنظيم كننده پروتئينهاي  ژندر هايي  و يا در اثر موتاسيون

نتايج تحقيقات شود اما  مي ايجاد effluxهاي  غشاي خارجي يا پمپ
مقاومـت بـه    qnrهـاي   كه پلاسميدهاي حـاوي ژن حاكي از آن بود 
پپتيدي تكراري اپنتهاي  پروتئينها  اين ژن. دهند مي كينولون را انتقال

ژيـراز و   DNAكنند كـه فعاليـت سيپروفلوكساسـين روي     مي را كد
  9و8.كند مي را بلوكه IVتوپوايزومراز 

 8-23را هـا   كينولونحداقل غلظت مهار كنندگي ها  اين شاخص
  10.نمايند مي يريژيراز جلوگ DNAكنند و از مهار  مي برابر بيشتر

 qnrA, qnrB, qnrSشـامل   qnrهـاي   سه گروه اصلي از شاخص
هـاي   بسـياري واريانـت  در سراسر جهان يافت شده اند و هستند كه 

qnr  درgene bank    در بـين آنهـا سـكانس    . ليسـت شـده انـدqnrB 
  11.فراواني بيشتري دارد

 عفـوني هـاي   يكي از نكات مورد توجه در امـر درمـان بيمـاري   
انجام تعيين مقاومت آنتي بيوتيكي است و همچنين بايد از مصـرف  

مـوثر مـانع از    پرهيز شود تا علاوه بر درمانها  بي رويه آنتي بيوتيك
  .مقاوم شودهاي  پيدايش سويه

  
  ها مواد و روش

  جمع آوري نمونه ها
نمونه از محيط مراكز درمـاني سـطح اسـتان     300 در اين مطالعه

  .تهران جمع آوري شد
  

  جداسازي
نمونه از محيط مراكز درماني سطح استان تهران بـا سـواب    300

محيط كشت  حاويهاي  جمع آوري و درون لوله مرطوب و استريل
واجد ضد قارچ سيكلو هگزيميد بـه آزمايشـگاه    BHI broth استريل
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 24بــه مــدت  C°37دانشــكده انتقــال داده شــد و درون انكوبــاتور 
  .ساعت انكوبه شد

سپس بر روي محيط كشت اختصاصي سـيتريمايد آگـار كشـت    
 24درجـه سـانتي گـراد بـه مـدت       37در دمـاي  ها  و پليت داده شد

پس از مشاهده رشد، هر تـك كلنـي كشـت و    . ساعت انكوبه شدند
باكتري و بـه دليـل از بـين    هاي  كلني نگهداري براي .خالص گرديد
 خـالص شـده در  هاي  در حين پاساژ باكتري، كلنيها  نرفتن پلاسميد

درجـه   -20درصد گليسـرول و دمـاي   20 حاوي BHI broth محيط
  .فريز شدند

  
  هاي ميكروسكوپي و ماكروسكوپي بررسي

بيوشـيميايي  هاي  مشاهده رشد، رنگ آميزي گرم و تست پس از
ــيترات، تســت    ــت، تســت س ــد تســت حرك -OF (Oxidationمانن

Fermentation) ،TSI ،MRVP   ــاي ــد در دمــ ــه  42، رشــ درجــ
گراد، توليد پيوسيانين و بوي خاص انگور به منظور شناسـايي   سانتي

  .مورد بررسي قرار گرفتها  قطعي ايزوله
  

  ها بيوتيك ها نسبت به آنتي مقاومت سويهتعيين الگوي 
تعيين حساسيت آنتي بيوتيكي با استفاده از روش آگـار ديسـك   

بر روي محيط مولر هينتـون آگـار انجـام     )Kirby-Bauer (ديفيوژن 

بـاكتري  هـاي   جهت انجام آزمـايش سوسپانسـيوني از كلنـي   . گرديد
كـردن  مك فارلند تهيـه شـده و پـس از آغشـته      5/0معادل كدورت 

سوآب استريل با سوسپانسيون، بر روي محـيط مـولر هينتـون آگـار     
آنتي بيوتيك روي پليـت  هاي  پس از قرار دادن ديسك. پخش گرديد

 37سـاعت انكوباسـيون در حـرارت     24قطر هاله عدم رشد پس از 
درجه سانتي گراد اندازه گيري و نتايج طبق دسـتور العمـل مربوطـه    

)CLSI( مه حساس و مقاوم ثبـت و تحليـل   تحت عناوين حساس،ني
  .گرديد

  
  استخراج پلاسميد

ي مقـاوم بـا اسـتفاده از كيـت     هـا  استخراج پلاسـميد از ايزولـه  
در  .طبق دستور العمل آن انجام گرديد Gene Allاستخراج پلاسميد 

بــراي  DNAمــاكروليتر از ســوپرناتانت بــه عنــوان نمونــه  1نهايــت 
  .استفاده قرار گرفت مورد (PCR)واكنش زنجيره اي پليمراز 

ــر ژن  ــه روش  qnrBتكثي ــا اســتفاده از پرايمــر (PCR)ب هــاي  ب
تگاه ترموسايكلر بـا برنامـه   در دسها  تكثير ژن) 1جدول (اختصاصي

بر روي ژل آگـارز   PCRانجام شد سپس محصول ) 2جدول(دمايي 
مـورد   الكتروفورز گرديد و بـا اسـتفاده از تـرانس لومينـاتور    %  5/1

  .گرفتبررسي قرار 

  
  qnrBمورد استفاده جهت تعيين حضور ژن هاي  توالي پرايمر: 1جدول 

PCR product 
bp  

Primer sequence
(5' ��3') 

Gene  

500  F=GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 
R=ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

qnrB 

   
  

  qnrBهاي  برنامه دما، زمان و چرخه ترموسايكلر با استفاده از جفت پرايمر :2جدول 
  تعداد سيكل  زمان )°c(دما  PCR : دماييهايچرخه

  -  ثانيه60 94  واسرشت اوليه
  45  ثانيه45 94 واسرشت

  45  ثانيه45 58 اتصال
  35  ثانيه60 72 سنتز

  -  دقيقه5 72  چرخه نهايي



 1394جدا شده از مراكز درماني تهران در سال  سودوموناس آئروژينوزاهاي  در سويه qnrBبررسي شيوع ژن      194

  196تا  190؛ 3، شماره 7دوره ؛ 1397 تابستان نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

  
  bp 500به اندازه  qnrBژن  PCRمحصول  :1شكل 

  نمونه منفي :4نمونه مثبت، شماره  :3كنترل مثبت، شماره : 2كنترل منفي، شماره : 1شماره 
  
  ها يافته

نمونه از مراكز درماني جمع آوري شد و بـه   300در اين تحقيق 
وسيله محيط كشت اختصاصي سيتريمايد آگار، رنگ آميزي گـرم و  

سـودوموناس آئروژينـوزا   هـاي   هاي بيوشـيميايي سـويه   ديگر روش
تست حساسيت آنتـي بيوتيـك بـه روش ديسـك     . جداسازي شدند

ناليديكسـيك  مورد بررسي قرار گرفت كه به ها  ديفيوژن براي ايزوله
%  96، بـــه سيپروفلوكساســـين و نوروفلوكساســـين %  100اســـيد 
 در اسـتخراج ژنـوم پلاسـميدي تمـام    . ها مقاومت نشان دادند ايزوله
و حاوي پلاسميد بودند ها  وكينولونهاي مقاوم به خانواده فلور ايزوله

ــور ژن     ــد حض ــراز درص ــره اي پليم ــنش زنجي ــام واك ــس از انج  پ

 qnrB 3/3  % 1ل شك(بود(.  
  

  گيري بحث و نتيجه
هاي  رايج در درمان عفونتهاي  از آنتي بيوتيكها  فلوروكينولون

بـه  هـا   مقاومت باكتريهاي  باشند و شناخت مكانيسم مي بيمارستاني
متعددي باعث هاي  مكانيسم. ضروري استها  خانواده فلوروكينولون
ايـن   يكـي از . شـود  مـي هـا   به فلوروكينولـون ها  مقاومت اين باكتري

هاي فلوروكينولون حضـور ژن   مقاومت به آنتي بيوتيكهاي  مكانيسم
qnr باشد مي.  

سـودوموناس آئروژينـوزا   هـاي   در تحقيق حاضر مقاومت سويه
فلوروكينولون از هاي  جدا شده از مراكز درماني در برابر آنتي بيوتيك

%  96از نتايج بدسـت آمـده   . جمله سيپروفلوكساسين بررسي شدند
ــه ــ نمون ــي بيوتيــك ه ــه آنت سيپروفلوكساســين مقاومــت  ا نســبت ب
  .دادند نشان

به ميزان مقاومت  1391در مطالعه دوستي و همكارانش در سال 
باليني نسـبت بـه سيپروفلوكساسـين و    هاي   سودوموناس آئروژينوزا

مطـرح در درمـان سـودوموناس آئروژينـوزا     هاي  برخي آنتي بيوتيك
را هـا   وي ميزان مقاومـت ايزولـه  نتايج تحقيقات . پرداخته شده است

مقايسـه تحقيـق    12.نشـان داد %  6/40نسـبت بـه سيپروفلوكساسـين    
علت افزايش فراواني مقاومـت  حاضر با نتايج دوستي مغايرت دارد، 

تـوان   مـي  را احتمـالاً  گذشتههاي  سال به سيپروفلوكساسين نسبت به
  .در نظر گرفتبيوتيك  استفاده بي رويه از اين آنتي

ــي  ــال  خلج ــي مقاومــت    2013و همكــاران در س بــه بررس
هـاي   جدا شـده از سوسـك  هاي  سودوموناسهاي  بيوتيك سويه آنتي

در جنوب غربي كشـور پرداختنـد،   ها  جمع آوري شده از بيمارستان
ــه  ــايج تحقيقــات آنهــا نشــان داد كــه تمــام ايزول ــه هــا  نت نســبت ب

نتـايج   مقايسه تحقيق حاضر بـا . 13سيپروفلوكساسين مقاومت داشتند
  .خلجي مطابقت دارد

بوده و اثر ها  مسئول مقاومت پلاسميدي به كينولون  qnrهاي  ژن
هـاي   است كه از عمـل آنـزيم  به صورتي ها  مهاري اين آنتي بيوتيك

DNA  ژيراز و توپوايزومرازIV 15و14.كند مي جلوگيري 

 PCR توسط آنـاليز مولكـولي   qnrBدر اين پژوهش حضور ژن 
  .حاوي اين ژن بودها  از سويه %3/3بررسي شد كه 
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Hong Yong  خـانواده  هـاي   ايزولـه از بـاكتري   256و همكاران
بيمارستان در چين جدا كردند ،آنـاليز الگـوي    9انتروباكترياسه را از 

بــه هــا  مقاومــت آنتــي بيــوتيكي نشــان داد كــه همــه نمونــه      
بـه روش   qnrهـاي   نر ژسيپروفلوكساسين مقاومت داشتند و حضـو 

PCR در مطالعـه حاضـر نـوع الگـوي مقاومـت آنتـي        .16يد شـد تاي
 PCRبيوتيكي به روش ديسك ديفيوژن و همچنين آنـاليز مولكـولي   

و  Hong Yong  انجام شد كه با مطالعـه  qnrB براي تاييد حضور ژن
مقـاوم  هـاي   همكاران مطابقت داشت و همچنين نتايج فراواني سويه
 Hong Yongبه سيپرو فلوكساسين در مطالعه حاضر با نتايج مطالعـه  

   .مطابقت داشت و همكاران
بر شـيوع   2015نتايج مطالعه احسان شمس و همكاران در سال 

كلبسـيلا  هاي  مقاومت كينولوني وابسته به پلاسميد در سويههاي  ژن
 حـاوي هـا   ايزولـه   46% پنوموني كه از كاشان ايران جدا شده بودند،

در . بررسـي شـد   PCRبودند كه بـا روش   qnrBپلاسميدي هاي  ژن
بـا مطالعـه شـمس و     qnrBمطالعه حاضـر بررسـي ژن پلاسـميدي    

  17.همكاران مطابقت داشت
Anna Diana Michalska   ــاران ــال و همك ــي  2013در س ط

در بـين  هـا   مطالعه اي كـه بـر روي شـيوع مقاومـت فلوروكينولـون     
سودوموناس آئروژينوزا در بيمارستان آموزشي در شـمال  هاي  سويه

 PCRايزوله كه با روش آناليز مولكولي  25داشتند، از  لهستانشرقي 
گـزارش  )  20(%نمونه  5در  qnrBمورد بررسي قرار گرفتند حضور 

  18.شده است
بر شيوع  1393نتايج مطالعات ميترا صالحي و همكاران در سال 

اسينتوباكتر باليني در سطح شهر تهران در هاي  در ميان ايزوله qnrژن 
  جهت بروز مقاومت به فلوروكينولونها مـورد بررسـي قـرار گرفـت،    

كه اين تعداد درصـد بـا    19 بودند qnrBحاوي ژن ها  از ايزوله%  22 
جدا شـده از محـيط هنـوز    هاي  نمونه. مطالعه حاضر مغايرت داشت

باليني اين پلاسميد را به وفـور  هاي  حاوي پلاسميد هستند اما نمونه
كه از محيط جدا شـده انـد احتمـال از دسـت     هايي  دارند، در نمونه

 دادن پلاسميد بالاست و يا به علت ماندن در محيط تعداد آنها پايين
  .حاوي اين ژن بودها  از سويه%  3/3آيد، كه در اين تحقيق  مي
  

  سپاسگزاري
را از معاونت تحقيقات بدينوسيله مراتب تشكر و قدرداني خود 
مين منابع أشمال براي ت -و فناوري دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران

  .داريم مالي اين پروژه اعلام مي
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