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  چكيده
را دچار  ماريتواند بيدر سراسر جهان است كه در صورت عدم درمان به موقع م عيشا يهااز عفونت يكي يعفونت ادرار :سابقه و هدف

 يچالش برا كيها به كيوتيب ياست. امروزه مقاومت به آنت كيوتيب يها مصرف آنتنوع عفونت نيدرمان ا يهااز راه يكيعارضه كند. 
مقاوم به  يهااسهيدر انتروباكتر gyrAژن  راتييتغ يمطالعه بررس نيشده است. هدف از ا ليبددر سراسر جهان ت مارانيپزشكان و ب

 .بود 1394شهر تهران در سال  يمارستانهاياز ب ياز تعداد يجدا شده از عفونت ادرار ينولونيك يهاكيوتيب يآنت
شدند.  يجمع آور يادرار ياز نمونه عفونت ها اسهيخانواده انتروباكتر يها ياز باكتر هيجدا 100 ،مطالعه نيدر ا :يسروش برر

 ن،يافلوكساس ن،ينورفلوكساس ن،يپروفلوكساسيس د،ياس كيكسيدينال يهاكيوتيب يمقاومت به آنت نييها جهت تعهيجدا
قرار  يگرمورد غربال )CLSI 2014استاندارد ( يمطابق با دستور العمل ها وژنيفيد سكيبه روش د نيو لووفلوكساس نينروفلوكساسيا

  . مورد استفاده قرار گرفت نولونيمقاوم به ك يها هيدر جدا gyrAژن  راتييتغ يجهت بررس PCRواكنش  نيگرفتند. همچن
و  %35 ني، لووفلوكساس%38 نيو افلوكساس ني، نورفلوكساس%45 دياس كيكسيدي، نال%36 نيپروفلوكساسيها به سيباكتر :هايافته

  ي) دارا%55/80(  دمور 29مقاوم بودند و  هاكيوتيب يبه همه آنت يباكتر 36 ،يطور كله شان دادند. بمقاومت ن %39 نينروفلوكساسيا
 . ندبود  gyrAدر ژن  ونيموتاس

 نيكه ا بودند gyrAدر ژن جهش  يدارا نولونيمقاوم به ك اسهيانتروباكتر يهاهيمطالعه مشاهده شد كه جدا نيدر ا :يگيرنتيجه
 .ها داردهيمقاومت در جدا شيزادر اف يجهش نقش مهم

  .PCR اسه،ي، انتروباكترgyrAژن  نولون،يك ،يكيوتيب يمقاومت آنت :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
روده محسوب  يعيجزو فلور طب اسهيخانواده انتروباكتر ياعضا

عفونت  جادينقاط بدن ا ريبه محض ورود به سا يول ،شونديم
از  ياريتي بيوتيكي به بس. امروزه به دليل مقاومت آنكننديم

ها داروهاي انتخابي درمان ها، فلوروكينولونكيوتيب يآنت
ها ). كينولون1(هستند هاي ادراري ناشي از اين باكتري عفونت

                                                 
 گـروه  ،علـوم زيسـتي  دانشـكده  ،  واحـد ورامـين   ،يدانشـگاه آزاد اسـلام  تهران، : مسئولنويسنده آدرس 

  )  Email:niloofar_noorbakhsh@yahoo.com(  فاطمه نوربخش، يميكروبيولوژ
  24/7/95: تاريخ دريافت مقاله
  30/1/96 :تاريخ پذيرش مقاله

هاي وسيع الطيف هستند. اين اي از آنتي بيوتيكخانواده
هاي عوامل به عنوان داروي انتخابي اول در درمان عفونت

هاي گرم منفي هوازي از جمله شي از باكتريدستگاه ادراري نا
  ). 2- 4( گيرنداشريشيا كلي مورد استفاده قرار مي

 ريمنحصر به فرد و متفاوت با سا سميمكان ليبه دل هانولونيك
كه  يطشراي در هاو بتالاكتام دهايكوزينوگليآم ريداروها نظ

. مقاومت هستندشده باشد، قابل مصرف  جاديا ييمقاومت دارو
بر  ونيها به علت موتاسنولونيشده در برابر ك جاديا يكروبيم
عمل اين داروها مهار  كانيسماست. م ييايكروموزوم باكتر يرو
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DNA ژيراز و توپوايزومراز IV ها به طور نولوني). ك5( است
اثر  قيمهار از طر نيا ؛كننديرا مهار م DNAسنتز  ميمستق

) صورت رازيژ DNA( مآنزي – DNAمتقابل دارو بر كمپلكس 
 يهمانندساز جهيمختل شده در نت يميآنز تيو فعال رديگيم

 نولونيمقاومت به ك ي. علت اصلرديميممتوقف شده و سلول 
 يواحدها ريكد كننده ز يهاها، جهش در ژنيها در گرم منف

A و B DNA ميدو آنز ني). ا6( است زومرازيو توپوا رازيژ 
 هيها، در ناحجهش نيترهمها هستند. منولونيك يهدف اصل

مشابه  هيو ناح gyrAها در  نولونيكننده مقاومت به ك نييتع
در  gyrAفعال  گاهيجا ه،يناح نيدهد. ايرخ م parCآن در ژن 

DNA مياز عمل آنز گاهيجا نيبا اتصال به ا  نولونيو ك است 
 زين هيناح نياگر چه جهش در خارج از ا ،كنديم يريجلوگ

جدا شده  يهايباكتر تيحساس زاني). م7( گزارش شده است
است.  وتها در مناطق مختلف متفا كيوتيب يبه آنت مارانياز ب

در مناطق مختلف  يكيوتيب يآنت تيحساس ياختلاف در الگو
 يو نوع مصرف آنت زانياختلاف در م جهيتواند نتيم ايدن
 ،). هدف از مطالعه حاضر8( ها در هر منطقه باشدكيوتيب

 ينولونيك يهاكيوتيب يمقاوم به آنت  gyrAژن  وعيش يبررس
از  ياز تعداد يرارجدا شده از عفونت اد يها اسهيدر انتروباكتر

     .بود 1394شهر تهران در سال  يهامارستانيب
  

  مواد و روشها
 يهامارستانيب ينمونه مشكوك به عفونت ادرار 150تعداد
جمع  1394 ...) دراسفندنايپارس، س ،يعتي(شر تهران شهر
- هاي به دست آمده پس از كشت در محيطشد. جدايه يآور

 هاي بيوشيمياييهاي اختصاصي و افتراقي و انجام آزمون
EMB ،مكانكي آگار ،IMViC  ،SIM، TSI كشت در محيط  و

  .هويت مجدد قرار گرفتند ييناوره مورد تع
استاندارد  ونيسوسپانس يكيوتيب يآنت تيحساس نييتع يبرا

 نيآغشته به ا يليشد. سوآپ استر هيمك فارلند ته مينمعادل 
آگار كشت  نتونيمولر ه طيمح يشد و بر رو ونيسوسپانس

 سيپروفلوكساسين، يهاكيوتيب يداده شد و آنت
گرم)، كرويم 5اينروفلوكساسين ( افلوكساسين، لووفلوكساسين،

 10)، نورفلوكساسين (كروگرميم 30( اسيد يديكسيكنال
طبق  (Kirby baur) وژنيفيد سكيروش دبه  گرم)كرويم

). سپس، به 10( آن قرار گرفت يبر رو CLSI ياستاندارد جهان
  .شد يدرجه نگهدار 37ساعت در دماي  18- 24 مدت
انتخاب  gyrA در ژن ونيموتاس يمقاوم جهت بررس يهاهيجدا

كلروفورم انجام شد. جهت - شدند. استخراج ژنوم با روش فنل

 ياختصاص مريبا استفاده از پرا PCR نآزمو gyrA ژن يبررس
  صورت گرفت. توالي پرايمرهاي مورد استفاده جهت تكثير ژن

gyrA  در بازجفت  192و دستيابي به آمپليكون با اندازه 
  .آمده است 1 جدول

  
  gyrA ژن مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده در تكثير .1جدول

ACGTACTAGGCAATGACTGG F  
AGAAGTCGCCGTCGATAGAAC  R  

  
از شركت سيناژن تهيه شده و مطابق دستورالعمل  مرهايپرا

انجام  ناژنيس تيبه كمك ك PCR . واكنششدندشركت آماده 
آمده  2در جدول  ازيگرفت مواد مورد استفاده و غلظت مورد ن

  .است
  PCRمقادير مورد نيابراي  .2جدول

  مواد مورد نياز  حجم مورد استفاده
5mM  10X Buffer  
2 mM 2MgCl  
1 mM  dNTP  
) pMAs)& 10 (Ps10 (P  Primers  

0.5 mM  Taq Polymerase  
2 ml  DNA Tamplate  

11.5 m1  O (D.W)2H 
  

 )Techne, UKبا استفاده از دستگاه ترموسايكلر ( PCR واكنش
 Initial( دقيقه 5گراد درجه سانتي 55با شرايط حرارت 

denaturation يجه سانتدر 94سيكل شامل حرارت  32) و-
 گراديدرجه سانت 50)، حرارت Denaturation( قهيدق 5 گراد

 گراديدرجه سانت 72)، حرارت Annealing( قهيدق 1:30
درجه  72) و در نهايت حرارت Extension( قهيدق1:30
انجام شد. محصول  )Final extension( دقيقه 5گراد سانتي
PCR  و رنگ  درصد 1پس از الكتروفورز بر روي ژل آگاروز

-Transبا استفاده از دستگاه   Safe Stain آميزي با

illuminator مورد بررسي قرار گرفت .   
  

  هايافته
شده در  يجمع آور يمشكوك به عفونت ادرار يهانمونه
پس از  و كشت داده شدند EMB كشت بلاد آگار و طيمح

شدند  تيهو نييتع ييايميوشيب يهابا انجام تست يجداساز
مورد  5، لايمورد كلبس 32، يكل ايشيمورد اشر 60كه شامل 

  .مورد انتروباكتر بودند 3پروتئوس و 
 يبررس زولهيا 100 نيا يبرا يكيوتيبيآنت تيحساس تست
نسبت به  يمورد بررس يهايمقاومت در باكتر شد.
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، %45 دياس كيكسيدي، نال%36 نيپروفلوكساسيس
و  %35 ني، لووفلوكساس%38 نيو افلوكساس نينورفلوكساس

  ).1، نمودار 1(شكل  بود %39 نيفلوكساس نرويا
  

  
  يكيوتيب يآنت تيتست حساس جينتا. 1 شكل
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نمونه 100مقاومت در 

Series 1

  يكيوتيب يمقاومت آنت يفراوان. 1نمودار
  
آگار  وژنيفيد سكيد يحاصل از آزمون غربالگر جياساس نتا بر

، %33/38 نيفلوكساسپرويبه س يكل ايشيمقاومت اشر
 و ني، افلوكساسني، نورفلوكساس%33/48 دياس كيكسيدينال
مقاومت در  ؛%66/36 نيلووفلوكساسو ، %40 نيفلوكساس نرويا

و  ؛%5/37 كيوتيب يآنت 6 نياز ا كينسبت به هر لايكلبس
 كيكسيدينال ن،يفلوكساس پرويسنسبت مقاومت در پروتئوس  

 %40 نيفلوكساس نرويوا نيافلوكساس ن،ي، نورفلوكساسدياس
. در شدمشاهده ن نيو مقاومت نسبت به لووفلوكساس بود

  .مشاهده نشد يكيوتيب يمقاومت آن چيه  زيانتروباكتر ن
 يمقاوم به آنت زولهيا ،PCR كيمطالعه با استفاده از تكن نيا در
 كد كننده ياختصاص يمرهايبا پرا ينولونيك يهاكيوتيب

gyrA شدند. ژن كد كننده  ريتكثgyrA 192حدود  يباند 
  .كرد جاديجفت باز ا

  

 

  
  gyrA ژن ريتكث جينتا .2شكل

  
 مريبا استفاده از پرا افتهي ريمحصول تكث، PCR از انجام پس

sens و anti sens ژن  يسپس توال ؛شد يابي يتوال gyrA با ،
 تيمختلف در سا يهايباكتر يهاهيمشابه درسو يهاژن يتوال

NCBI يهايرفتند. طبق بررسقرار گ سهيمورد سنجش و مقا 
 شده منجر همشاهد يهاجهش ،مطالعه نيصورت گرفته در ا

 يدر توال رييتغ نيبنابراشد؛ ها دينوكلئوت ييبه جابه جا
 د.شويم نهيآم دياس يدر توال رييژن موجب تغ يدينوكلئوت

  بود: ريحاصل به شرح ز جهينت
نمونه  ،ياكليشياشر 2و  1مورد  بيبه ترت gyrA نمونه در

بودند  گلايش 5انتروباكتر و شماره 4سالمونلا، شماره  3شماره 
 قيتحق نيشده در ا يسوش مقاوم بررس ،1كه نمونه شماره 

 سهيسوش مقا نياست كه با ا ييهانمونه گريمورد د 4بود و 
بود  يتوال ينتهادر ا دينوكلئوت كيآن حذف  جهيكه نت ندشد
حاصل  جهينت .)2(شكل  بود 83Ser تيجهش در موقع نيكه ا

   .بود  gyrAدر ژن  83Ser) جهش PCR( يمولكول كياز تكن
  

  بحث
 يهاكيوتيب يمقاومت به آنت زانيم ،در مطالعه حاضر

  %39و  %45 بيبه ترت نيفلوكساس نرويو ا دياس كيكسيدينال
دهد. با يرا نشان م ييمقاومت بالا زانيكه م به دست آمد

 1962در سال  دياس كسكيدينال دياز زمان تول نكهيتوجه به ا
- يدهه م 7از  شيها ب نولونيخانواده ك يدارو نيبه عنوان اول

دارو در همان ابتدا در درمان  نيا نكهيا ليو به دل گذرد
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 روديانتظار م نيبنابرا ؛استفاده شده است يادرار يهاعفونت
- كيوتيب يآنت گرياز د كيوتيب يآنت نيكه مقاومت نسبت به ا

  .بالاتر باشد ينولونيخانواده ك يها
Poirel مورد از زنان سالمند  344، 2012در سال  شو همكاران

به  %23قرار دادند كه  يحاد را مورد بررس تيلونفريمبتلا به پ
مقاوم بودند كه با  نيبه افلوكساس %4/17 و دياس كيكسيدينال

ت به محاضر مقاو قيدر تحق .حاضر اختلاف دارد قيتحق
بود كه علت  %38 نيو افلوكساس %45 دياس كيكسيدينال

و  يايتوان تفاوت جغرافيحاضر را م قياختلاف با تحق
در كشور ما عنوان  كيوتيب يمصرف خودسرانه آنت نيهمچن
  ).11( كرد
 عفونت يبر رو شو همكاران يفيكه اصغر شر يقاتيتحق طبق

بر  كيوتيب يآنت 11و مقاومت  يمربوط به دستگاه ادرار يها
مقاومت  ،انجام شد اسوجيدر  ياكليشينمونه اشر 120 يرو

 نيكساسپروفلويو س %3/48 دياس كيكسيدينسبت به نال
در دارد.  ت نزديكيحاضر مطابق قيكه با تحقبود  3/28%

و مقاومت به  %3/48 يكلايشياشربه مقاومت  ضرحا قيتحق
  ).12(بود  %3/38 نيفلوكساس پرويس

و همكارانش در سال  يكه توسط نخجوان يامطالعه طبق
 يهاجدا شده از عفونت ياكليشياشر يهاهيسو يبر رو 2007

مقاومت نسبت به    زانيم ،در شهر تهران انجام شد يارراد
و  %3/49 بيبه ترت نيپروفلوكساسيو س دياس كيكسيدينال
 .حاضر مطابق است قيدست آمد كه حدودا با تحقه ب 2/40%

 دياس كيكسيديبه نالمقاومت نسبت  زيحاضر ن قيدر تحق
  ).13بود ( %36 نيپروفلوكساسيسبه و  45%%
در  شو همكاران Kmet به عمل آمده توسط قاتيتحق در

در  parC و gyrA رخ داده در ژن يهاخصوص جهش
مقاوم به  يهاهينشان داده شد كه جدا يبومان نتوباكترياس
 نيپروفلوكساسيس يبرا MIC يبا سطح بالا دياس كيكسيدينال
 در 83و  87 يجهش در كدون ها يدارا نيفلوكساس نرويا و

gyrA در 80 وكدون parC ها جهش درهيبودند و در همه جدا  
gyrA  جهش در  ،حاضر قيبا تحق سهيدر مقابود. رخ داده
 است كساني gyrA و در مورد جهش در ژن gyrA 83 كدون

)14.(  
 2014در سال  شو همكاران يليكه بهاره وك يقاتيتحق طبق

 ينيبال يهاهيجدا gyrA در ارتباط با جهش در ژن
 جهينت نيبه ا ،انجام شد نولونيمقاوم به ك ينتوباكتربومانياس
 يدارا نولونيمقاوم به ك ينتوباكتربومانياس هيند كه جداديرس

 تحاضر مطابق قيبا تحقاست كه  gyrA در ser 83جهش در 
  ).15(دارد 

در خصوص  2008ال در س شو همكاران Ozawa قاتيتحق در
جدا شده از  يها يباكتر parCو  gyrAرخ داده در  يهاجهش

 كيكسيديمقاوم به نال يهاهيكه جدا مدفوع نشان داده شد
و  نيپروفلوكساسيس يبرا MIC يبا سطح بالا دياس
 gyrAدر  83و  87جهش در كدون  يدارا نينروفلوكساسيا

 
  gyrA جهش در ژن .3شكل
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حاضر  قيتحق با سهينشد. درمقا افتي parC رد يو جهشبودند 
  . )16( است كساني gyrA 83جهش در كدون 

ها با روش يباكتر يكيوتيب يمقاومت آنت ،قيتحق نيدر ا
 Sequncingو  PCRانجام  مطالعه شد و با وژنيفيد سكيد

شد   يبررس gyrAموجود در ژن كد كننده  )ونيجهش (موتاس
در  جزبه  بود،ها در ژن ونيموتاس ،كه در آن علت مقاومت

 سميمقاومت با مكان جاديا توانديموارد كه علت آن هم م يضبع
 يهاو ژن يكيوتيب يمقاومت آنت يفراوان نيهمچن باشد. گريد

است و ممكن است به  ريمقاومت در هر منطقه و زمان متغ

 ياستفاده از دوز درمان ايو  كيوتيب يبد مصرف كردن آنت ليدل
  .باشد كيوتيب ينامناسب آنت

  
  نيقدردا و تشكر

 يمولكـول  يولـوژ يب شـگاه يآزما كاركنـان  هي ـاز كل لهيوس ـنيبد
 نيتهران كه در انجام ا يدانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشك

  .شوديم يسپاسگزار مانهيصم ،نمودند يپژوهش همكار
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