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Background and Objectives Plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) plays an essential role in 
developing resistance to quinolones. This study aimed to investigate the presence and effect of PMQR 
genes in clinical isolates of Citrobacter from urinary tract infections.
Methods Fifty-one citrobacter isolates were found in urinary samples of patients referred to Imam Reza 
Hospital in Kermanshah City, Iran, in 2019. The susceptibility to antibiotics was determined by disk dif-
fusion and broth microdilution methods. The qnrA, qnrB, qnrS, aac (6 ')-Ib, and qepA genes of isolates 
were detected by the polymerase chain reaction (PCR) method. Then, the PCR-RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism) method was used to differentiate the aac (6')-Ib gene from its aac (6')-Ib-cr 
variant. The obtained data were analyzed using the chi-square and Mann-Whitney statistical methods.
Results The highest resistance of isolates was seen against cefazolin (74.5%), ciprofloxacin (41.2%), and 
cotrimoxazole (35.3%). More than 80% of isolates were susceptible to carbapenems, gentamicin, and 
piperacillin/tazobactam. The frequency of qnr genes in isolates was 41.5%. The qnrB gene was the most 
frequent (43.2%), followed by qnrS (5.9%) and qnrA (1.9%). The aac (6') -Ib gene was found in 27.5% of 
the isolates; all were aac (6')-Ib-cr. The qepA gene was not found in any isolate. 
Conclusion The results of this study indicate the importance of Citrobacter freundii as an agent of urinary 
tract infection and its high resistance to ciprofloxacin. PMQR genes are highly prevalent in Citrobacter 
isolates, and there is a significant correlation between the qnrB and qnrS genes with the increased mini-
mum inhibitory concentration of ciprofloxacin. Therefore, antibiotic susceptibility should be performed 
before treating Citrobacter urinary tract infections.
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C
Extended Abstract

Introduction

itrobacter genus has been recognized as 
an opportunistic pathogen causing hospi-
tal-acquired infections. The significance 
of these bacteria in causing hospital in-
fections with high antibiotic resistance 

is notable. Fluoroquinolones are antibiotics with broad-
spectrum antimicrobial activity. However, their exten-
sive use has led to high resistance levels, especially in 
gram-negative bacteria. Resistance to fluoroquinolones 
in citrobacter species mainly occurs due to mutations in 
chromosomal genes encoding DNA gyrase and topoi-
somerase IV or through efflux pumps. However, recent 
studies have shown that resistance to quinolones may 
also arise through plasmid-mediated quinolone resistance 
(PMQR) genes. Horizontal transfer of plasmids carrying 
PMQR genes and accumulation of mutations in chromo-
somal genes significantly increase resistance to quino-
lones. PMQR genes have been reported to have varying 
prevalence worldwide. citrobacter has not been exten-
sively studied as an opportunistic pathogen in many re-
gions, including Iran, and therefore, limited information is 
available about it. Given the importance of the prevalence 
of PMQR genes and their association with resistance to 
fluoroquinolones, this study aimed to investigate the fre-
quency of these genes in citrobacter isolates and their cor-
relation with increased resistance levels.

Methods

In this descriptive study, 51 citrobacter isolates were col-
lected from 280 urine samples of hospitalized patients at 
Imam Reza (AS) Hospital, Kermanshah City, Iran, in 2019. 
Mid-stream clean catch samples were collected in sterile 
containers and cultured on EMB and blood agar (Merck, 
Germany) media. The plates were then incubated for 24 
hours at 37°C. The number of colonies was counted, and 
if the colony count was >105 CFU/mL, it was considered 
a positive urinary tract infection. The standard API 20 kit 
(BioMerieux, France) was used to identify the genus and 
species of the bacteria. The susceptibility or resistance of 
isolates was determined using the disk diffusion (Kirby-
Bauer) method on Mueller-Hinton agar and according 
to the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) 
standard. MAST antibiotic disks (England, Merseyside) 
including ceftriaxone (30 μg), cefotaxime (30 μg), cefpo-
doxime (30 μg), cefotaxime (30 μg), ceftazidime (30 μg), 
cefazolin (30 μg), cotrimoxazole (25 μg), ertapenem (10 
μg), meropenem (10 μg), imipenem (10 μg), tobramycin 
(10 μg), gentamicin (20 μg), piperacillin-tazobactam (110 

μg), aztreonam (30 μg), and ciprofloxacin (5 μg) were 
used. Finally, the results were evaluated according to the 
standard CLSI tables. The minimum inhibitory concen-
tration (MIC) of isolates against ciprofloxacin was deter-
mined using the microdilution broth method. The qual-
ity control strain for the antibiotic susceptibility test was 
Escherichia coli ATCC 25922. The MIC of each bacterial 
strain was considered the lowest antibiotic concentration 
in a well in which no bacterial growth occurred. Based 
on the CLSI tables, isolates with MIC≥4, 2≤MIC<4, and 
MIC≤1 were considered resistant, intermediate, and sus-
ceptible to ciprofloxacin, respectively.

The qnrA, qnrB, qnrS, aac(6')-Ib-cr, and qepA genes 
were detected using specific primers (CinnaClone, Iran) 
and polymerase chain reaction (PCR) method. The boil-
ing method was used for DNA extraction. The PCR re-
action was performed using a thermal cycler (BioRad, 
USA). An enzymatic digestion was performed to differ-
entiate the aac(6')-Ib gene from its variant cr-aac(6')-Ib, 
associated with quinolone resistance. The PCR product 
for the aac(6')-Ib gene was digested using the BtsCI en-
zyme (Fermentas, England). If cut, it would produce frag-
ments of 272-bp and 210-bp, indicating the presence of 
aac(6')-Ib, but if not cut, it would mark the presence of 
the variant cr-aac(6')-Ib.

Results

Out of 280 urine samples, 51 isolates (18.2%) were 
citrobacter, belonging to 31 female patients (60.8%) and 
20 male patients (39.2%). The mean age of patients was 
26±6.40 years, with a maximum age of 87 years and a 
minimum age of less than one year. Of 51 citrobacter 
isolates, 39(76.5%) were Citrobacter Freundii, 7(13.7%) 
were C. koseri, and 5(8.9%) were C. braakii. The resis-
tance rate to sulfazol, ciprofloxacin, and cotrimoxazole 
was 74.5%, 41.2%, and 35.3%, respectively. >80% of iso-
lates were sensitive to carbapenems, piperacillin/tazobac-
tam, and gentamicin. Respectively, 21 isolates (41.2%), 
1 isolate (9.1%), and 29 isolates (56.9%) were resistant, 
intermediate, and susceptible to ciprofloxacin. The MIC 
of isolates against ciprofloxacin was also determined. In 
most isolates, the resistance level to ciprofloxacin was 
high MIC (≥64 μg/mL). 

The size of the PCR products for qnrA, qnrB, qnrS, 
aac(6')-Ib, and qepA genes were 516, 469, 417, 482, and 
720 base pairs, respectively. Among the 51 citrobacter iso-
lates, 22 isolates (2.43%) had qnr genes, including qnrB 
in 22 (5.41%), qnrS in 3 (9.5%), and qnrA in one isolate 
(9.1%). Fourteen isolates (27.5%) carried the aac(6')-Ib 
gene; all were the variant cr. The qepA gene was not de-
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tected in any of the isolates. Regarding the relationship 
between the aac(6')-Ib-cr gene and ciprofloxacin resis-
tance, 64.3% of isolates with this gene were resistant to 
ciprofloxacin. In comparison, 32.4% of isolates without 
this gene were resistant, which was statistically signifi-
cant (P=0.039). Additionally, statistically significant posi-
tive correlations were observed between the presence of 
qnrB and qnrS genes and ciprofloxacin resistance. Among 
the 25 isolates with PMQR, 12(48%) isolates had a high 
MIC (≥64 μg/mL) for ciprofloxacin, while only 3(11.5%) 
of the 26 isolates without PMQR genes had an MIC of 
64 μg/mL or higher for ciprofloxacin. Statistical analy-
sis showed a significant relationship between increased 
MIC of ciprofloxacin and the presence of PMQR genes 
(P=0.02). Additionally, statistically, the mean MIC of cip-
rofloxacin in isolates with qnr genes was higher than the 
mean MIC in isolates without qnr genes (P=0.001). The 
mean MIC of ciprofloxacin in isolates with the aac(6')-
Ib-cr gene was also higher than the mean MIC of isolates 
without this gene (P=0.001).

Conclusion

The results of this study indicate the importance of C. 
freundii as a pathogen of urinary tract infection and its 
high resistance to ciprofloxacin. PMQR genes are highly 
prevalent in citrobacter isolates, and there is a signifi-
cant correlation between the qnrB and qnrS genes with 
the increased MIC of ciprofloxacin. Therefore, antibiotic 
susceptibility should be performed before treatment of 
citrobacter-causing urinary tract infection.
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مقاله پژوهشی

فراوانی ژن های مقاومت کینولونی وابسته به پلاسمید در سیتروباکترهای جدا شده از نمونه های ادرار

زمینه و هدف مقاومت کینولون با واسطه پلاسمید )PMQR( نقش مهمی در ایجاد مقاومت به کینولون ها دارد. هدف این مطالعه بررسی 
حضور و تأثیر ژن های PMQR در جدایه های بالینی سیتروباکتر از عفونت ادراری بود.

روش بررسی ۵1 سیتروباکتر از نمونه های ادراری بیماران در بیمارستان امام رضا در شهر کرمانشاه در سال 1399 جدا شدند. حساسیت 
 qepA و qnrA، qnrB، qnrS، aac (6’)-Ib آنتی بیوتیکی به روش های دیسک دیفیوژن و میکرودایلوشن براث تعیین شد. ژن های
جدایه ها با PCR مشخص شد. روش PCR-RFLP جهت تمایز ژن aac (6´)-Ib از واریانت آن، aac (6´)-Ib-cr به کار رفت. داده ها با 

روش های آماری کای دو و من ویتنی تحلیل شدند.
یافته ها بیشترین مقاومت جدایه ها برای سفازولین )74/۵ درصد(، سیپروفلوکساسین ) 41/2 درصد( و کوتریموکسازول )3۵/3 درصد( بود. 
بیش از ۸۰ درصد جدایه ها نسبت به کارباپنم ها، جنتامایسین و پیپراسیلین / تازوباکتام حساس بودند. فراوانی ژن های qnr در جدایه ها 
43/2 درصد بود. ژن qnrB فراوان ترین )41/۵ درصد( بود و به دنبال آن qnrS )۵/9 درصد( و qnrA )1/9درصد( قرار داشتند. ژن 
aac(6´)-Ib در 27/۵ درصد از جدایه ها یافت شد که تمام آن ها واریانت aac(6´)-Ib-cr بودند. ژن qepA در هیچ کدام از جدایه ها یافت 

نشد.
نتیجه گیری نتایج این مطالعه بیانگر اهمیت سیتروباکتر فروندی به عنوان عامل عفونت ادراری و میزان مقاومت بالای آن به سیپروفلوکساسین 
بود. ژن های PMQR فراوانی بالایی در جدایه های سیتروباکتر داشتند و بین ژن های qnrB و qnrS با افزایش میزان حداقل غلظت 
مهارکننده سیپروفلوکساسین ارتباط معناداری وجود داشت. بنابراین سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی پیش از درمان سیتروباکتر عامل 

عفونت ادراری، باید صورت گیرد.
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مقدمه 

سیتروباکتر به عنوان یک پاتوژن فرصت طلب و عامل عفونت های 
بیمارستانی شناخته شده است. گونه های مهم آن شامل سیتروباکتر 
امالانتیگوس3 ،  سیتروباکتر  کوسری2 ،  سیتروباکتر  فروندی1، 
سیتروباکتر براکی4 و سیتروباکتر یانگی۵ هستند ]1[. این گونه ها 
در محیط از جمله خاک، فاضلاب ها و یا به صورت فلور نرمال در 
روده انسان و حیوانات وجود دارند. اما اهمیت این گونه ها در ایجاد 
عفونت های بیمارستانی با مقاومت بالا به آنتی بیوتیک هاست ]2[. 
فلوروکینولون ها آنتی بیوتیک هایی هستند که فعالیت ضد میکروبی 
را  آن ها  به   مقاومت  استفاده وسیع، سطح  اما  دارند.  گسترده ای 

به ویژه در باکتری های گرم منفی بالا برده است ]3[. 

مقاومت به فلوروکینولون ها در انتروباکتریاسه عمدتاً درنتیجه 
و  ژیراز   DNA کد کننده  کروموزومی  ژن های  در  موتاسیون 
توپوایزومراز IV یا به وسیله پمپ های برون  ریز رخ می دهد ]4[. اما 
تحقیقات اخیر نشان داده که مقاومت به کینولون ها ممکن است 
به واسطه ژن های وابسته به پلاسمید6 نیز ایجاد شود. اولین ژن 
پلاسمیدی مقاومت به کینولون ها در سال 199۸ در یک جدایه 
کلبسیلا پنومونیه در ایالات متحده گزارش شد. به تدریج تاکنون 3 
گروه ژنی PMQR شامل qnr ، aac(6´)-Ib-cr و qepA شناسایی 
شده اند ]۵[. ژن های qnr پروتئین هایی از خانواده پنتا پپتیدهای 
تکراری را کد می کنند که از اتصال کینولون ها به DNA ژیراز و 
توپوایزومراز IV  جلوگیری می کنند ]۵[. حداقل 3 خانواده از ژن های 
qnr شامل qnrA، qnrB و qnrS در گونه های انتروباکتریاسه در 
جهان گزارش شده است ]6[. دومین گروه ژنی PMQR یک واریانت 
از ژن آمینوگلیکوزید استیل ترانسفراز )aac(6’)-Ib-cr( است که با 
اضافه کردن یک گروه استیل به تعدادی از فلورکینولون ها، از جمله 
سیپروفلوکساسین و نورفلوکساسین فعالیت آن ها را کاهش می دهد 
]۵[. سومین گروه پمپ ویژه برون ریز فلوروکینولون ها، qepA است 
که اخیراً گزارش شده  و سبب افزایش حداقل غلظت مهار کننده7 
)حداقل غلظت مهارکننده( فلوروکینولون های آب دوست می شود  
]۵[. انتقال افقی پلاسمید هایی که ژن های PMQR را حمل می کنند 
و تجمع موتاسیون ها در ژن های کروموزومی نقش مهمی در افزایش 
مقاومت به کینولون ها دارند ]6[. ژن های PMQR در جهان با شیوع 
متفاوت گزارش شده اند ]7[. به طوری که در مطالعه ای در کره شیوع 
مطالعه   .]۸[ بود  سیتروباکتر 3۸/4  جدایه های  در   qnr ژن های 
دیگری در چین شیوع ژن های qnr و aac(6)-Ib-cr در جدایه های 
بالینی سیتروباکتر را به ترتیب 72/۸ درصد و 11/6 درصد گزارش 

کرد ]9[ که بیانگر انتشار وسیع این ژن هاست. 

1. Citrobacter freundii
2. C.koseri
3. C.amalantigus
4. C.braakii
5. C.youngae
6. Plasmid-Mediated Resistance (PMQR)
7. Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

از 23/6 درصد نمونه های عفونت  هر چند وجود سیتروباکتر 
ادراری گزارش شده است ]1۰[، سیتروباکتر در بسیاری مناطق، 
ازجمله ایران، کمتر به  عنوان یک پاتوژن فرصت طلب مورد بررسی 
قرار گرفته و در نتیجه اطلاعات کمی در مورد آن موجود است.  
باتوجه به اهمیت شیوع ژن های PMQR و ارتباط آن ها با مقاومت 
به فلوروکینولون ها ، این مطالعه با هدف بررسی فراوانی این ژن ها 
در جدایه های سیتروباکتر و ارتباط آن ها با افزایش میزان مقاومت 

صورت گرفت.

مواد و روش ها

جمع آوری نمونه

در این مطالعه توصیفی ۵1 جدایه سیتروباکتر از 2۸۰ نمونه  
ادرار از بیماران بستری در بیمارستان امام رضا )ع( در سال 1399 
جمع آوری شد. نمونه قسمت میانی جریان ادرار۸ در ظرف های 
 EMB استریل جمع آوری شد و بر روی محیط های اختصاصی
و آگار خوندارMerck ،Germany( 9( با استفاده از لوپ کالیبره 
)۰/۰1 میلی لیتر( کشت داده شد و پلیت ها 24 ساعت در انکوباتور 
کلنی ها  تعداد  سپس  شدند.  داده  قرار  سانتی گراد  درجه   37
شمارش شد و در صورتی که تعداد کلنی ها بیش از 1۰۵ در هر 
میلی لیتر می بود عفونت ادراری مثبت تلقی می شد ]11[. سپس 
 2۰ API جهت تشخیص جنس و گونه باکتری از کیت استاندارد
)Biomerieux ، France( استفاده شد. سویه ها جهت آزمایشات 
بعدی در محیط TSB حاوی 3۰ درصد گلیسرول، در منهای 7۰ 

درجه سانتی گراد نگهداری شدند.

سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه ها 

روش  از  استفاده  با  جدایه  ها  مقاومت  یا  حساسیت  تعیین 
دیسک دیفیوژن )کربی بائر( روی محیط مولر هینتون آگار و 
دیسک های  از   .]12[ شد  استفاده   1۰ CLSI استاندارد  براساس 
آنتی بیوتیکی شرکت MAST (England ، Merseyside) شامل 
میکروگرم(،   3۰( سفوتاکسیم  میکروگرم(،    3۰( سفتریاکسون 
میکروگرم(،    3۰( سفتازیدیم  میکروگرم(،   3۰( سفپودوکسیم 
سفازولین )3۰ میکروگرم(، کوتری موکسازول )2۵ میکروگرم(، 
ارتاپنم )1۰ میکروگرم(، مروپنم )1۰ میکروگرم(، ایمی پنم )1۰ 
 2۰( جنتامایسین  میکروگرم(،   1۰( توبرامایسین  میکروگرم(، 
میکروگرم(، تازوباکتام ـ پیپراسیلین )11۰ میکروگرم(،  آزترونام 
استفاده  میکروگرم(   ۵( سیپروفلوکساسین  و  میکروگرم(   3۰(
شد. در پایان نتایج براساس جداول استاندارد CLSI مورد بررسی 
قرار گرفت. سپس جهت تعیین غلظت ممانعت کنندگی از رشد 
جدایه ها نسبت به سیپروفلوکساسین از روش میکرودایلوشن براث 

8. Mid stream clean catch
9. Blood agar
10. Clinical and Laboratory Standard Institute
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استفاده شد. ابتدا از کشت 24 ساعته جدایه ها روی محیط مولر 
هینتون آگار، رقتی معادل کدورت نیم مک فارلند تهیه و طبق 
دستور کار CLSI رقیق شد. به طوری که غلظت نهایی باکتری ها در 
هر چاهک میکروپلیت 1۰۵ باکتری بود. غلظت های متفاوتی از 
۰/۰6 تا ۵12 میکروگرم در هر میلی لیتر برای سیپروفلوکساسین 
 2۰۰ نهایی  حجم  حاوی  میکروپلیت  چاهک  هر  شد.  تهیه 
سوسپانسیون  و  آنتی بیوتیک  کشت،  محیط  شامل  میکرولیتر 
باکتری بود. محیط مولر هینتون براث )Merck ، Germany( به 
 همراه باکتری و بدون سیپروفلوکساسین به عنوان کنترل مثبت 
و همچنین محیط مولر هینتون براث به تنهایی و بدون باکتری 
در 37  پانل ها 24 ساعت  رفت.  کار  به   منفی  کنترل  به عنوان 
درجه سانتی گراد انکوبه شدند . جهت کنترل کیفی آنتی بیوگرام 
از سویههای استاندارد اشرشیا کلی ATCC 25922 استفاده شد. 
غلظت  کمترین  باکتری  سویه  هر  مهارکننده  غلظت  حداقل 
آنتی بیوتیک در چاهکی که باکتری در آن رشد نکرده بود در 
 4≥  MIC جدایه های دارای ،CLSI نظر گرفته شد. بر اساس جداول
MIC=2، و MIC≤1   برای سیپروفلوکساسین به ترتیب مقاوم، 

نیمه حساس و حساس بودند.

شناسایی ژن ها

و  qnrA،  qnrB،  qnrS، aac(6´)-Ib-cr ژن های  تشخیص 
به روش  و  ایران(  پرایمرهای اختصاصی )سیناکلون،  با   qepA
استخراج  ] 13-1۵[ )جدول شماره 1(. جهت  انجام شد   PCR
DNA از روش جوشانیدن استفاده شد. واکنش PCR در حجم 
شرکت  مسترمیکس  میکرولیتر   12/۵( میکرولیتر   2۵ نهایی 
سیناکلون، 2 میکرولیتر از هر پرایمر و 2 میکرولیتر DNA باکتری 
و بقیه آب مقطر استریل( در طی 3۰ سیکل انجام شد، شامل 
مرحله اولیه باز شدن 2 رشته DNA به مدت ۵ دقیقه در دمای 
94 درجه سانتی گراد، مرحله باز شدن 2 رشته DNA، 1 دقیقه 
در  دقیقه  پرایمرها 1  اتصال  مرحله  در 94 درجه سانتی گراد ، 
۵۵ درجه سانتی گراد برای ژن های qnrA و  qepA، ۵3 درجه 
برای  و ۵7 درجه سانتی گراد   qnrS و  qnrB برای سانتی گراد 
aac(6´)-Ib-cr. مرحله طویل شدن رشته هدف به مدت 1 دقیقه 
در 72 درجه سانتی گراد و مرحله طویل شدن نهایی به مدت ۵ 
دقیقه در 72 درجه سانتی گراد انجام شد. واکنش PCR با استفاده 
از دستگاه ترموسایکلر )BioRad ،USA( انجام و و از جدایه های 
 aac(6´)-Ib و  qnrA،qnrB، qnrS اشرشیاکلی حاوی ژن های
به عنوان کنترل مثبت و از اشرشیاکلی ATCC25922 به عنوان 
کنترل منفی استفاده شد. محصول PCR بر روی آگارز ۱ درصد 
با  در نهایت  و  شد  رنگ آمیزی  بروماید  اتیدیوم  با  و  الکتروفورز 
 )Gel-Documentation BioRad ،USA( داک  ژل  دستگاه 
بااستفاده از اشعه UV مورد بررسی قرار گرفت. سپس تعدادی از 
 Applied Biosystem ABI3130,( تعیین توالی PCR محصولات
USA( شدند و نتیجه آن با استفاده از نرم افزار BLAST آنالیز شد.

هضم آنزیمی

واریانت cr-aac (6´)-Ib آن   از   aac (6´)-Ib تمایز ژن برای 
که در ارتباط با مقاومت به کینولون هاست، هضم آنزیمی انجام 
شد. محصول PCR برای ژن aac (6´)-Ib با آنزیم BtsCI هضم 
شد )Fermentase, England(. در صورت برش آن به قطعات 
bp-272 و bp-210، نشان دهنده aac (6´)-Ib، اما عدم برش 

نشان دهنده واریانت aac (6´)-Ib-cr بود. 

تحلیل آماری 

داده های حاصل از نتایج آزمایش های مختلف همراه مشخصات 
سپس  شد.  وارد  اکسل  فایل  یک  در  مورد بررسی  نمونه های 
از  شد.  تجزیه و تحلیل  نسخه 2۰   SPSS نرم افزار  از  استفاده  با 
تست های آماری کای دو و من ویتنی برای تحلیل یافته ها استفاده 
شد و مقادیر P کمتر یا مساوی ۰/۰۵ معنا دار در نظر گرفته شدند.

یافته ها

از 2۸۰ نمونه ادراری، ۵1 جدایه )1۸/2 درصد(  سیتروباکتر 
بودند که متعلق به 31 زن )6۰/۸ درصد( و 2۰ )39/2 درصد( مرد 
بودند. میانگین سنی بیماران 26±4۰/6 سال بود. حداکثر سن ۸7 
سال و حداقل سن زیر یک سال بود. از نظر توزیع سنی بیماران 
نفر )31/4 درصد(؛  مورد مطالعه، گروه سنی زیر 2۰ سال، 16 
21 تا 4۰ سال، 13 نفر )2۵/۵ درصد( و گروه سنی بالای 4۰ 
سال 22 نفر )43/1 درصد( بودند. از میان ۵1 جدایه سیتروباکتر، 
39 جدایه )76/۵ درصد( سیتروباکتر فروندی ، 7 جدایه )13/7 
درصد( سیتروباکتر کوسری و ۵ جدایه )9/۸ درصد( سیتروباکتر 
براکی بودند. میزان مقاومت نسبت به سفازولین )74/۵ درصد(، 
 3۵/3( کوتری موکسازول  و  درصد(   41/2( سیپروفلوکساسین 
به کارباپنم ها،  از ۸۰ درصد جدایه ها نسبت  بود. بیش  درصد( 
پیپراسیلین / تازوباکتام و جنتامایسین حساسیت نشان دادند 
)تصویر شماره 1(. به ترتیب 21 جدایه )41/2 درصد(، 1 جدایه 
به  نسبت  ترتیب  به  درصد(   ۵6/9( و 29 جدایه  درصد(   1/9(
سیپروفلوکساسین مقاوم ، نیمه حساس و حساس بودند. همچنین 
میزان حداقل غلظت مهارکننده جدایه ها برای سیپروفلوکساسین 
تعیین شد )تصویر شماره 2(. در بیشتر جدایه ها میزان مقاومت 
به سیپروفلوکساسین بالا )MIC≥64  میکروگرم در هر میلی لیتر( 

بود. 

qnrA، qnrB، qnrS، aac)6’(- ژن های PCR اندازه محصول
Ib و qepA به ترتیب ۵16، 469، 417، 4۸2 و 72۰ جفت باز 
بود )تصویر شماره 3(. از میان ۵1 جدایه های سیتروباکتر، 22 
جدایه )43/2 درصد( ژن های qnr داشتند که شامل qnrB در 
22 )41/۵ درصد(، qnrS در 3 )۵/9 درصد( و qnrA در 1 جدایه 
aac (6´)- 1/9 درصد( بودند. 14 جدایه )27/۵ درصد( دارای ژن(

Ib و همگی واریانت cr بودند. ژن qepA در هیچ کدام از جدایه ها 
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یافت نشد. از نظر ارتباط بین ژن aac(6´)-Ib-cr و مقاومت به 
سیپروفلوکساسین، در جدایه های دارای این ژن، 64/3 درصد به 
سیپروفلوکساسین مقاوم بودند. در حالی که در جدایه های فاقد 
آماری معنی دار  از لحاظ  بودند که  این ژن، 32/4 درصد مقاوم 
بود )P=۰/۰39(. همچنین از لحاظ آماری بین حضور ژن  qnrB و 
qnrS با مقاومت به سیپروفلوکساسین ارتباط مثبت و معناداری 

وجود داشت )جدول شماره 2(.

جدایه   درصد(   4۸(  12 ،PMQR دارای  جدایه   میان 2۵  از 
در  میکروگرم    64≤MIC( بالا  مهارکننده  غلظت  دارای حداقل 
هر میلی لیتر( برای سیپروفلوکساسین بودند. درحالی که از 26 
درصد(   11/۵( جدایه   3 فقط   ،PMQR ژن های  فاقد  جدایه 
آماری  آنالیز  بودند.   64≤MIC دارای  سیپروفلوکساسین  برای 
داده های مذکور یک رابطه معنی دار بین افزایش حداقل غلظت 
داد  نشان  را   PMQR ژن های و  مهارکننده سیپروفلوکساسین 

غلظت  حداقل  میانگین  آماری،  از لحاظ  همچنین   .)P=۰/۰2 (
ژن های  دارای  جدایه های  در  سیپروفلوکساسین  مهارکننده 
qnr، بالاتر از میانگین حداقل غلظت مهارکننده جدایه های فاقد 
ژن های qnr بود )P=۰/۰۰1(. میانگین حداقل غلظت مهارکننده 
 aac(6´)-Ib-cr ژن  دارای  جدایه های  در  سیپروفلوکساسین 
بالاتر از میانگین حداقل غلظت مهارکننده جدایه های فاقد ژن 

.)P=۰/۰۰1( بود aac(6´)-Ib-cr

مهارکننده  غلظت  حداقل  میزان  بین  قابل توجهی  اختلاف 
جدایه های دارای یک ژن مقاومت PMQR با جدایه هایی که بیش 
از یک ژن داشتند وجود نداشت )جدول شماره 3(. اگرچه بیشتر 
جدایه های دارای ژن های PMQR نسبت به سیپروفلوکساسین 
مقاوم بودند و میزان حداقل غلظت مهارکننده آن ها نسبت به 
این آنتی بیوتیک بالا بود. اما این ژن ها در جدایه های حساس به 

سیپروفلوکساسین نیز وجود داشتند.

PCR جدول ۱. توالی پرایمر های مورداستفاده و اندازه محصولات

اندازه محصول )bp( توالی پرایمرنام ژن

qepA5´-GGACATCTACGGCTTCTTCG-3´
5´-AGCTGCAGGTACTGCGTCAT-3´۷2۰

qnrA5´-TCAGCAAGAGGATTTCTCA-3´
5´-GGCAGCACTATTACTCCCA-3´۵1۶

qnrB5´-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3´
5´-ACGATGCCTGGTAGTTGTCC-3´۴۶۹

qnrS5´-ACGACATTCGTCAACTGCAA-3´
5´-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3´۴1۷

aac(6´)-Ib5´-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3´
5´-CTCGAATGCCTGGCGTGTTT-3´۴۸2

تصویر ۱. حساسیت آنتی بیوتیکی جدایه های سیتروباکتر
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بحث 

گونه های سیتروباکتر از عوامل فرصت طلب عفونت های سیستم 
ادراری و تنفسی بیمارستانی هستند ]16[. کلونیزاسیون و عفونت 
مجاری ادراری به وسیله سیتروباکتر معمول ترین نوع عفونت با 
این پاتوژن فرصت طلب است ]17[. در مطالعه ای شیوع عفونت 
ادراری توسط گونه های سیتروباکتر در ۵ تا 12 درصد گزارش شده 
است ]1۸[. طبق گزارشات قبلی سیتروباکتر بعد از اشرشیاکلی و 
کلبسیلا سومین پاتوژن مهم عامل ادراری است ]19، 2۰[. یکی از 
مشکلات درمان عفونت با این باکتری مقاومت بالای آنتی بیوتیکی 
جدایه های  از  بالایی  درصد  ما  مطالعه  در  به طوری که  است. 
به  نسبت  بودند،  فروندی  گونه  آن ها  اکثریت  که  سیتروباکتر 

کوتریموکسازول ، بتالاکتام ها و سیپروفلوکساسین مقاومت نشان 
دادند که با نتایج مطالعات دیگر سازگاری دارد ]21، 22[. افزایش 
مقاومت به فلوروکینولون ها با گسترش ژن های PMQR با قابلیت 
انتقال افقی آن ها در باکتری های خانواده انتروباکتریاسه مرتبط 
به خصوص qnrB در   ،qnr است ]23[. هر چند شیوع ژن های
جدایه های انتروباکتریاسه در کشورهای آسیایی بررسی شده  است 
]9[، اما تعداد کمی از مطالعات فراوانی این ژن را در سیتروباکتر 
بررسی کرده اند. این موضوع می  تواند ناشی از کم اهمیت دانستن 
و در نتیجه جداسازی اندک گونه های سیتروباکتر باشد. در مطالعه 
ما qnrB شایع ترین ژن در بین جدایه ها بود که با نتایج مطالعات 
دیگر سازگاری دارد. از جمله در 2 مطالعه در چین روی 122 
جدایه بالینی سیتروباکتر و 26۵ جدایه انتروباکتریاسه شیوع ژن 

تصویر ۲. توزیع جدایه ها سیتروباکتر بر حسب مقدار حداقل غلظت مهارکننده )میکروگرم در میلی لیتر( سیپروفلوکساسین 
 MIC ≤۴: مقاوم

MIC=۲: نیمه حساس
 MIC ≤۱ : حساس

[Type text] 
 

 
  سیپروفلوکساسین MIC (g/mlµها سیتروباکتر بر حسب مقدار ). توزیع جدایه2نمودار 

4≥MIC: مقاوم 
  2MIC= :نیمه حساس 
 MIC≤1: حساس 

 

 
 و   qnrA  ،qnrB  ،qnrSهای برای ژن PCR یجاالکتروفورز نت .1شکل

aac(6´)-Ib-cr.  ردیفM :  مارکر(DNA ladder, 100bp) ،
-aac(6´) و qnrA ،qnrB  ،qnrS: 2 : کنترل مثبت، ردیف1ردیف

Ib-cr کنترل منفی3ردیف :  

۰

۵

۱۰

۱۵

۲۰

۲۵

۳۰
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۲۶
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تصویر 3. الکتروفورز نتایج PCR برای ژن های qnrA ، qnrB ، qnrS و 6(aac´(-Ib-cr. ردیف M: مارکر )1۰۰bp ,DNA ladder(، ردیف1: کنترل مثبت، 
ردیف qnrA، qnrB ، qnrS :2 و Ib-cr-)´6(aac ردیف3: کنترل منفی
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qnrB در جدایه های سیتروباکتر به ترتیب ۵9/۸ و 4۰ درصد 
کره  در  مطالعه ای  در  همچنین   .]24  ،9[ است  شده   گزارش 
شیوع ژن qnrB در سیتروباکتر را 67/9 درصد گزارش کرده اند 
]۸[. در مطالعه ای در آمریکا بر روی ۵9۰ جدایه انتروباکتریاسه ، 
2۵ در صد از جدایه ها دارای ژن qnrB بودند ]2۵[. در تمامی 
مطالعات مذکور ژن qnrB بالاترین شیوع را داشته است که با 
نتایج مطالعه ما مشابه است. به نظر می رسد که ژن qnrB در 
نقاط مختلف جهان گسترش بالایی دارد. میزان ژن qnrS در 
مطالعه ما پایین بود که با نتایج دیگر مطالعات در چین و فرانسه 
که فراوانی این ژن را به ترتیب 1/9 و 2/۵ درصد گزارش کردند 
 qnrA تطابق دارد ]26، 9[. در گزارشاتی از چین میزان شیوع
در جدایه های سیتروباکتر ۸/2 درصد و 2۰ درصد، همچنین در 
مطالعه ای در مراکش روی جدایه های انتروباکتریاسه 1۰/2 درصد 
گزارش شده است ]9، 24، 26[. فراوانی ژن aac(6´)-Ib-cr در 
مطالعه ای در چین در جدایه های سیتروباکتر 26/7 درصد گزارش 
شده است ]24[. در مطالعه ما ژن qepA در هیچ کدام از جدایه ها 
یافت نشد که تا حدی مورد انتظار بود. چون در پژوهش های دیگر 

هم فراوانی این ژن صفر گزارش شده است ]27، 2۸[. 

در مطالعه ما بررسی آماری، ارتباط ژن های PMQR با مقاومت 
جدایه ها به سیپروفلوکساسین را نشان داد و در جدایه های با حداقل 
بالاتر )MIC≥ 64( شیوع بیش تری داشتند. هر  غلظت مهارکننده 
مهارکننده  غلظت  حداقل  افزایش  با  ژن ها  این  حضور  بین  چند 
ارتباط معنا داری وجود داشت، اما این ژن ها توزیع گسترده ای در 
میان جدایه های سیتروباکتر داشت. حتی در جدایه های حساس به 
سیپروفلوکساسین نیز مشاهده شدند ]9، 29[. در گزارش دیگری 
جدایه هایی که دارای ژن های PMQR بودند بعد از اینکه در برابر 
مشاهده  آن ها  در  مقاومت  افزایش  گرفتند،  قرار  فلوروکینولون ها 
شد. بنابراین درمان عفونت های ایجاد شده توسط جدایه های دارای 
افزایش  سبب  است  ممکن  فلوروکینولون ها  با   PMQR ژن های 

مقاومت و شکست درمان شود ]3۰[.

نتیجه گیری

نتایج این مطالعه بیانگر اهمیت سیتروباکتر فروندی در ایجاد 
عفونت ادراری در بیماران بستری و میزان مقاومت بالای آن  نسبت 
به سیپروفلوکساسین است. ژن های PMQR فراوانی بالایی در 
جدایه ها دارند و همچنین ژن های  qnrS و qnrB تأثیر معناداری 
در افزایش میزان حداقل غلظت مهارکننده سیپروفلوکساسین 

جدول ۲. ارتباط بین ژن های qnr جدایه ها با مقاومت آن ها به سیپروفلوکساسین

وجود ژن های 
PMQR

میزان حساسیت ایزوله ها به سیپروفلوکساسین 

P PMQR دارای ژنPMQR بدون ژن

حساسغیرحساسحساسغیرحساس

qnrA1)1/۹(۰)۰(2۰)3۹/3(3۰)۵۸/۸(۰/22۷

qnrB1۷)33/3(۵)۹/۸(۴)۷/۸(2۵)۴۹/1(۰/۰۰1

qnrS3)۵/۹(۰)۰(1۸)3۵/3(3۰)۵۸/۸(۰/۰33
PMQR: ژن های مقاومت کینولونی وابسته به پلاسمید

جدول 3. توزیع جدایه های دارای ژن  PMQR بر حسب مقدار حداقل غلظت مهارکننده )میکروگرم در میلی لیتر( سیپروفلوکساسین 

حداقل غلظت مهارکننده )میکروگرم در میلی لیتر(
ژن های PMQRتعداد جدایه 

≥۱۰/۵ تا 4۲ تا ۱68 تا 643۲ تا ۱۲8

۴212۹qnrB+ Aac(6´)-Ib-cr

22Aac(6´)-Ib-cr + qnrB+qnrS

11qnrS+qnrB

11qnrA+qnrB

33Aac(6´)-Ib-cr

2۴12۹ qnrB

PMQR: ژن های مقاومت کینولونی وابسته به پلاسمید

علی شا اکیا و همکاران. فراوانی ژن های مقاومت کینولونی وابسته به پلاسمید در سیتروباکترهای جدا شده از نمونه های ادرار

http://journal.muq.ac.ir/fa


11

1402. دوره 17

نشان دادند. بنابراین برای استفاده مناسب از فلوروکینولون ها در 
درمان عفونت ادراری سیتروباکتر باید سنجش حساسیت باکتری 

صورت گیرد. 

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش
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