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   ازجدا شده E.coli هاي در ایزولهه سیپروفلوکساسین  مقاومت بqnrبررسی فراوانی ژن هاي 
  میلاد تهران بیمارستان امام خمینی ایلام و نمونه بالینی 

  
  1اعظم حدادي ،1بهمن تبرائی ،2ایرج پاکزاد ،1ندا منصوري جمشیدي

  
  ، کرج واحد کرج،د اسلامیدانشگاه آزاگروه میکروبیولوژي ،  دانشکده علوم پایه،  ) 1

  ایلام، دانشگاه علوم پزشکی ایلام،  دانشکده پزشکی،بالینی گروه میکروب شناسی) 2
  

         
  14/6/1392:       تاریخ پذیرش       21/2/1392: تاریخ دریافت

  
  
  
  
  
  
  
   

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   

  ، مقاومتE.coli، کینولونفلوکساسین ، :لیدي ه هاي کواژ   
  
  

                                                             
 دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرج، کرجگروه میکروبیولوژي ،  دانشکده علوم پایه :نویسنده مسئول  ،  

          Email   : mansouri_jamshidi@yahoo.com    

  :چکیده
 هدف از این مطالعه تعیین الگوي .باعث افزایش مقاومت به آن شده استسیپروفلوکساسین استفاده وسیع از : مقدمه

  . بودqnr ی ژن هايوتعیین فراوان E.coliمقاومت به سیپروفلوکساسین در باکتري 
. تهران جمع آوري شد میلاد ایلام و بیمارستانهاي امام خمینی از E.coli نمونه بالینی  150 :مواد وروش ها    

  اختصاصیهاي استفاده از پرایمراب سپس . روش دیسک دیفیوژن انجام شد سیپروفلوکساسین بهآنتی بیوتیکبه حساسیت 
هاي با استفاده از دیسک هاي ترکیبی وجود آنزیم. شد  بررسیPCRه روش  بqnrS و qnrA ،qnrB ژن هاي حضور 

ESBLبصورت فنوتیپی  مورد بررسی قرار گرفت  .  
 106. به سیپروفلوکساسین مقاوم بودند)  درصد46( نمونه  69 نمونه ي مورد بررسی 150از : ي پژوهشیافته ها     

 و qnrA ،qnrBفراوانی مربوط به ژن هاي . ها مقاومت نشان دادند حداقل به یکی از کینولون E.coli%) 6/70(نمونه 
qnrS حاوي هر سه ژن %) 1/10( نمونه 7. بود%) 9/28 (20و %) 5/56 (39، %)8/31 (22 به ترتیبqnrA ،qnrB و 
qnrS9/28 (20. بودند (% نمونه داراي دو ژن qnrAو qnrB ،11)9/15 (% نمونه داراي دو ژن qnrB و qnrS 8 و 

 74  مثبت و  ESBL%)7/50( نمونه E.coli ،76 نمونه 150از .  بودندqnrS وqnrAنمونه داراي دو ژن  %) 5/11(
  . منفی بودندESBL%) 3/49(نمونه 
 در ایزوله هاي qnrS و qnrA ،qnrB ژن هاي نشان داد که فراوانی  نتایج این مطالعه :نتیجه گیريبحث و      

E.coliسین جدا شده از  نمونه هاي بیمارستانهاي ایلام و تهران بالا می باشد مقاوم به سیپروفلوکسا  
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 ایرج پاکزاد و همکاران-...E.coliدر ایزوله هاي پروفلوکساسین  مقاومت به سیqnrبررسی فراوانی ژن هاي 

 ١٧

  مقدمه
 از عوامل مهم عفونت )E.coli ( کلايياباکتري       

 که در ایجاد عفونت در قسمت  استهاي بیمارستانی
تگاه ادراري بدن مثل آپاندیس، دسهاي مختلف 

 زخم ها جراحات و کیسه صفرا، پرده صفاق، تناسلی،
 به ظهور مقاومت هاي آنتی بیوتیکی .)3-1(نقش دارد

در میان باسیل هاي گرم منفی باعث کینولون ها 
دمندي این آنتی بیوتیک ها می محدودیت کاربرد و سو

در بین کینولون ها سیپروفلوکساسین  .)5, 4(شود
بیشترین تأثیر را بعنوان آنتی بیوتیک نسل دوم 
 فلوروکینولون ها بر ضد گرم منفی و گرم مثبت ها

ریق  مهار آنزیم طسیپروفلوکساسین از  .)۶(دارد
DNAدر باکتري هاي گرم منفی وتوپوایزومراز یراز ج 

IV بازسازي ، ترجمه و  از،در باکتري هاي گرم مثبت 
 .)8, 7(ند می ک باکتري جلوگیري DNAترمیم  

 DNAمقاومت به کینولون ها به واسطه موتاسیون در 
 .)9(وابسته به کروموزوم می باشد Aزیر واحد یراز ج

 بوده و اغلب یک آنزیم تترامریک IVتوپوایزومراز 
در . است ParE زیرواحد 2 و ParCزیر واحد 2شامل 

 یک هدف ثانویه IVتوپوایزومراز  باکتري گرم منفی،
مسئول مقاومت qnr ژن هاي .)10(براي کینولون است

این آنتی  اثر مهاري ازبوده و  به کینولونها پلاسمیدي
 IVجیراز و توپوایزومراز  DNAآنزیم هاي بیوتیکها بر 

 .)13-11(جلوگیري می کند

ي ا 1392ال در ساران همک  و هاشمیدر تحقیق      
جدا شده از  به سیپروفلوکساسیون  مقاوميکلا

به ترتیب  جامعه و ها بیمارستاندرعفونتهاي اکتسابی 
 و  Sayed .)14( گزارش گردید درصد 4 و  9/35

عمان   در 2009ا  ت 2008همکارانش در بین سال هاي 
 را  کلاييا در سیپروفلوکساسین  بهمقاومتفراوانی  ،

 در مطالعه اي دیگر .)15(گزارش نمودند 02/27%
Colodner    ي به  کلايمقاومت ا 2008 در سال

 Santiso . )16(گزارش کرد% 50روفلوکساسین را سیپ
 ي ابالینیگونه  95از  2009و همکارانش در سال 

%) 9/77( ایزوله مقاوم به سیپروفلوکساسین 74,کلاي 
   را %) 1/22( سینسیپروفلوکسا گونه حساس به 21و 

 Zhou در مطالعه اي که توسط .)17(مشاهده کردند
 انجام  در چین2002-2005وهمکارانش در سالهاي 

 514 در qnrS وqnrB, qnrA  ژن هاي فراوانی دادند،
%) 2/1( 6 ,%) 4/0(2ترتیبه  ب راياي کلاایزوله 

هدف از این مطالعه  .)18( گزارش کردند%)7/2(14و
 ,qnrBبررسی فراوانی ژن هاي مقاومت به کینولون ها 

qnrAو qnrSاي  (کلاي  در ایزوله هاي اشرشیا
عفونت هاي جدا شده از منفی  مثبت وESBL  )لايک

 بیمارستان امام خمینی ایلام و میلاد تهران دربالینی 
  .بود

  مواد و روش ها
 کلاي از ينمونه ا 150در یک مطالعه مقطعی        

عفونت هاي بیمارستانی بیمارستان هاي امام خمینی 
. جمع آوري گردید 1390طی سال ایلام ومیلاد تهران 

 C° دمايدر  و %15وله هاي تایید شده در گلیسرول ایز

مقاومت آنتی بیوتیکی الگوي . ند نگهداري گردید -80
سک دیفیوژن ـروش دی هکلاي بي اایزوله هاي 

نتی بیوتیکی شامل  دیسک آ4، نسبت به بائر -کربی
 کلرامفنیکل و افلوکساسین، سیپروفلوکساسین،
نتایج آنتی .  گردیدانجام )HiMedia( نالدیکسیک اسید

 ساعت 24بیوگرام هر یک از نمونه ها پس از 
 CLSI براساس جدول C 37°  دمايانکوباسیون در

ایزوله هاي  جهت شناسایی فنوتیپی .قرائت وتفسیر شد
 از روش دیسک ترکیبی ESBLتولید کننده 

 +میکروگرم 30سفوتاکسیم  میکروگرم،30سفوتاکسیم 
 30زیدیم  میکروگرم وسفتا10کلاولانیک اسید 

 10کلاولانیک + میکروگرم 30وسفتازیدیم میکروگرم 
, 13( استفاده شد) انگلستانMastشرکت (میکروگرم 

19(.  
با استفاده از روش  :PCR   و ژنومراجاستخ       

 از با استفاده .)6( استخراج گردید DNA جوشاندن
در دستگاه تکثیر ژن ها  )1جدول(پرایمرهاي اختصاصی

 سپس محصول .انجام شد )اپندروفشرکت (ترموسیکل 
PCR با   وگردیدالکتروفورز % 5/1آگارز  بر روي

   .قرار گرفتبررسی ، ژل مورد ورترانس لومیناتاستفاده از 
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  دماي آنالینگ و qnrSو qnrB, qnrA ژنهاي PCR  پرایمرهاي مورد استفاده جهت  .1جدول

 دماي  
Annealing  

 

  نام ژن 
  طول قطعه   شرکت سازنده  سکانس پرایمر

5-AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG-3  °C56 30 به مدت 
  ثانیه

  
qnrA 5-TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC-3  

 
 

CinnaGen  

  
bp 562 

  5-ATG ACG CCA TTA CTG TAT AA  - 3  °C55 30 به مدت 
  ثانیه

  
qnrB  5-GAT CGC AAT GTG TGA AGT TT -3  

  
CinnaGen 

  

  
bp 562  

5-ACG ACA TTC GTC AAC TGC AA -3  °C55 30 به مدت 
  ثانیه

  
qnrS  5- TAA ATT GGC ACC CTG TAG GC - 3  

  
CinnaGen 

  

  
bp 417  

  
  پژوهشیافته هاي 

 46( نمونه  69 نمونه ي مورد بررسی 150از         
 نمونه 106. به سیپروفلوکساسین مقاوم بودند) صددر
 کلاي حداقل به یکی از کینولون ها اي%) 6/70(

 نمونه 76نمونه اي کلاي 150از . مقاومت نشان دادند
)7/50(%ESBL نمونه 74 مثبت و )3/49 (%ESBL 

 50مثبت،  ESBL نمونه اي کلاي76 از . ندمنفی بود
 26 خمینی ایلام و از  بیمارستان امام%) 7/34(نمونه 
 74از بیمارستان میلاد تهران بودند و از %) 16(نمونه 

از بیمارستان امام %) 3/8(نمونه 14 منفی ESBLنمونه 
از بیمارستان میلاد %) 41( نمونه 60خمینی ایلام و 

 فراوانی مربوط به ژن هاي ).3و 2ولاجد (تهران بودند
qnrB, qnrA وqnrS  39، %)8/31 (22ترتیب به 

هر %) 1/10(  نمونه7.می باشند%) 9/28 (20، %)5/56(
%) 9/28(20.را داشتند qnrSو qnrB, qnrAسه ژن 

%) 9/15(11و  qnrB و qnrA نمونه داراي دو ژن
نمونه %) 5/11( 8 و qnrS  وqnrBنمونه داراي دو ژن

).1شکل(بودند qnrSو qnrAداراي دو ژن 
  
  

 و بر  ،جنسیت  کلاي جدا شده از عفونت هاي مختلف بر حسب بیمارستاناشرشیا سویه هايالگوي مقاومت کینولونی  .2جدول 
  .نتایج  دیسک آگار دیفیوژن اساس

  
  
  
  
  

  سیپروفلوکساسین نالدیکسیک اسید افلوکساسین کلرامفنیکل  جنسیت

  مرد  زن

  آنتی بیوتیک
       

  
  

 بیمارستان            
   نمونه14

)3/9(% 
   نمونه24

)16(% 
   نمونه40

)6/26(% 
   نمونه24

)16(% 
   نمونه40

)6/47(%  
   نمونه20

)3/30(%  
   ایلامامام خمینی

 

   نمونه20
)3/13(% 

   نمونه36
)24(% 

   نمونه64
)6/42(% 

   نمونه45
)30(% 

   نمونه44
)4/52(%  

   نمونه46
)7/69(%  

  تهرانمیلاد

   نمونه34
)7/22(% 

   نمونه60
)40(% 

   نمونه104
)3/69(% 

   نمونه69
)46(% 

  مونه ن84
)100(%  

   نمونه66
)100(%  

  جمع کل
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 ١٩

نتایج  اساس کلاي جدا شده از عفونت هاي مختلف بر حسب بیمارستان و بر اشرشیاسویه هاي  در ESBLالگوي . 3جدول 
  .آگار دیفیوژندیسک 

 
  
  

  
    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  C                                   A                                            B 
  

 bp 417 با طولqnrS، ژن bp562  .C  با طولQnrBژن ، bp579 .B  با طولqnrA، ژن  PCR A:الکتروفورز محصول . 1شکل 

  
    ونتیجه گیريبحث
بین در  qnrSو qnrB, qnrAهاي شیوع ژن       
 و% 5/56 ،%8/31 به ترتیب   کلاييهاي انمونه

 يا%) 6/70( نمونه 106بود که در حالت کلی % 9/28
کلاي حداقل به یکی از کینولون ها مقاومت نشان 

بر اساس نتایج حاصل از آنتی بیوگرام، نمونه  .دادند
 کلاي بیشترین مقاومت را به ترتیب نسبت به يهاي ا

%) 46( و سیپروفلوکساسین%) 3/69(نالیدیکسیک اسید 
مقاومت به افلوکساسین وکلرامفنیکل به . نشان دادند

 و همکارانColodner   .بود% 7/22و % 40ترتیب 
گزارش % 50ي به سیپروفلوکساسین را  کلايمقاومت ا

 در qnrSو qnrB, qnrAشیوع ژن هاي  .)16(نمود
 در 2002-2005وهمکارانش در سالهاي Zhou مطالعه 

% 7/2،% 2/1،% 4/0  کلايي در نمونه هاي اچین

ESBL 
 مثبت

ESBL 
 منفی

ESBL 
  
  

  میلاد تهران  امام خمینی ایلام  نمیلاد تهرا  امام خمینی ایلام  سیپروفلوکساسین             

 جمع کل

 

   نمونه50
)5/33(%  

   نمونه26
)2/24(% 

   نمونه14
)9(% 

 

   نمونه60
)3/40(% 

  ه نمون150

 حساس
  %)3/53( نمونه 40  %)6/46( نمونه  35

  %)52( نمونه75

 مقاوم
  %)9/44( نمونه 31  %)1/55( نمونه 38

  %)48( نمونه69
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گزارش شده بود که نسبت به تحقیق حاضر شیوع 
  وRobicsek .)18(کمتري را نشان می دهند

 همکارانش  در ایالت متحده امریکا بین سال  هاي
ایزوله هاي درqnrA  ژنفراوانی ، که 2004تا  1999

ي نمونه ا150از  .)1(ندود گزارش نم%4 کلاي يا
 نمونه 77 مثبت و ESBL %)7/50( نمونه 73کلاي 

)3/49 (%ESBL نمونه اکلاي73 از .بودند منفی  
ESBL ،بیمارستان امام از  %) 7/34( نمونه 50مثبت

از بیمارستان میلاد %) 16( نمونه 23خمینی ایلام و 
نمونه 18 منفی ESBL نمونه 77تهران بودند و از 

 نمونه 59از بیمارستان امام خمینی ایلام و %) 3/8(
در این مطالعه،  .از بیمارستان میلاد تهران بودند%) 41(

 %2/29الطیف نشان داد که شیوع بتالاکتامازهاي وسیع
 کلاي به ترتیب به يهاي ااز نمونه% 6/39و 

زینانی  و . سفتازیدیم و سفوتاکسیم مقاوم بودند
   ایزوله اي کلاي جدا 83 از 2012همکاران در سال 

 مثبت گزارش ESBL% 44شده از نمونه هاي بالینی 
از سویه %) 8/6( نمونه 5  در این مطالعه.)20( نمودند
 کلاي به ترتیب حامل ژن ي مثبت اESBLهاي 
این در حالی است که . بودندqnrSوqnrB, qnrAهاي

% 8/2 منفی ESBLهاي ها در بین سویهشیوع این ژن
  .بود
هاي دهد که در ایزوله نشان مینتایج این مطالعه    

هاي بالینی بیمارستان کلاي جدا شده از نمونهاشرشیا 
 qnrهاي ایلام و میلاد تهران، ژن) ره(امام خمینی 

  .نقش مهمی در بروز مقاومت به سیپروفلوکساسین دارند
  سپاسگزاري 

 خـــودرا کروقدردانیـتـــش بـمراتـــ یلهـوســــبدین     
 کیـپزش علوم گاهـدانش اوريقات و فن  ـتحقی اونتـازمع

ــلام ــه ای ــالی ایتـخاطرحمــ ب ــم مــی اعــلام م  و .داری
 ـ    ـازهمکاري آقاي دکتر رهبر تـش      مل ـکر و قـدردانی بع

  می آید
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Abstract 

 
Introduction:  Extensive use of ciproflox-
acin has been led to increased resistance to 
the antibiotic. In the current study, we so-
ught to assess the pattern of ciprofloxacin 
resistance in Escherichia coli (E. coli) and 
to determine the frequency of qnr genes. 
 
Materials & Methods: One hundred and 
fifty E. coli isolates were collected from cli-
nical samples of Imam Khomani and Milad 
hospitals in Ilam and Tehran, Iran. Suscep-
tibility to ciprofloxacin was evaluated via 
disk diffusion method. Then, polymerase 
chain reaction (PCR) procedure was perfor-
med by using of specific primers to detect 
the qnrA ،qnrB و qnrS genes.  The presence 
of ESBL enzymes was phenotypically asse-
ssed by combination disk test. 
 
Findings: Of 150 isolates, sixty nine iso-
lates (46%) were resistance to ciproflox-
acin. The frequency of qnrA ،qnrB and 
qnrS genes were 31.8% (22 isolates), 56.5% 
(39 isolates) and 28.9% (20 isolates), 

respectively. Seven isolates (10.1%) had all 
of the three genes (qnrA ،qnrB and qnrS). 
Twenty (28.9%) isolates had two of the 
genes (qnrA and qnrB), eleven (15.9%) 
isolates had another two of the genes (qnrB 
and qnrS) and eight (11.5%) isolates had 
two another genes (qnrA and qnrS). Seve-
nty-six isolates were phenotypically ESBLs 
producing and seventy-four isolates were 
phenotypically non ESBLs producing strai-
ns. 
  
Discussion & Conclusion: This study show-
ed the presence of a high frequency of the 
ciprofloxacin resistant qnrA, qnrB and qnrS 
gense in E. coli strains isolated from clinic-
al samples of Imam Khomani and Milad h-
ospitals in Ilam and Tehran. 
 
Keywords: Ciprofloxacin, quinolone, resist-
ance, E.coli  
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