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ABSTRACT

Background: Antibiotic resistance represents a critical global concern
within the medical community, posing significant challenges in the treatment
of infections caused by drug-resistant pathogens. Over the years, broad-
spectrum fluoroquinolones have been extensively used to treat infections
caused by both Gram-positive and Gram-negative bacteria, including
Pseudomonas aeruginosa. In this study, we decided to assess the prevalence
of plasmid-mediated quinolone resistance mechanisms among clinical
isolates of P. aeruginosa in Ardabil hospitals.
Methods: We analyzed a total of 200 clinical isolates of P. aeruginosa,
collected between June 2019 and May 2023. The antibiotic resistance
profiles of these strains against various fluoroquinolone antibiotics were
determined using the disk diffusion method. Additionally, we investigated
the presence of qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, and qnrS genes through polymerase
chain reaction (PCR) analysis. Furthermore, we assessed the expression
levels of efflux pump genes and outer membrane porin genes using the
quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) in fluoroquinolone-
resistant P. aeruginosa strains.
Results: Our findings revealed that 69% of P. aeruginosa strains were
resistant to fluoroquinolones. The resistance rates for different
fluoroquinolones were as follows: ciprofloxacin 55.5%, ofloxacin 62%,
norfloxacin 53.5%, lomefloxacin 55.3%, and levofloxacin 55.5%. Notably,
78.9% of these strains exhibited multidrug resistance (MDR). Among the
qnr genes, qnrB was the most prevalent (2.9%). No other qnr genes were
identified. Interestingly, 75% of P. aeruginosa strains carrying the qnrB
gene showed overexpression of efflux pump genes, while 100% exhibited
down-regulation of the oprD gene.
Conclusion: Given the high prevalence of fluoroquinolone-resistant P.
aeruginosa clinical isolates in Ardabil hospitals and the multifactorial nature
of resistance, continuous monitoring of antibiotic resistance trends and
understanding the underlying resistance mechanisms are crucial for selecting
appropriate treatment strategies.
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Extended Abstract

Background: Pseudomonas aeruginosa is
one of the most common and important
Gram-negative opportunistic pathogens that
cause hospital infections. This bacterium is
responsible for a number of opportunistic
infections, including pneumonia, septicemia,
wound infections, and urinary tract infections.
For many years, broad-spectrum
fluoroquinolones, which target the bacterial
DNA gyrase and topoisomerase IV enzymes
and ultimately prevent nucleic acid synthesis,
have been widely used to treat infections
caused by Gram-positive and Gram-negative
bacteria, including P. aeruginosa. However,
antibiotic resistance is one of the most
important global concerns in the medical
community, which has become a great
challenge in the treatment of infections
caused by drug-resistant pathogens,
especially in hospitals. Therefore, knowledge
of drug resistance trends along with
resistance mechanisms in a specific
geographic location is necessary for treating
infections caused by drug resistant strains.
The present study aimed to determine the
prevalence of plasmid-mediated quinolone
resistance mechanism among P. aeruginosa
clinical isolates in Ardabil hospitals.
Methods: A total of 200 P. aeruginosa
clinical isolates were used, which were
collected during June 2019 and May 2023.
The antibiotic resistance pattern of these
strains to different fluoroquinolone antibiotics
(ciprofloxacin 5 μg, ofloxacin 5 μg,
norfloxacin 10 μg, lomefloxacin 10 μg, and
levofloxacin 5 μg) was determined using the
disk diffusion method. In addition, P.
aeruginosa strains resistant to at least one
antibiotic in ≥ 3 different antibiotic classes
were considered as multidrug- resistant
(MDR). The presence of qnrA, qnrB, qnrC,
qnrD, and qnrS genes were detected using the
polymerase chain reaction (PCR) method. For
this purpose, initially, genomic DNA was
extracted from fluoroquinolone-resistant
clinical strains by the boiling method and
then their quality was confirmed by nanodrop

spectrophotometer. Amplification of genes
was performed in a final volume of 15 μL (10
μL of PCR Master Mix, 3 μL of template
DNA, and 2 μL of primers (10 μmol/L)). All
PCR reactions were performed according to
the following thermal conditions: 1 cycle of
primary denaturation at 95 °C for 5 min and
30 to 34 cycles including three steps of
denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at
different temperatures for 1 min, and
extension at 72 °C for 1 min. The presence of
fluoroquinolone resistance genes was
confirmed using agarose gel electrophoresis
(1%). Furthermore, the expression rates of the
efflux pumps and outer membrane porin
genes were measured using the quantitative
reverse transcription PCR (qRT-PCR)
method among the qnr gene positive,
fluoroquinolone-resistant P. aeruginosa
clinical strains. For this purpose, total RNA
extraction was performed using TRIZol™
reagent and cDNA synthesis according to the
manufacturer's instructions. Each qRT-PCR
reaction was done in a final volume of 15 μL
containing 7 μL of SYBR Green PCR Master
Mix, 2 μL of primers (10 μmol/L), 1 μL of
cDNA, and 5 μL of diethylpyrocarbonate
(DEPC) water. The rpsL gene, as a reference
gene, and the standard strain of P. aeruginosa
(ATCC 27853), as a reference strain, were
used to calculate changes in the expression
levels of target genes using the 2-ΔΔCt method.
Results: In the current study, 102 P.
aeruginosa clinical isolates were obtained
from men (51%) and 98 isolates from women
(49%) patients. These clinical strains were
collected from Imam Khomeini (105 strains),
Alavi (55 strains), Imam Reza (25 strains), Bu
Ali and Sabalan (6 strains each), Fatemi (2
strains), and Qaem (1 strain) hospitals.
Additionally, these strains were isolated from
urine (n=90, 45%), sputum (n=55, 27.5%),
wound (n= 28, 14%), blood (n=26, 13%), and
cerebrospinal fluid (n=1, 0.5%) samples. The
prevalence of fluoroquinolone-resistant P .
aeruginosa strains was determined to be 69%.
The resistance to different fluoroquinolones
was as follows: ciprofloxacin 55.5% (111 out
of 200), ofloxacin 62% (93 out of 150),
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norfloxacin 53.5% (107 out of 200),
lomefloxacin 55.3% (57 out of 103), and
levofloxacin 55.5% (111 out of 200).
Furthermore, 78.9% (109 out of 138), 65.9%
(91 out of 138), and 15.2% (21 out of 138) of
P. aeruginosa strains resistant to
fluoroquinolones were multidrug-resistant
(MDR), extensively drug-resistant (XDR),
and pandrug-resistant (PDR), respectively.
The highest prevalence of the qnr genes was
related to qnrB (2.9%). The frequency of
qnrA, qnrC, qnrD, and qnrS genes among
clinical strains of P. aeruginosa resistant to
fluoroquinolones in the PCR method was 0%.
Additionally, 75% of P. aeruginosa strains
carrying the qnrB gene showed efflux pump
genes overexpression and 100% of them
down-regulation of the oprD gene. All P.
aeruginosa strains carrying the qnrB gene

showed resistance to the ciprofloxacin,
ofloxacin, norfloxacin, lomefloxacin, and
levofloxacin antibiotics. These strains also
showed mutations in GyrA (Thr83Ile and
Asp87Asn) and ParC (Ser87Leu and
Ser87Trp) subunits of bacterial enzymes
involved in nucleic acid synthesis.
Conclusion: The results of the present study
highlight two important points: 1) resistance
of clinical isolates of P. aeruginosa to
fluoroquinolones was high in Ardabil
hospitals, and 2) fluoroquinolone resistance
was multifactorial. Considering the
continuous change of the antibiotic resistance
patterns in each region, constant monitoring
of the drug resistance trend along with the
involved resistance mechanisms are necessary
to choose the most appropriate treatment
options.
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مقاله اصیل

هاي بالینی اي مقاومت به کینولون با واسطه پلاسمید در سویههشیوع ژن
سودوموناس آئروژینوزا در شمال غرب ایران
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چکیده
هاي جهانی در پزشکی اسـت کـه بصـورت یـک چـالش بـزرگ در       بیوتیکی یکی از مهمترین نگرانیمقاومت آنتی:زمینه و هدف
الطیـف  هـاي وسـیع  هاي مقاوم به دارو تبدیل شده است. براي سالیان طولانی، فلوروکینولـون هاي ناشی از پاتوژندرمان عفونت

هاي گرم مثبت و گرم منفی، از جمله سودوموناس آئروژینوزا، استفاده اي ناشی از باکتريهطور گسترده براي درمان عفونتبه
هـاي بـالینی   شوند. مطالعه حاضر با هدف تعیین میزان شیوع و مکانیسم مقاومت به کینولون بـا واسـطه پلاسـمید در ایزولـه    می

هاي اردبیل انجام شد.سودوموناس آئروژینوزا در بیمارستان
1402تا اردیبهشت 1398ي بالینی سودوموناس آئروژینوزا استفاده شد که طی خرداد ایزوله200در این مطالعه از روش کار:

بـا اسـتفاده از روش   فلوروکینولون هاي مختلفآنتی بیوتیکها بهبیوتیکی این سویهآوري شده بودند. الگوي مقاومت آنتیجمع
)، و بیانPCR(اي پلیمرازبا روش واکنش زنجیرهqnrSو qnrA ،qnrB ،qnrC ،qnrDهاي دیسک دیفیوژن تعیین شد. حضور ژن

در میـان  )،qRT-PCRرونویسـی معکـوس کمـی (   PCRپورین غشاي خـارجی، بـا روش   هاي ایفلاکس و پمپهاي کدکنندهژن
شد.بررسیها مقاوم به فلوروکینولونسودوموناس آئروژینوزاهاي بالینیسویه
تعیـین شـد. میـزان مقاومـت بـه      درصـد 69هـا  مقـاوم بـه فلوروکینولـون   سودوموناس آئروژینـوزا  هاي یوع سویهشها:یافته
ــر بــود: سیپروفلوکساســین  بیوتیــکآنتــی ــه شــرح زی درصــد،62درصــد، افلوکساســین 5/55هــاي مختلــف فلوروکینولــون ب

ها درصد از این سویه9/78درصد. همچنین، 5/55لووفلوکساسین و درصد، 3/55درصد، لومفلوکساسین 5/53نورفلوکساسین 
هاي دیگر شناسایی نشدند. درصد). ژن9/2بود (qnrBمربوط به qnrهاي بالاترین شیوع ژن) بودند.MDRمقاوم به چند دارو (

هـاي  مـپ ي پهاي کدکننـده افزایش بیان در ژنqnrBهاي سودوموناس آئروژینوزا حامل ژن سویهدرصد از 75علاوه بر این، 
را نشان دادند.OprDپورینها کاهش بیان در ژن درصد آن100ایفلاکس و 

هـاي  ها در بیمارسـتان هاي بالینی سودوموناس آئروژینوزا نسبت به فلوروکینولونبا توجه به مقاومت بالاي ایزولهگیري:نتیجه
هاي دخیـل در مقاومـت   یوتیکی به همراه مکانیسمباردبیل و چندفاکتوري بودن مقاومت، نظارت مستمر بر روند مقاومت آنتی

هاي درمانی ضروري هستند.ترین گزینهبراي انتخاب مناسب
، پلاسمید، مقاومتسودوموناس آئروژینوزا، فلوروکینولوني:کلیدي هاواژه
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قدمهم
ــوزا ــودوموناس آئروژینـ ــایعترین و 1سـ ــی از شـ یکـ

طلب گرم منفی است که هاي فرصتمهمترین پاتوژن
شـود. ایـن بـاکتري    اي بیمارستانی مـی هباعث عفونت

طلـب از جملـه   هاي فرصـت مسئول تعدادي از عفونت
و عفونت مجـاري  ،پنومونی، سپتی سمی، عفونت زخم

بیوتیکی ناشـی از  فشار آنتیاما .]4-1[باشد ادراري می
ها منجر به رشـد سـریع مقاومـت    رویه آنمصرف بی

اکتسـابی  ذاتی، مقاومتباکتریایی شده است که بدلیل 
ســودوموناس آئروژینــوزا بــه بســیاري از و انطبــاقی

هـاي  ها است. این مقاومت دارویی گزینـه بیوتیکآنتی
طلـب ناشـی از ایـن    هاي فرصـت درمانی علیه عفونت

-1[بیوتیک محدود کرده است باکتري را به چند آنتی
ها یکی از ها، فلوروکینولونبیوتیک. در میان این آنتی]4

ــرین  ــر داروهــاي ضــدرایجت ــی مــؤثر در براب میکروب
ــت ــوب   عفون ــوزا محس ــودوموناس آئروژین ــاي س ه

ژیـراز و  DNAهـاي باکتریـایی   شـوند کـه آنـزیم   می
را هـدف قـرار داده و در نهایــت از   IVتوپـوایزومراز  

. ایـن  ]3[آورنـد  سنتز اسید نوکلئیک ممانعت بعمل می
الطیـف از اواخـر دهـه    هاي قـوي و وسـیع  بیوتیکآنتی

هـاي گـرم   به دلیل اثربخشی در برابـر بـاکتري  1980
طور گسترده در پزشکی انسـانی  مثبت و گرم منفی به
هـاي شـدید یـا مقـاوم و نیـز در      براي درمان عفونت

. متأسفانه، ]5[اند دامپزشکی مورد استفاده قرار گرفته
ــال ــد از   در سـ ــیش از حـ ــتفاده بـ ــر، اسـ ــاي اخیـ هـ

جـر بـه افـزایش    پزشکی منه ها در حوزفلوروکینولون
هـا و ایجـاد یـک    بیوتیکمقاومت باکتریایی به این آنتی
هـاي میکروبـی عفونـت  چالش بزرگ در درمـان ضـد  

سودوموناس آئروژینوزا شده است. از اینرو، نظـارت  
مسـتمر بــر رونــد حساســیت/مقاومت دارویــی بــراي  

میکروبــی مــوثر در درمــان   انتخــاب عوامــل ضــد  
این باکتري بسیار مهم هاي بیمارستانی ناشی ازعفونت

.]6[است 

1 Pseudomonas aeruginosa

تحقیقات علمی نشان داده است مقاومت سودوموناس 
ها چنـدفاکتوري بـوده و   آئروژینوزا به فلوروکینولون

) 1تواند مرتبط با یک یا ترکیبی از موارد زیر باشد: می
) و gyrAژیـراز ( DNAهاي اي در ژنهاي نقطهجهش

ــوایزومراز  ــور IV)parC) (2QRDR ،(2توپــ ) حضــ
3پلاسمیدي قابل انتقال مقاومـت بـه کینولـون   هايژن

)PMQR( ،3بیــان ه کننــدهــاي تنظــیم) جهــش در ژن
هاي غشـاي  ) کاهش بیان پورین4هاي ایفلاکس، و پمپ

اي هـاي نقطـه  . در مطالعه قبلی، ما جهش]5، 3[خارجی 
ــور و نقــش آنparCو gyrAهــاي در ژن هــا در ظه
ــویه ــايس ــودوموناس ه ــوزاس ــه  آئروژین ــاوم ب مق

هاي اردبیل را بررسـی  ها در بیمارستانفلوروکینولون
هـاي  ژنه . با این وجود، مقاومت بـا واسـط  ]3[کردیم 

عنوان یک مکانیسم رایـج در  هم بهPMQRپلاسمیدي 
هـا در بـین   ایجاد مقاومـت نسـبت بـه فلوروکینولـون    

شـود.  هـاي گـرم منفـی در نظـر گرفتـه مـی      باسیل
PMQRبـر روي یـک   1998ي اولـین بـار در سـال    برا

پلاسمید در ایزوله بالینی کلبسیلا پنومونیه گزارش شد 
هـا  . تاکنون، سه مکانیسم مقاومت به فلوروکینولون]7[

شناسـایی شـده   PMQRهاي پلاسـمیدي  با واسطه ژن
ــد از: ژن  ــه عبارتنـ ــت کـ ــاي اسـ ــده qnrهـ (کدکننـ

-aac(6')ز )، آنزیم اسـتیل ترانسـفرا  Qnrهاي پروتئین
Ib-cr     ــه ــت ب ــل در مقاوم ــزیم دخی ــانتی از آن ، واری

هــاي ایفلاکــس پلاســمیدي آمینوگلیکوزیــدها، و پمــپ
هاي حاصل از آنالیز . داده]OqxAB]7و QepAمانند 

دهـد کـه مقاومـت    نشـان مـی  Qnrساختاري پروتئین 
Qnrهـا بـا اتصـال پـروتئین     باکتري به فلوروکینولـون 

هاي توپوایزومراز و تداخل فیزیکی باکتریایی به آنزیم
شـود ها حاصل مـی بیوتیک به این آنزیمدر اتصال آنتی

هاي هاي ایفلاکس پلاسمیدي، سیستم. علاوه بر پمپ]5[
ایفلاکس کرومـوزومی نیـز قـادر بـه برداشـت فعـال       

هــا و ســایر داروهــا از ســلول بــاکتري فلوروکینولــون
که منجر بـه  هایی . لازم به ذکر است، جهش]5[هستند 

2 Quinolone Resistance Determining Region
3 Plasmid-mediated Quinolone Resistance
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هـاي پـورین در غشـاي خـارجی     کاهش بیان پـروتئین 
شـوند، حـداقل غلظـت    هـاي گـرم منفـی مـی    باکتري
هـا و سـایر داروهـا را    ) فلوروکینولـون MIC(1مهاري

.]5[دهند افزایش می
هــاي پلاســمیدي اطلاعــات کمــی در مــورد شــیوع ژن

PMQR  ــودوموناس ــالینی س ــاي ب ــه ه ــین ایزول در ب
در سراسـر  هـا اوم بـه فلوروکینولـون  مق ـآئروژینوزا

. بـا توجـه بـه    ]7[جهان، به ویژه در ایران، وجـود دارد  
PMQRهاي مقاومت فلوروکینولونی قرار گرفتن ژن

هاي مقاومت دارویی روي پلاسمید و اهمیت انتقال ژن
ها از طریـق عوامـل ژنتیکـی متحـرك و از     بین باکتري

هـاي  مارسـتان هـا در بی آنجائیکه تاکنون شیوع ایـن ژن 
اردبیل بررسی نشده است، مطالعـه حاضـر بـا هـدف     

و ،qnrA ،qnrB ،qnrC ،qnrDهـاي  بررسی شیوع ژن
qnrS  ســودوموناس  هــاي بــالینی  در میــان ســویه

ــوزا ــی آئروژین ــه آنت ــاوم ب ــکمق ــف بیوتی ــاي مختل ه
انجام شد.فلوروکینولونی

رکاروش 
میکروبیهاي بالینی و تست حساسیت ضدایزوله

بــالینی ســودوموناس ه ایزولــ200در ایــن مطالعــه از 
آئروژینوزا که از پنج بیمارسـتان وابسـته بـه دانشـگاه     

تـا اردیبهشـت   1398علوم پزشکی اردبیل، طی خرداد 
ــع1402 ــن  جم ــد. ای ــتفاده ش ــد، اس ــده بودن آوري ش
ها قبلا بر اساس آزمایشـات فنـوتیپی و ژنـوتیپی    سویه

.استاندارد شناسایی شده بودند
ــالینی بیــوتیکی ســویهپروفایــل مقاومــت آنتــی هــاي ب

هـاي مختلـف  بیوتیکآنتیسودوموناس آئروژینوزا به
ــین  ــون (سیپروفلوکساسـ ــرم، 5فلوروکینولـ میکروگـ

10نورفلوکساســــین میکروگــــرم،5افلوکساســــین
ــرم، ــین میکروگــ ــرم، 10لومفلوکساســ و میکروگــ

بـا  میکروگرم) (پادتن طـب، ایـران)   5لووفلوکساسین 
ــک دیفیــوژن   ــتفاده از روش دیس ــر اســاس  2اس و ب

1 Minimum Ihibitory Concentration
2 Disk Diffusion Method

ــتانداردهاي بـــالینی و     ــه اسـ ــتورالعمل موسسـ دسـ
هــاي ســویه. ]8[تعیــین شــد (CLSI)3آزمایشــگاهی

ــوزا  ــودوموناس آئروژین ــاومس ــک  مق ــداقل ی ــه ح ب
بیوتیکی بعنوان کلاس مختلف آنتی3≥بیوتیک در آنتی

) در نظـر گرفتـه شـدند    MDR(4مقاوم به چند دارو
روش دیسک دیفیـوژن بـر اسـاس مطالعـه قبلـی      .]1[

ــد  ــام ش ــودوموناس  ]1[انج ــتاندارد س ــویه اس و از س
عنوان کنتـرل کیفیـت   به(ATCC 27853)آئروژینوزا 

بیوتیکی استفاده شد.هاي آنتیمحیط کشت و دیسک
هاهاي مقاومت به فلوروکینولونشناسایی ژن

ــولی ژن  ــایی مولکـ ــاي شناسـ ، qnrA ،qnrB ،qnrCهـ
qnrD، وqnrSسودوموناس هاي بالینیدر میان سویه

ها با روش واکنش مقاوم به فلوروکینولونآئروژینوزا
انجــام شــد. پرایمرهــاي ) PCR(5اي پلیمــراززنجیــره

مورد استفاده در این مطالعه همـراه بـا دمـاي اتصـال     
1براي شناسایی هر ژن در جـدول  DNAپرایمرها به 

 ــ ــراي انج ــداPCRام آورده شــده اســت. ب DNA، ابت

هاي بـالینی مقـاوم بـه فلوروکینولـون    ژنومی از سویه
ــاندن  ــه روش جوشـ ــوزا بـ 6ســـودوموناس آئروژینـ

ــت آن   ــپس کیفی ــتخراج و س ــتگاه   اس ــط دس ــا توس ه
هـا در  اسپکتروفتومتر نانودراپ تاییـد شـد. تکثیـر ژن   

میکرولیتر مستر مـیکس  10میکرولیتر (15حجم نهایی 
PCRمیکرولیتر 3، رك)(آمپلیکون، دانماDNA الگو، و

ــا (2 ــر پرایمرهـ ــر) 10میکرولیتـ ــول در لیتـ میکرومـ
بر PCRهاي (متابیون، آلمان)) انجام شد. تمام واکنش

ســیکل 1اســاس شــرایط حرارتــی زیــر انجــام شــدند: 
درجـه سـانتیگراد بـه    95دناتوراسیون اولیه در دمـاي  

سـیکل شـامل سـه مرحلـه     34تـا  30دقیقه و 5مدت 
ــه دنات ــه 94در دمـــاي DNAوراســـیون ثانویـ درجـ

مرحله اتصـال پرایمـر بـه    دقیقه، 1سانتیگراد به مدت 
DNA  ــدول ــف (ج ــاي مختل ــدت 1در دماه ــه م 1) ب

ــنتز   ــه س ــه، و مرحل ــاي DNAدقیق ــه 72در دم درج

3 Clinical and Laboratory Standards Institute
4 Multidrug-resistant
5 Polymerase Chain Reaction
6 Boiling
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هاي مقاومت به دقیقه. حضور ژن1سانتیگراد به مدت 
 ـ  فلوروکینولون ورز ژلها بـا اسـتفاده از روش الکتروف

) تایید شد.%1آگارز (

براي هر ژنDNAهمراه با دماي اتصال پرایمر به qRT-PCRو PCR. توالی پرایمرهاي استفاده شده براي 1جدول 

ژن توالی الیگونوکلئوتیدي پرایمر اندازه 
محصول دماي اتصال پرایمر منبع

qnrA F: ATTTCTCACGCCAGGATTTG
R: GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

516 53 [7]

qnrB F: GATCGTGAAAGCCAGAAAG
R: ACGATGCCTGGTAGTTGTCC

469 53 [9]

qnrC F: GGGTTGTACATTTATTGAATCG
R: CACCTACCCATTTATTTTCA

307 50 [7]

qnrD F: ATGGAAAAGCACTTTATCAATGA
R: ACAATAACACCTAAACTCTCAACAA

636 60 [9]

qnrS F: TCGGCACCACAACTTTTCAC
R: TCACACGCACGGAACTCTAT

255 60 [9]

mexA F: CCTGCTGGTCGCGATTTCGG
R: CCAGCAGCTTGTAGCGCTGG

332 64 [10]

mexC F: TTGGCTATGGCCATCGCGTT
R: ATCGAAGTCCTGCTGGCTGA

390 59 [10]

mexE F: ATCCCACTTCTCCTGGCGCT
R: GGTCGCCTTTCTTCACCAGT

260 59 [10]

mexY F: CCGCTACAACGGCTATCCCT
R: AGCGGGATCGACCAGCTTTC

246 62 [10]

oprD F: CGACCTGCTGCTCCGCAACTA
R: TTGCATCTCGCCCCACTTCAG

301 64 [11]

rpsL F: GCTGCAAAACTGCCCGCAACG
R: ACCGCAGGTGTCCAGCGAACC

250 64 [10]

هـاي ایفلاکـس و   پمپه هاي کدکنندارزیابی بیان ژن
پورین غشاي خارجی

و ،mexA ،mexC ،mexE ،mexYهـاي  سطوح بیان ژن
oprD ســـودوموناس بـــالینیهـــاي ســـویهدر بـــین

هـا و نیـز حامـل    مقاوم بـه فلوروکینولـون  آئروژینوزا
ــاي ژن ــتفاده از روش  qnrه ــا اس ــی PCRب رونویس

) تعیــین شــد. تــوالی   qRT-PCR(1معکــوس کمــی 
هـا بـه   الیگونوکلئوتیدي پرایمرهـا و دمـاي اتصـال آن   

DNA براي ایـن  نمایش داده شده است. 1در جدول
توتـال بـا اسـتفاده از معـرف     RNAمنظور، اسـتخراج  

TRIZol™ (بایوبیسیک، کانادا)  و سـنتزcDNA  طبـق
دستورالعمل شرکت سازنده (یکتا تجهیز آزمـا، ایـران)   

15در حجـم نهـایی   qRT-PCR. هر واکنش انجام شد
میکرولیتــر مســتر مــیکس ســایبر 7میکرولیتــر شــامل 

10میکرولیتر پرایمرها (2گرین (آمپلیکون، دانمارك)،
میکرولیتــر 1(متــابیون، آلمــان)، میکرومــول در لیتــر)

1 Quantitative Reverse Transcription PCR

cDNA میکرولیتر دي اتیل پیروکربنات (5، وDEPC (
ســویه عنــوان ژن مرجــع، و ، بــهrpsLانجــام شــد. ژن 

، (ATCC 27853)استاندارد سودوموناس آئروژینوزا 
عنوان سویه مرجع، براي محاسبه تغییرات در سطوحبه

اسـتفاده  ΔΔCt-2هاي هدف با استفاده از روش بیان ژن
برابـري بـراي ژن   2]. افزایش بیان حـداقل  10شدند [
mexA ،2  برابري بـراي ژنmexC ،10   برابـري بـراي

بعنـوان بیـان   mexYبرابري بـراي ژن  4، و mexEژن 
ــا    ــه ب ــد ژن در مقایس ــیش از ح ــتاندارد  ب ــویه اس س

]. 10فتـه شـد [  در نظـر گر سودوموناس آئروژینـوزا  
درصـد در مقایسـه بـا    30≤همچنین، یک میزان بیان 

در نظـر  oprDعنوان کاهش بیـان ژن  سویه مرجع به
].11گرفته شد [

هایافته
200مقطعـی، در مجمـوع   -در ایـن مطالعـه توصـیفی   

مـورد بررسـی   سودوموناس آئروژینوزاسویه بالینی 
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زن 98درصـد) و  51مـرد ( 102قرار گرفـت. تعـداد   
ــاکتري 49( ــه ب ــوزادرصــد) ب ســودوموناس آئروژین

، 12و 0نفر سن بین 9آلوده بودند. از این افراد مبتلا، 
56، 45تا 31نفر سن بین 25، 30تا 13نفر سن بین 8

36، و 75تا 61نفر سن بین 66، 60تا 46نفر سن بین 
سال داشتند.75نفر سن بالاي 

نمونـه خلـط   55)، %45ر (نمونه ادرا90ها از این سویه
)، %13نمونه خون (26)، %14نمونه زخم (28)، 5/27%(

) بدست آمدنـد.  %5/0نخاعی (-نمونه مایع مغزي1و 
ســـودوموناس آئروژینـــوزا از هـــاي بـــالینی ســـویه

55سـویه)، علـوي (  105هاي امـام خمینـی (  بیمارستان
سویه)، بوعلی و سبلان (هر کدام 25سویه)، امام رضا (

سویه) جداسازي 1سویه)، و قائم (2فاطمی (سویه)،6
هـا بـا   هاي مقاوم به فلوروکینولونشیوع سویهشدند.

ــار دیســک   ــد (69اســتفاده از روش انتش از 138درص
هـاي  بیوتیـک ) تعیین شد. میزان مقاومت به آنتـی 200

ــود:     ــر بـ ــرح زیـ ــه شـ ــون بـ ــف فلوروکینولـ مختلـ
ــین  ــد (5/55سیپروفلوکساســـ )، 200از 111درصـــ

نورفلوکساسـین  )،150از 93درصـد ( 62وکساسین افل
ــد (5/53 ــین )،200از 107درصـ 3/55لومفلوکساسـ

درصــد 5/55لووفلوکساســین و )، 103از 57درصــد (
ــین، 200از 111( ــد (9/78). همچن )، 138از 109درص
) 138از 21درصد (2/15)، و 138از 91درصد (9/65

ــه مقــاســودوموناس آئروژینــوزاهــاي از ســویه وم ب
PDR2، وMDR ،1XDRها بـه ترتیـب   فلوروکینولون

بودند.
در qnrSو qnrA ،qnrB ،qnrC ،qnrDهاي شیوع ژن

مقاوم سودوموناس آئروژینوزاهاي بالینیمیان سویه
ــون ــه فلوروکینول ــا در روش ب ــب  PCRه ــه ترتی 0ب

درصـد، و  0درصـد،  0)، 138از 4درصد (9/2درصد، 
نشـان داده  2ر کـه در جـدول   همـانطو درصد بود.0

سـویه سـودوموناس آئروژینــوزا   4شـده اسـت، هـر    
ــل ژن  ــی  qnrBحام ــه آنت ــت ب ــکمقاوم ــاي بیوتی ه

سیپروفلوکساســـین، افلوکساســـین، نورفلوکساســـین، 
لومفلوکساسین، و لووفلوکساسین را نشان دادند. ایـن  

GyrAجهش در زیرواحدهاي ها همچنین داراي سویه

)Thr83Ile وAsp87Asn و (ParC)Ser87Leu و
Ser87Trpهاي باکتریایی دخیل در سنتز اسید ) آنزیم

درصـد از  75نوکلئیک بودنـد. قابـل ذکـر اسـت کـه      
qnrBهاي سودوموناس آئروژینـوزا حامـل ژن   سویه

هـاي  یکـی از پمـپ  ه هاي کدکننـد افزایش بیان در ژن
پـورین ها کاهش بیـان در ژن  ایفلاکس و نیز همه آن

OprD نشان دادند.را

1 Extensively Drug-resistant
2 Pandrug-resistant
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هامثبت سودوموناس آئروژینوزا مقاوم به فلوروکینولونqnrBهاي . مشخصات سویه2جدول 
بیوتیکیهاي مقاومت آنتیمکانیسم

(ژنوتیپی)
مقاومت

چنددارویی

پروفایل مقاومت 
بیوتیکیآنتی

(فنوتیپی)
نوع بیمارستان

نمونه
شماره 
ایزوله پورین

OprD

فزایش بیان ا
هاي پمپ

ایفلاکس

QRDR

PMQR parCgyrA

ش بیان
کاه

m
exA, m

exC
, m

exY

Ser87Leu
Ser87Trp

Thr83Ile
A

sp87A
sn

qnrB

M
D

R

O
FX

, C
IP, N

O
R

, LO
M

,
LV

X
, IPM

,M
EM

,G
EN

,
A

M
K

,TO
B

,PIP,FEP

29ادرارسبلان

ش بیان
کاه

m
exY

Ser87Leu
Ser87Trp

Thr83Ile
A

sp87A
sn

qnrB

M
D

R

O
FX

, C
IP, N

O
R

, LO
M

,
LV

X
, IPM

, M
EM

,
G

EN
, A

M
K

, TO
B

,PIP,
FEP,C

A
Z,TZP

38خلطعلوي

ش بیان
کاه

m
exA, m

exC
, m

exY

Ser87Leu
Ser87Trp

Thr83Ile
A

sp87A
sn

qnrB

M
D

R

O
FX

, C
IP, N

O
R

, LO
M

,
LV

X
, IPM

,M
EM

,
G

EN
,A

M
K

, TO
B

,PIP,
FEP,N

ET,C
A

Z,TZP

65خلطعلوي

ک
ش بیان

اه

Ser87Leu
Ser87Trp

Thr83Ile
A

sp87A
sn

qnrB

M
D

R

O
FX

, C
IP, N

O
R

, LO
M

,
LV

X
, IPM

, M
EM

,G
EN

,
A

M
K

, TO
B

,PIP,FEP,N
ET,

C
A

Z66ادرارعلوي

، MEM، مروپنم: IPM، ایمیپنم: LVXلووفلوکساسین: ، LOMلومفلوکساسین: ،NORنورفلوکساسین: ،OFX، افلوکساسین: CIPسیپروفلوکساسین: اختصارات:
TZP.تازوباکتام: -، پیپراسیلینCAZسفتازیدیم: ،NETنتیل مایسین: ،FEPسفپیم: ،PIP، پیپراسیلین: TOB، توبرامایسین: AMK، آمیکاسین: GENجنتامایسین: 

بحث
ســودوموناس آئروژینــوزابــالینیهــاي ظهــور ســویه
هاي درمانی قابل تـوجهی  بیوتیک چالشمقاوم به آنتی

هاي بیوتیکدر ایالات متحده، آنتی.ایجاد کرده استرا 
فلوروکینولونی، سیپروفلوکساسـین و لووفلوکساسـین،   

ــد  ــت ضـ ــرایط   فعالیـ ــوي در شـ ــی قـ سودوموناسـ
دهنـد. بـا ایـن حـال، بـه      آزمایشگاهی از خود نشان می

ــترده از آن  ــتفاده گس ــل اس ــته  دلی ــه گذش ــا در ده ه
تجـویز شـده   بیـوتیکی  عنوان رایجترین کلاس آنتـی به

هـا بـه   بیوتیـک براي بزرگسالان، مقاومت به این آنتـی 
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ها در درمان ایجاد شـده اسـت  آنموازات محبوبیت
ــویه   ].12[ ــی س ــیوع کل ــر، ش ــه حاض ــاي در مطالع ه

هـا  مقاوم بـه فلوروکینولـون  سودوموناس آئروژینوزا 
ــین  69 ــود (سیپروفلوکساســـ ــد بـــ ، %5/55درصـــ

ــین  ــین ،%62افلوکساســـــ ،%5/53نورفلوکساســـــ
) کـه  %5/55لووفلوکساسین و ، %3/55لومفلوکساسین 

و همکــاران در اهــواز، ایــران بــالاتر از مطالعــه ســاکی 
ــر (  ) 9/64%( ــر از مص ــه ي دیگ ) و %2/57و دو مطالع

شـود میـزان   ]. یـادآور مـی  7) بـود [ %4/42عربستان (
) در این %5/55ین (مقاومت باکتري به سیپروفلوکساس

]. 13) [%3/47شـوري بـود (  بالاتر از متوسـط ک مطالعه 
ایـن میــزان مقاومــت بـه سیپروفلوکساســین بــالاتر از   

ــدان ( گزار ــه از زاه ــار یافت ــات انتش ــدان %4/3ش )، هم
ــان (7/4%( ــه (%5/32)، زنج )، و اهــواز %2/34)، ارومی
ــتان 8/46%( ــر از اس ــا کمت ــران ( )، ام ــاي ته )، %5/81ه

) بـود  %65)، و تبریـز ( %3/66)، گیلان (%7/78اصفهان (
کننده این اسـت کـه بخـش قابـل     ]. موضوع نگران13[

هـا  هاي مقـاوم بـه فلوروکینولـون   توجهی از این سویه
]. در 12دهنـد [ مقاومت چنددارویی را هم نشـان مـی  

سـودوموناس  هـاي  درصد از سویه9/78این مطالعه، 
بودند.MDRها مقاوم به فلوروکینولونآئروژینوزا

ــل   ــرك حام ــی متح ــر ژنتیک ــت  ژنعناص ــاي مقاوم ه
ها یـا  ها به کینولونتوانند حساسیت میکروارگانیسممی

ها اغلب بـر روي  ها را کاهش دهند. اینفلوروکینولون
]. این مطالعـه اولـین   5[شوند پلاسمیدها کدگذاري می

ــور ژن  ــزارش از حضـ ــمیدي  گـ ــاي پلاسـ در qnrهـ
مقـاوم بـه   سودوموناس آئروژینوزاهاي بالینی ایزوله

هـاي اردبیـل   ها جدا شده از بیمارسـتان نولونفلوروکی
qnrژن پلاسمیدي تنها qnrBبود. در این مطالعه، ژن 

مقـاوم  سودوموناس آئروژینوزاهاي سویهدر بود که 
ــون ــه فلوروکینول ــا ب ــ).%9/2شناســایی شــد (ه ه نتیج

و همکاران از لهستان گزارش 1میکالسکامشابهی توسط 
اکی و همکـاران، ژن  ]. همچنین، در مطالعه س ـ14[شد 

1 Michalska

qnrB  ــوع ــایعترین ن ــهqnrش ــالینی  در ایزول ــاي ب ه
]. 7) [%2/29در اهـواز بـود (  سودوموناس آئروژینوزا

نیز گزارش شده حاضرهاي مطالعهنتایج مغایر با یافته
است. براي مثال، در مطالعه انجام شده توسط مولاپور 

ــی از ژن   ــیچ ژن ــران، ه ــهر ته ــاران در ش ــاي و همک ه
هـاي بـالینی ســودوموناس   در ایزولـه qnrدي پلاسـمی 

].15آئروژینوزا مقاوم به کینولون یافت نشد [
قابل ذکر اسـت مقاومـت سـودوموناس آئروژینـوزا    

مرتبط بـا جهـش در   ها عمدتاًنسبت به فلوروکینولون
]. مقایسه نتایج مطالعه 12است [QRDRهاي ناحیه ژن

حققـین مهـاي حاصـل از مطالعـه قبلـی     حاضر با یافتـه 
) ضمن تایید این مطلب نشان داد که در همه 2(جدول 

qnrBهاي سودوموناس آئروژینـوزا حامـل ژن   سویه
ــدهاي   ــش در زیرواحــــ و GyrA)Thr83Ileجهــــ

Asp87Asn و (ParC)Ser87Leu وSer87Trp در (
].3مقاومت باکتري به سیپروفلوکساسین نقش دارد [

ان بیش از حد هاي دیگر مقاومت عبارتند از بیمکانیسم
هــاي ایفلاکــس و همچنــین نفوذناپــذیري ذاتــی پمــپ

هـاي ایفلاکـس در ظهـور    پمـپ دیواره سلولی باکتري.
ها انواع هاي مقاوم به چند دارو نقش دارند. آنباکتري

هــا و مــواد شــیمیایی ماننــد بیوتیــکمختلفــی از آنتــی
هاي دخیـل  ها، مولکولهاي آلی، دترجنتها، حلالرنگ

ــلولدر ارت ــاط س ــولات  -ب ــیدها، و محص ــلول، بیوس س
نـوع  12نـوع از  5]. تنهـا  16کنند [متابولیک را دفع می

ســـودوموناس پمـــپ ایفلاکـــس شـــناخته شـــده در 
ــوزا ــیعی از  آئروژینـ ــی وسـ ــه طیفـ ــت بـ در مقاومـ

هــا شــامل ایــن پمــپ.هــا نقــش دارنــدبیوتیــکآنتــی
MexAB-OprM ،MexCD-OprJ ،MexEF-OprN ،
MexXY-OprM و ،MexJK-OprM] ــتند ]. 10هســ

سیپروفلوکساسین، نورفلوکساسین، و لووفلوکساسـین  
ــپ   ــراي پم ــی ب ــتراي اختصاص ــاي سوبس -MexABه

OprM ،MexCD-OprJ ،MexEF-OprN و ،
MexXY-OprM] نتایج مطالعه حاضر که 17هستند .[

آورده شده است مطالب مذکور را تایید 2در جدول 
یسـم احتمـالی   ، مکان2کند. بر اسـاس نتـایج جـدول    می
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هـاي افلوکساسـین و   بیوتیـک مقاومت باکتري به آنتـی 
، جهـش در  qnrBلومفلوکساسین مرتبط با حضـور ژن  

OprDو یا کاهش بیـان پـورین   QRDRهاي ناحیه ژن

باشد.می
رایجتـرین  OprDاز دست دادن یا کاهش بیان پورین 

در برابـر  مقاومت سودوموناس آئروژینـوزا مکانیسم 
هاي سویه]. با این حال، در این مطالعه 11[ایمیپنم است 

هـا  سودوموناس آئروژینوزا مقاوم بـه فلوروکینولـون  
پــورینکــاهش بیــان در ژن ) هــمqnrB(حامــل ژن 

OprD.پروفایــل مقاومــت بررســی را نشــان دادنــد
هــاي ســودوموناس آئروژینــوزا ســویهبیــوتیکیآنتــی

د ده ـنشان می2در جدول ها فلوروکینولونمقاوم به 
هــا بــه هــا عــلاوه بــر فلوروکینولــونکــه ایــن بــاکتري

هـاي  ها هم مقاوم هستند. علاوه بر این، پمـپ کارباپنم
) و MexAB-OprMایفلاکس نیز در خـروج مـروپنم (  

ــنم ( ــد.  MexEF-OprNایمیپ ــت دارن ــلول دخال ) از س
در مقاومت باکتري OprDبنابراین، اثبات نقش پورین 

تر دارد.بررسی دقیقها نیاز به فلوروکینولونبه 

نتیجه گیري
) 1کنـد:  نتایج مطالعه حاضر دو نکته مهم را تاییـد مـی  

هاي بـالینی سـودوموناس آئروژینـوزا    مقاومت ایزوله
) 2هـا در اردبیـل بـالا اسـت و     نسبت به فلوروکینولون

بـا  هـا چنـدفاکتوري اسـت.   مقاومت به فلوروکینولون
یوتیکی در هـر  بتوجه تغییر مداوم الگوي مقاومت آنتی

بیوتیکی به همراه منطقه، بررسی مستمر مقاومت آنتی
هاي دخیـل در مقاومـت بـه منظـور انتخـاب      مکانیسم
هـاي  هـاي درمـانی علیـه عفونـت    ترین گزینـه مناسب

سودوموناس آئروژینوزا ضروري است.

نی رداقدو تشکر 
از طرح کمیتـه تحقیقـات دانشـجویی و    ین مقاله منتج ا

دانشـگاه  دانشـکده پزشـکی،  ژوهشـی  مصوب معاونت پ
و کـد  401000509بـا کـد سـند   علوم پزشکی اردبیل،

.باشدمیIR.ARUMS.REC.1403.015اخلاق 
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