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بررسی شیوع ژن qnr در ایزوله های  اسینتو باکتر  بالینی  
میترا صالحی1، مهناز طبیب زاده2، محمدرضا فلاحیان3

11 استاديارٍ میکروبیولوژی،دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال.
22 کارشناس ارشد میکروبیولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال.
33 مربی میکروبیولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال.

چکیده

سابقه و هدف شیوع ژن qnr در میان ایزوله های اسینتوباکتر بالینی در سطح شهر تهران در جهت بروز مقاومت به فلوروکینولونها مورد 
بررسی قرار گرفت.

مواد و روش ها:حضور ژن qnrAبا روش PCR و حساسیت آنتی بیوتیکی 50 ایزوله بالینیاسینتوباکترنسبت به آنتی بیوتیک های خانواده 
فلوروکینولون، پیپراسیلین-تازوباکتام و کلیستین با روش آنتی بیوگرام بررسی شد.

یافته ها:74% از ایزوله های qnrمثبت دارای ژن qnrA و22% از آنها دارای ژن qnrB بودند. همچنین تمام سویه ها مقاوم به فلوروکینولون 
بودند.

نتیجه گیری:نتایج بیانگر فراوانی بالای ژن qnr در این ایزوله ها و نیز نشانگر شیوع بالاتر ژنوتیپ qnrAنسبت به ژنوتیپ qnrB می باشد.

qnrB ژنوتیپ ,qnrA ژنوتیپ ,qnr کلمات کلیدی : اسینتوباکتر, ژن
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مقدمه

عفونت  بهداشتی،  های  سیستم  ی  عمده  مشکلات  از  امروزهی کی 
های بیمارستانی است که بیش از همه در بخش های مراقبت ویژه 
به  ویژه  مراقبت  های  بخش  در  شده  بستری  بیماران  دارد.  اهمیت 
دلیل پیچیدگی مراقبت، شرایط خاص بیماران و استفاده از تجهیزات 
ها  ارگانیسم  با  عفونت  معرض  در  درمان،  طول  در  پزشکی  مختلف 
هستند. مقاومت آنتی بیوتیکیی کی از مشکلات اساسی در درمان و 
کنترل عفونت ها به ویژه در این دسته از بیماران محسوب می شود 

.)9(

روش کار

جامعه مورد بررسی و نمونه ها 

در این مطالعه50ایزوله اسینتوباکتر از نمونه های بالینی مختلف شامل 
مایع  کاتتر،  پلور،  مایع  آسیت،  مایع  زخم،  ادرار،خون،  تراشه،‌خلط، 
نخاعی،‌از بخش های مختلف بیمارستان های تهران جدا شده و مورد 

بررسی قرار گرفتند.

روش آزمایشگاهی 

نمونه های بالینی در مدت مطالعه پس از انتقال به آزمایشگاه بر روی 
محیط های BHI و مک کانکی آگار )Merck( کشت داده شد و پلیت 
ها در دمای 37 درجه سانتی گراد به مدت 24 ساعت انکوبه شدند. بعد 
از مشاهده رشد بلافاصله تست های افتراقی بر روی آنها انجام گرفت، 
به این صورت که پس از رنگ آمیزی و مشاهده کوکو باسیل های گرم 
منفی از نظر تست اکسیداز بررسی شدند. نمونه های اکسیداز منفی با 
استفاده از تست های بیوشیمیایی، مانند تست حرکت،‌تست سیترات و 
کشت بر روی محیط گلوکز Oxidation-Fermentation(OF( و رشد در 
دمای 42 درجه سانتی گراد به منظور شناسایی قطعی ایزوله ها مورد 

بررسی قرار گرفتند.

بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی نمونه ها 
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تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی با استفاده از روش آگار دیسک دیفیوژن 
انجام گردید.جهت  آگار  مولر هینتون  بر روی محیط   )Kirby-Bauer(
انجام آزمایش سوسپانسیونی از کلنی های باکتری معادل لوله 0/5 مک 
فارلند تهیه شده و پس از آغشته کردن سوآپ استریل با سوسپانسیون، 
بر روی محیط مولر هینتون آگار پخش گردید. بعد از قرار دادن دیسک 
از 24 ساعت  رشد پس  عدم  هاله  قطر  پلیت  روی  بیوتیک  آنتی  های 
و  شده  گیری  اندازه  گراد  سانتی  درجه   37 حرارت  در  انکوباسیون 
نتایج طبق دستور العمل مربوطه )طبق راهنمای CLSI( تحت عناوین 

حساس،‌نیمه حساس و مقاوم ثبت و تحلیل گردید.

آنتی  دیسک  شامل  مطالعه  این  در  بررسی  مورد  های  بیوتیک  آنتی 
افلوکساسین،  فلوروکینولون)سیپروفلوکساسین،  خانواده  های  بیوتیک 

نورفلوکساسین( پیپیراسیلین-تازوباکتام  و کلیستین بودند.

DNA استخراج

 MBST از ایزوله های بالینی ازکیت تجاری شرکت DNA جهت استخراج
مخصوص باکتری های گرم منفی طبق دستورالعمل آن  استفاده گردید. 
به منظور بررسی حضور ژن هایqnrA،qnrB روی پلاسمیدسویه های 

ایزوله شده، از کیت 

 1 نهایت  در  شد.  استفاده   Metabion شرکت  پلاسمید  استخراج 
 PCR برای واکنش DNA ماکرولیتر از سوپرناتانت به عنوان نمونه

مورد استفاده قرار گرفت.

PCR به روش qnr تکثیر ژن های

مواد Mixمورد استفاده در PCR شامل dNTPs، بافر 10X PCR،آنزیم 
به  اسینتوباکتر   های  ایزوله    DNA Taq DNA polymerase،نمونه 

همراه پرایمر های مربوط به ژنهای qnrB، qnrA در جدول شماره 1 
آورده شده اند. برنامه دستگاه ترموسایکلر برای شناسایی ژن qnrA و 

qnrBدر جدول شماره 2 آمده است .

جدول1- توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت تعیین حضور ژن های 
qnrA/B

’3_’5 Sequences

ATTTCTCACGCCAGGATTTG
qnr A

Right Primer

GATCGGCAAAGGTTAGGTCALeft Primer

GATCGTGAAAGCCAGAAAGGqnr BRight Primer

ACGATGCCTGGTAGTTGTCCLeft Primer

جدول  2  -برنامه دما، زمان و چرخه ترموسایکلر با استفاده از جفت پرایمر های 

qnrA/qnrB

نگهداری مرحله

پایانی

ساخت 

پایانی

تعداد 

سیکل

واسرشت واسرشتاتصالساخت
اولیه

دما 
)0C(

472
30

72589595

min10min1s30min1min1-زمان

یافته ها 

در این تحقیق 50 ایزوله اسینتو باکتر جمع آوری و نخست به وسیله 
به  بیوتیک  آنتی  تایید شدند. تست حساسیت  بیوشیمیایی  روش های 
افلوکساسین،  سیپروفلوکساسین،  برایدیسکهای  دیفیوژن  دیسک  روش 
قرار  بررسی  مورد  کلیستین  و  پیپیراسیلین-تازوباکتام  نورفلوکساسین، 

گرفت.

خانواده  های  بیوتیک  آنتی  qnrبه  ژن  مقاومتی  مکانیسم  دلیل  به 
gµبیوتیک پودری سیپروفلوکساسین در غلظتهای آنتی  فلوروکینولون 
gµ70،gµ60،gµ50،gµ40،gµ30،gµ20،gµ10،5 هم تهیه شد و مورد 
بررسی قرار گرفت. نتایج آزمایش در جدول 3 نشان داده شده است. در 
شکل 1 نمونه ای از پلیت حاوی دیسک سیپروفلوکساسین در غلظت 

های مختلف نیز نشان داده شده است.

جدول -3 مقاومت آنتی بیوتیکی سویه های جدا شده از عفونت های 
بیمارستانی 

شکل 1. نمونه ای از پلیت حاوی نمونه

درصد حضور ژن qnrدر سویه های بالینی مقاوم به سیپروفلوکساسین 
برای ژن 37n(%qnrA74=( و برای ژن qnrB%22)11n=(  می باشد 

)شکل 3و 2( . 
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 qnrA ژن  تکثیر  جدول4-3  پرایمرهای  از  استفاده  با   PCR:2 شکل 

انجام گرفت و محصولbp 516 به دست آمد.

شکلPCR:3با استفاده از پرایمرهای جدول3-4 تکثیر ژن qnrB انجام 
گرفت و محصولbp416  به دست آمد.

بحث

های  عفونت  درمان  در  رایج  های  بیوتیک  آنتی  از  ها  فلوروکینولون 
مربوط  که  هایی  مکانیسم  مکانیسمی ا  باید  و  باشند  می  بیمارستانی 
فلوروکینولون ها است،  شناخته  به خانواده ی  باکتری ها  به مقاومت 
آنتی  از  بالایی  قادرند در حضور غلظت های  ها  باکتری  این  زیرا  شود 
کنند.    رشد  سیپروفلوکساسین  جمله  از  فلوروکینولون  های  بیوتیک 
مکانیسم های متعددی وجود دارد که باعث مقاومت این باکتری ها به 
فلوروکینولون ها می شود.ی کی از این مکانیسم های مقاومت به آنتی 

بیوتیک های خانواده فلوروکینولون حضور ژن qnrمی باشد.

در تحقیق حاضر مقاومت سویه های اسینتوباکتر  جدا شده از عفونت 
های بیمارستانی در برابر آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین بررسی شدند. 
سیپروفلوکساسین  به  کاملًا  ها  نمونه   ٪100 آمده  دست  به  نتایج  از 

مقاومت نشان دادند.

در مطالعه ی حسينی جزنی و همکارانش در پاييز 1388در جهرم به 
ميزان مقاومت اسنيتوباکترهای جداشده از زخم های سوختگی نسبت 
درمان  در  مطرح  های  بيوتيک  آنتی  از  برخی  و  سيپروفلوکساسين  به 
کليه  که  نشان  وی  تحقیقات  نتایج  است.  شده  پرداخته  اسينتوباکتر 
سيپروفلوکساسين  بيوتيک  آنتی  به  نسبت  بررسی  تحت  های  ايزوله 
مقاوم بودند( 2(.مقایسه ی تحقیق حاضر با نتایج حسینی جزنی کاملًا 

مطابقت دارد.

کشور  در   2010 درسال  که  همکارانش  Yu-Chi Linو  ی  مطالعه  در 
نتیجه رسیدند که 85٪ اسينتوباکتر هامقاوم  این  به  انجام شد،  تایوان 
 Ser 83 موتاسیون  حاوی  آنها  ی  همه  و  هستند  فلوروکینولون  به 
LeuGyrAبودند و موتاسیون های ناحیه یGyrAدراسينتوباکترها با 

مقاومت به سیپروفلوکساسین و لووفلوکساسین نقش دارد( 15(.

از  رای کی   Ser 83 LeuGyrA موتاسیون  گزارشات  از  دربسیاری   
عوامل مقاومت نسبت به فلوروکینولون ها ذکر می کنند. این موتاسیون 
در مقاومت باکتری ها به فلوروکینولون ها نقش دارد و قابل توجه است 
که ژن qnr نیز کهی کی دیگر از عوامل مقاومت به این آنتی بیوتیک 
 invitro در  شرایط   IVوتوپوایزومراز DNAژیراز  فعالیت   از      و است 
بررسی  جدید  مقاومت  که  است  ذکر  قابل  البته   . کند  می  جلوگیری 
پلاسمیدهای حاوی ژن های مقاومت به آنتی بیوتیک ها را می پردازد 

که ژن qnr به عنوانی کی از ژن های پلاسمیدی است.

که  گفت  توان  می  و  شد  qnrAبررسی  ژن  حاضر  مطالعه  در 
 GyrA- Ser83Leu مابقیاسينتوباکترها ممکن است حاوی موتاسیون

باشند که از این طریق به سیپروفلوکساسین مقاوم شده اند.

درسال  که  و همکارانش  اسداللهی  پریسا  مطالعه ی  در  دیگر  از طرف 
1389در شهر ایلام انجام شد به مقاومت  چند دارویی اسينتوباکترها 
اشاره شده است در این مقاله نیز حضور ژن مقاومت GyrA که عامل 

مقاومت به فلوروکینولون ها است بررسی شده است )6(.

گرفت  انجام   2007 سال  در   Touati توسط  گرفته  صورت  بررسی  در 
بومانی مقاومت چند  اسینتوباکتر  ایزوله  و   انتروباکترکوآکله  ایزوله    2
دارویی به بتالاکتام ها  و فلوروکینولون ها نشان دادند. ایزوله انتروباکتر 
حامل ژن qnrB بود و اسینتوباکتر بومانی حامل ژن qnrA بودند )11( 

.

در مطالعه حاضر بر روی ایزوله های اسینتوباکتر37n(%74=( از ایزوله 
ها حاوی ژن qnrAوn 11 )%22=( از ایزوله ها حاوی ژن qnrBبودند.  

در مطالعه ای که در سال 2009 توسط Yang و همکارانش انجام گرفت 
میزان شیوع ژن qnrBدر میان 115 ایزوله اسینتوباکتر بومانی بررسی 
شد. از این میان 2 ایزوله )1/74٪( برای این ژن مثبت بودند.ی کی از 
ایزوله ها به هر 4 آنتی بیوتیک از گروه کینولونها مقاوم بود.  ایزوله دیگر 
دارای مقاومت متوسط به لوفلوکساسین و موکسی فلوکساسین بود و به 
آنتی بوتیک های سیپروفلوکساسین و لومفلوکساسین مقاوم بودند.  لازم 
ESBL مثبت به دلیل تولید همزمان qnr به ذکر است که سویه های

ها MDRبودند(14(.

درتحقیق زهرا هاشمی زاده و همکارانش در سال  1389در شهر شیراز 
انجام شد و از میان 147 سویهاسينتوباکتر بیشترین مقاومت را نسبت به 

516bp

 600b
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 416bp 
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آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین )87٪(، گزارش کردند)5(.

کلیستین )پلی میکسین E( و پلی میکسین B آنتی بیوتیک های پلی 
باکتری  سلولی  غشای  باتخریب  که  باشند،  می  باکتریوسیدال  پپتیدی 
های گرم منفی آنها را می کشند. این داروها در درمان باسیل های گرم 
منفی مقاوم به چند دارو به خصوص سودوموناس آئروجینوزا در بیماران 
سیستیک فیبروزیسی ا برونشکتازی نقش مهمی دارند. در استفاده از 
این داروها باید محتاطانه رفتار کرد زیرا درمان وریدی این داروها موجب 

نوروتوکسیسیته و نفروتوکسیسیته می شود)8(.

در مطالعه ای که توسط Ayan و همکارانش در سال 2003 انجام گرفته 
است، مشخص گردید که از52 اسينتوباکترمورد مطالعه همه ایزوله ها 
به پیپیراسیلین –تازوباکتام مقاوم بودند و 8٪ آنها به سیپروفلوکساسین 

مقاوم بودند(.7 )

بر روی  Wang و همکارانش در سال 2003  در مطالعه ای که توسط 
انجام   ICU بخش  در  دارو  به  اسينتوباکترمقاوم  از  ناشی  های  اپیدمی 
و  سیپروفلوکساسین  به  ها  سویه  تمام  که  گردید  مشخص  گرفت 
پیپیراسیلین- تازوباکتام مقاوم و به پلی میکسینB  حساس بودند )12(.

در مطالعه ی دکتر نور خدا صادقی فرد و همکارانش در ایلام انجام شد 
و در سال 1385 به چاپ رسید. اعلام کردند که تمام 66 ایزوله های 

بالینی اسینتوباکتر  به کلیستین حساس می باشند)3(.

های  ایزوله  داشته  مطابقت  دیگران  مطالعات  با  حاضر  تحقیق  نتایج 
های  بیوتیک  آنتی  به  همگی  مطالعه  این  در  شده  اسينتوباکتربررسی 
پیپیراسیلین-تازوباکتام و کلیستین  به ترتیب مقاوم و حساس بودند.  
درصد مقاومت اسينتوباکترنسبت به سیپروفلوکساسین افزایشی افته و 
این نشان دهنده ی افزایش شیوع پلاسمید حاوی  ژن qnr بین سویه 
های این باکتری می باشد. افزایش شیوع ژن qnrمیان این باکتری ها 
باعث بالا رفتن مقاومت به آنتی بیوتیک ها شده و اینی افته ها بیانگر 
آنتی  عوامل  کارگیری  به  و  بیوتیکی  آنتی  درمان  در  بازنگری  ضرورت 
از این باکتری را روشن  بیوتیکی جدید در درمان عفونت های حاصل 

می سازد..

نتیجه گیری

 با توجه به این رموضوع که مقاومت به آنتی بیوتیک های فلورکینولونی 
با حضور ژنqnrمرتبط است و  فراوانی بالای ژن qnr در ایزوله های 
اسینتوباکتر و شیوع بالاتر ژنوتیپ qnrAنسبت به ژنوتیپ qnrB، در 
نمونه های مورد مطالعه دیده شد باید در میزان مصرف آنتی بیوتیک 
های فلوروکینولون در درمان عفونت های مرتبط با این باکتری احتیاط 

کرد.

سپاسگزاري

براي  پرند  واحد  اسلامي  آزاد  دانشگاه  فنآوري  و  تحقيقات  معاونت  از   
تأمين منابع مالي اين پروژه تشكر و قدرداني ميشود.
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