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 از PCR روش به ESBL مولد کلی اشرشیا در CTX-M ژن وجود و بیوتیکی آنتی مقاومت الگوی ارزیابی

 بابل نژاد یحیی شهید بیمارستان به کننده مراجعه بیماران ادراری های نمونه

 2میر پور مهدی سیدمجتبی ،*1زابلی فاطمه

 

 ایران.  آمل، اسلامی، دآزا دانشگاه آملی، الله آیت واحد میکروبیولوژی، استادیارگروه .1

 ایران. آمل، اسلامی، آزاد دانشگاه آملی، الله آیت واحد شناسی، زیست میکروبیولوژی،گروه ارشد کارشناس .2

 چکیده

 به باکتری این. شود می ادراری دستگاه عفونت باعث که است هایی باکتری ترین شایع از یکی اشرشیاکلی :هدف و زمینه

 بتالاکتام های بیوتیک آنتی به هستند،( ESBL) الطیف وسیع بتالاکتامازهای کننده کد که پلاسمیدهایی اکتساب علت

 و بیمارستان این در CTX-M (Cefotaxsim-Mژن ) شناسایی به نسبت مطالعه عدم به توجه با لذا. است شده مقاوم

 .گردید بررسی ژنوتیپی و فنوتیپی نظر از مذکور ژن منطقه،

 تمام از 1131 سال آذرماه لغایت ماه تیر از ماه 6 مدت به مقطعی صورت به تحلیلی وصیفیت مطالعه این :بررسی روش

 ها باکتری مقاومت و شد انجام نمونه 1482 روی بر بابل نژاد یحیی شهید درمانی آموزشی مرکز به کننده مراجعه افراد

 سفتریاکسون، سیپروفلوکساسین، آمیکاسین، جنتامایسین، آمیکاسین، مروپنم، سفوتاکسیم، های دیسک به نسبت

 به فوق های بیوتیک آنتی به مقاوم های ایزوله. شد انجام دیفیوژن دیسک روش به اسید، نالیدیگسیک نیتروفورانتوئین،

 در سپس. شدند بررسی اسید کلاولانیک–سفتازیدیم و کلاولانیک-سفوتاکسیم ترکیبی های دیسک تأییدی تست وسیله

 دست به نتایج. شد بررسی Real Time-PCR روش با CTXM ژن وجود الطیف وسیع مازهایبتالاکتا مولد های سویه

 .شد تحلیل دو کای آماری آزمون و SPSS Version 20 افزاری نرم برنامه با آمده

 ،(درصد 81/36) مروپنم به مربوط حساسیت بیشترین. شد جدا اشرشیاکلی ایزوله 48 بیماران، نمونه کل تعداد از :ها یافته

 بیشترین و( درصد 66/31) آمیکاسین ،(درصد 9/38) تازوباکتام پیپراسیلین ،(درصد 28/39) سولباکتام سیلین آمپی

 و( درصد 2/91) سیپروفلوکساسین ،(درصد 67) سالیکلین داکسی ،(درصد 41) اسید نالیدیکسیک به ترتیب به مقاومت

 بتالاکتاماز ژن فراوانی. بودند الطیف وسیع بتالاکتامازهای مولد( درصد 9/18) ایزوله 23. بود( درصد 61/86) سفتریاکسون

CTX-M ژن وجود بین. آمد دست به اشرشیاکلی در درصد 63 مثبت فنوتیپ CTX-M و ESBL دار معنی رابطه 

 .(>71/7P) شد مشاهده آماری

 نمونه از کلی اشرشیا سویه در (CTX-M) بتالاکتاماز مولد های ژن حضور حاضر، مطالعه نتایج به توجه با :گیری نتیجه

 مصرف پایش و کنترل لذا(. درصد 63) است داده اختصاص خود به را بالایی درصد بابل، نژاد یحیی شهید بیمارستان های

 .رسد می نظر به لازم منطقه این پاتوژن های باکتری در بیشتری ژنوتیپی و فنوتیپی مطالعات همچنین و ها بیوتیک آنتی

،CTX-M ژن ،(ESBL) گسترده طیف بتالاکتاماز بیوتیکی، آنتی مقاومت مقاومت، الگوی اشرشیاکلی، :کلیدی کلمات

Real Time-PCR 

 زابلی فاطمهنویسنده مسئول: 

 آزاد اسلامی واحد آیت الله آملی آمل، دانشگاهایران، آدرس: 

  m.zaboli1379@yahoo.comایمیل: 
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 مقدمه

 می بیمارستانی بطل فرصت های پاتوژن از اشرشیاکلی

 بتا کننده کد که پلاسمیدهایی اکتساب علت به و باشد

 از لاکتام بتا های بیوتیک آنتی به الطیف، وسیع لاکتامازهای

( 1) است شده مقاوم الطیف وسیع های سفالوسپورین جمله

 های سال به بتالاکتام های بیوتیک آنتی به مقاومت ظهور.

 پنی) بیوتیک نتیآ اولین به نسبت مقاوت کشف اولیه

 باکتری در بتالاکتاماز اولین و گردد می بر( سیلین

 بتالاکتام های بیوتیک آنتی(. 2) شد مشاهده اشرشیاکلی

 با که باشند می ها سفالوسپورین و ها سیلین پنی شامل

 که (PBPs) سیلین پنی به شونده باند پروتئین به اتصال

 ترانس مهار باعث باشد می باکتری سلولی دیواره در

 آن، دنبال به و سلول دیواره نتیجه در و پپتیدوگلیکان

 توسط مختلفی های مکانیسم(. 1) رود می بین از باکتری

 آنتی بار زیان اثرات از تا شود می گرفته کار به ها باکتری

 ها مکانیسم این ترین مهم از یکی. بماند مصون ها بیوتیک

 بتا های تیکبیو آنتی علیه منفی گرم های باکتری در که

 بتالاکتامازی های آنزیم تولید شود، می گرفته کار به لاکتام

 Extended (ESBL) گسترده طیف بتالاکتاماز(. 8) است

 Spectrum beta lactamasesاصلی دفاع عنوان به 

 شناخته ها بیوتیک آنتی مقابل در منفی گرم های باکتری

 پلاسمید توسط غالباً ها آنزیم این کننده تولید ژن. اند شده

 سویه یک از قادرند و شده کد(  Kb 100بالای) بزرگ های

 از حتی و دیگر انسان به انسان یک از دیگر، سویه به باکتری

 .(9) شوند منتقل دیگر کشور به کشور یک

 و (Ambler) مولکولی دوصورت به بتالاکتامازها

 براساس بتالاکتامازها. شوند می بندی طبقه عملکردی

 می تقسیم D تا A مولکولی کلاس چهار به ولیها ساختار

 که باشد می منفی گرم های باکتری در A گروه. شوند

 می بر در را (ESBL) الطیف وسیع های بتالاکتاماز

. شود می یافت آئروژینوزا سودوموناس در B گیرد،کلاس

 به و کند می هیدرولیز را ها سفالوسپورین ، Cتیپ کلاس

 ها اگزاسیلن ،D کلاس .معروفند امیبتالاکت های مهارکننده

 بندی طبقه. شوند نمی مهار اسید کلاونیک با و باشند می

: شوند می تقسیم گروه 2 به عملکردی لحاظ از لاکتاماز بتا

 کلاولانیک توسط خوبی به که سفالوسپورینازهایی اول گروه

. دارند تعلق مولکولار C کلاس به و شوند نمی مهار اسید

 که دو هر یا سفالوسپوریناز و سلیناز پنی ملشا: دوم گروه

 شوند می مهار بتالاکتاماز های کننده مهار توسط کلی بطور

 بتالاکتامازهای. هستند D وA  مولکولی کلاس به متعلق و

 حال در همواره (SHV,TEM,CTX-M) شامل گروه این

 طور به CTX-M تیپ بتالاکتامازهای(. 6) هستند افزایش

 منتشر باشند، می ESBL حامل پلاسمید طریق از گسترده

 آلمان در 1347 دهه اواخر در بار اولین برای و گردیده

 در بار اولین ، Mو سفوتاکسم شامل  CTXکه شد گزارش

 در غالباً آنزیم این که است شده کشف آلمان مونیخ

 از ای سویه(. 6) است شده گزارش کلبسیلا و اشرشیاکلی

 و بوده سفوتاکسیم به مقاوم که را اشرشیاکلی

 تحت نشد، مشاهده که را SHV یا و  TEMخصوصیات

 هیدرولیتیک فعالیت که کرده گذاری نام  CTX-Mعنوان

 CTX-Mهای آندمی اولین(. 4) دارد سفوتاکسیم علیه بر

 از پس اما شد گزارش شرقی اروپای و لاتین آمریکای در

 کشورهای به ژن این گسترش از فراوانی گزارش 2777 سال

 و اسپانیا و انگلستان فرانسه، یونان، همچون غربی اروپای

 انجام های بررسی طی(. 3) شد گزارش مغولستان از حتی

 الطیف وسیع لاکتامازهای بتا ایران، در اًاخیر گرفته

مربوط  شیوع بیشترین که کرده پیدا افزایش  CTX-Mنوع

اختصاصی  های روش(. 17) باشد می CTX-M-1 به

 National Committee ofتوسط شده پیشنهاد

Clinical Laboratory Standards (NCCLS) برای 

 های آزمون شامل بتالاکتاماز مولد های باکتری شناسائی
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 می  PCRروش به تأییدی های آزمون و غربالگری

  (.11) باشد

 پایش امکان Real-time PCR تکنیک از با استفاده

 امکان سیکل هر در و آمده فراهم واکنش ی لحظه به لحظه

 برای الکتروفورز به نیاز عدم. دارد وجود تکثیر فرآنید بررسی

 وقت، در جویی صرفه بر علاوه واکنش ی نتیجه بررسی

 محیط در DNA پراکندگی احتمال از جلوگیری باعث

  (.12و11و18) شود می نیز آزمایشگاه

 و بیوتیک آنتی مصرف افزون روز افزایش به توجه با

 حاضر مطالعه ها بیوتیکی آنتی مقاومت زایشاف آن متعاقب

 فراوانی بیوتیکی آنتی مقاومت الگوی بررسی منظور به

ESBL ژن و CTX-M اشرشیاکلی های سویه میان در 

 سه در سرپایی و بستری بیماران ادراری عفونت از شده جدا

 به کننده مراجعه بیماران از 1131 سال  سوم و دوم ماهه

 تا گرفت، انجام بابل نژاد یحیی شهید درمانی آموزشی مرکز

 صحیح درمان به کمک بر علاوه نتایج این از گیری بهره با

 .گردد آنان درمانی های هزینه کاهش موجب بیماران،

 روش بررسی

 سوم و دوم ماهه سه در تحلیلی توصیفی مطالعه این

 ادرار بالینی نمونه 1482 روی بر ماه 6 مدت به1131 سال

 یحیی شهید بیمارستان آزمایشگاه به کننده مراجعه افراد

 های نمونه. گرفت انجام بیماران رضایت به توجه با بابل نژاد

 ظرف در( ادرار میانی قسمت) استریم مید روش به ادرار

 محیط روی بر لوپ از استفاده با و گردید آوری جمع استریل

 ساعت 28 از پس و شد داده کشت EMB و آگار بلاد

 شمارش ها کلونی گراد، سانتی درجه 16 رد انکوباسیون

 برابر ها آن کرده رشد کلونی تعداد که هایی نمونه و شدند

 و تلقی مثبت ادراری عفونت نظر از بود، 179 از بیش یا

 اوره اندول، حرکت، ،TSI اکسیداز،) بیوشیمیایی های تست

( سیترات سیمون و MR ،VP ، H2Sنیترات، احیای آز،

 را لاکتوز. گردید انجام اشرشیاکلی باکتری تشخیص جهت

 و اسید و کنند می تخمیر درجه 88 در هم و درجه 16در 

 سیترات و VP مثبت،  MRاندول،. آورند می وجود به گاز

 را اوره. کند نمی تولید سولفوره هیدروژن گاز. هستند منفی

 آنتی حساسیت تعیین بررسی برای. کند نمی تجزیه

 دیفیوژن دیسک روش به لعهمطا مورد ایزوله بیوتیکی

(Kirby-Bauer) از ابتدا کار این برای که گردید انجام 

 نیم استاندارد اساس بر سوسپانسیون یک شده، جدا کلونی

 از شعله کنار در استریل سوآپ با و تهیه فارلند مک

 کشت محیط سطح بر و کرده برداشت باکتری سوسپانسیون

 دیسک و سپس ادهد انجام متراکم کشت آگار مولرهینتون

  های

Cefixime- Gentamycin- Doxycyclin- 

Cefotaxime- Nalidicxic Acid- 

Nitrofurantion- Meropenem- Cphtriacson 

Ampicilin solbactam- Pipracilin 

Tazobactam- Amikacin Ciprofloxacin  
 قرار پلیت سطح روی بر  Mast disk)شرکت از شده تهیه)

 تشکیل درجه، 16 در انکوباسیون اعتس 28 از پس. گرفت

 استاندارهای جدول اساس بر رشد منطقه تشکیل عدم یا

 CLSI (Clinical andآزمایشگاهی و بالینی

laboratory standard institute) شد تفسیر نتایج 

 اشرشیاکلی استاندارد سویه از همچنین(. 11)

29322ATCC  شد استفاده مثبت کنترل عنوان به. 

Combination disk method or 

Phenotype confirmatory Test: 

 نیم غلظت با مطابق استانداری میکروبی سوسپانسیون

 هینتون مولر محیط روی بر و تهیه باکتری از فارلند، مک

 های بیوتیک آنتی دیسک بعد دقیقه 19. گردید پخش آگار

 فاصله به را اسید کلاولانیک سفوتاکسیم و سفوتاکسیم

. شد داده قرار محیط روی یکدیگر، از متر سانتی 9/2 حداقل

 گراد، سانتی درجه16 در انکوباسیون، ساعت 14-28 از پس

 های دیسک اطراف رشد عدم هاله کش، خط از استفاده با
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 اسید کلاولانیک بدون به نسبت اسید کلاولانیک حاوی

 دیسک اطراف رشد عدم هاله اگر که طوری به. شد سنجیده

 متر میلی 9 مساوی یا بزرگتر اسید ولانیککلا سفوتاکسیم

 می را نظر مورد سویه باشد تنهایی به سفوتاکسیم به نسبت

 در ESBL مولد عنوان به( CSLI) ضابطه طبق بر توان

 (.18) گرفت نظر

 

 

 

  ESBLتست فنوتیپی تائیدی برای بررسی ژن های  -1شکل 

 عدم ههال با اسید کلاولانیک سفوتاکسیم چپ سمت دیسک)

 .(شد گرفته نظر در مثبت ESBL عنوانه ب رشد

 Bloodکیت از ژن استخراج جهت :ژنوم استخراج

/Tissue DNA Extraction Mini Kit 
TMDynaBio تاریخ با و 131769 کاتالوک شماره با 

 شرکت از( 7719 ج ک) شناسه با( 2716 آپریل) انقضاء

  شد. ستفادها تکاپوزیست

 Binding)ستونی روش زا باکتری DNA استخراج

Colum) در رها سازی بافر روش این در. شد انجام 

 لیتری میلی 9/1 تیوب هر به. شد داده قرار  °C 56دمای

به  تیوب به سپس. گردید اضافه K پروتئیناز میکرولیتر 27

 اضافه اتصال بافر و باکتری نمونه از میکرولیتر 277ترتیب

 °C 56 در دقیقه 17 مدت به و ورتکس ها تیوب. گردید

 مطلق اتانول میکرولیتر 277 تیوب هر به سپس. گرفت قرار

 داده قرار اتصال ستون یک تیوب هر در بعد. گردید اضافه

 دقیقه در دور 4777در  دقیقه یک ها ستون و شد

 بافر میکرولیتر ترتیب به 977سپس . شد سانتریفیوژ

 در دقیقه 1 ها ستون. شد اضافه ستون به 2و1 شستشوی

 میکرولیتر 177. گردید سانتریفیوژ دقیقه در دور 18777

 1 ها ستون. گردید اضافه ستون داخل را رها سازی بافر

 OD جذب. شد سانتریفیوژ دقیقه در دور 11777در دقیقه

 nm موج طول در ژنومی (DNA) حاوی ستون زیر محلول

 برابر ng/µl97غلظت  با و اسپکتروفتومتری روش با 280 

 آزمایش جهت DNA های نمونه از سپس. شد تخلیص 1

Real- time PCR  گردید استفاده. 

 Agarose Gel) آگارز ژل با الکتروفورز

Electrophorsis) 
 177 در آگارز پودر از( گرم یک) درصد 1 آگارز ژل ابتدا

 با مخلوط (tris-borate-EDTA 0/5X) بافر لیتر میلی

 تکثیری صولاتمح سپس گردید، تهیه بروماید اتیدیم رنگ

 آگارز ژل در ، Real-time PCRواکنش در ژن هر

 تأیید جهت مرحله این. شد انجام الکتروفورز و بارگذاری

 غیر محصولات حضور عدم و ژن هر اختصاصی قطعات تکثیر

 انجام( دایمر پرایمر) پرایمرها شدن جفت و اختصاصی

 .گردید

 Real-time تکنیک از مطالعه این در: PCR تکنیک

PCR ژن تکثیر جهت CTX-M و اشرشیاکلی باکتری 

 با کره Bioneer شرکت از شده تهیه اختصاصی پرایمرهای

 16و 21 بطول ترتیب به Forward، Reveres های رشته

 (.19) شد استفاده 1 جدول مطابق نوکلئوتید

 

 روش استفاده با Real- time PCR برنامه

 :CTX-Mشناسایی  برای سایبرگرین

 36 مدل Real- time PCR دستگاه از مطالعه این در

Exicycler شد. استفاده  

. شد انجام مرحله سه در گاهدست گرمایی–زمانی برنامه

 و DNA های مولکول شدن دناتوره به منجر که اول مرحله

(11) شخصات پرایمر مورد استفادهم :1جدول  
Product 

Size(bp) 
پرایمر نام توالی نوکلئوتیدی  

191 1-AAAACTTGCCGAATTAGAGCG-9 -F 1-  CTX-M bla 

191 1-TTCTTCAGCACCGCGGC-9 -R 1-  CTX-M bla 

CTX+C

V 

CTX 
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 درجه 39 صورت به گردد، می پلیمراز آنزیم شدن فعال

 سانتی درجه 39 دوم مرحله دقیقه، 19 مدت به گراد سانتی

 87 مدت به گراد سانتی درجه 99 و ثانیه 27 مدت به گراد

 ترسیم جهت نهایی مرحله و متوالی سیکل 19 برای ثانیه

 ذوب منحنی یا (Dissociation Curve) تفکیک منحنی

 .شد انجام ثانیه 1 مدت به گراد سانتی جه در 38 صورت به

 ،Master Mixمیکرولیتر 29: شامل واکنش مخلوط

 و (Forward) پرایمرهای از( پیکومول 17) میکرولیتر یک

 (Reverse) میکرولیتر 17 ژن، اختصاصی DNA ومیژن 

 نهائی حجم به تا شد افزوده مقطر آب با بقیه و( نانوگرم 87)

 .رسید میکرولیتر 97

 می افزایش فلورسنت مقدار تصاعدی مرحله اولیه فاز در

 سطح از مشخصی مقدار به که رسد می ای آستانه به تا یابد

 backgroundبرداری نسخه شروع مرحله این است، بالاتر 

 می استفاده آزمایش نتایج اتمحاسب در که است قالب از

  (.16) شود

 تهیه PCR محصول از میکرولیتر 97مطالعه این در 

 سنجش ویژه های میکروتیوب داخل 2 جدول مطابق شده

 شده آماده های میکروتیوب سپس. شد ریخته PCR نوری

 دستورات و شد قرداده Exicycler دستگاه داخل در

 Experiment inبخش در دستورالعمل مطابق

formation  باکس در Master کیت نام Bioneer در و 

 قسمت در و CTX-M-ESBL ژن نام پروتکل قسمت

 .شد وارد تست انجام تاریخ پلیت

 کنترل عنوان بهPTCC  1237 استاندارد سویه از

 تهیه. )قرارگرفت استفاده مورد CTX-M ژن حاوی مثبت

 سویه( ایران صنعتی های قارچ کلکسیون بانک از شده

 احیای عملیات که گردد می ارائه لیوفلیزه بصورت استاندارد

 و براث نیوترنت کشت محیط روی بر جداگانه کشت با آن

 گراد سانتی درجه 16 در ساعت 28 مدت به گذاری گرما

 به و آوری جمع اهداف، اساس بر ها داده. گردید انجام

 آماری آزمون از استفاده و 27SPSS آماری افزار نرم وسیله

 .شد تحلیل و تجزیه دو-کای

 یافته ها

 ایزوله 48 برای بیوتیک آنتی 11 به حساسیت الگوی

 نتایج اساس بر. شد داده نشان 2 جدول در اشرشیاکلی

 مروپنم به مربوط ترتیب به حساسیت بیشترین مطالعه

 ،(درصد 28/39) سولباکتام سیلین آمپی ،(درصد 81/36)

 66/31)آمیکاسین ،(ددرص 9/38) تازوباکتام پیپراسیلین

 اسید نالیدیکسیک به ترتیب به مقاومت بیشترین و( درصد

 ،(درصد 67) سالیکلین داکسی ،(درصد 41)

 61/86) سفتریاکسون و( درصد 2/91) سیپروفلوکساسین

 .است شده گزارش( درصد

 48 انتخابی، های دیسک برای بیوگرام آنتی انجام از پس

 نیمه بتالاکتام های بیوتیک آنتی از یکی به حداقل که ایزوله

 مولد های ایزوله تأیید جهت بودند مقاوم یا حساس

 ترکیبی های دیسک از استفاده با الطیف وسیع بتالاکتاماز

 +سفتازیدیم اسید، کلاوولانیک +سفوتاکسیم ترکیبی

( درصد 9/18. )گرفتند قرار آزمایش مورد اسید کلاوولانیک

 شناسائی ESBL کننده تولید روش این کمک به ایزوله 23

 ترکیبی های دیسک ترکیبی های دیسک از استفاده با. شد

 اسید کلاوولانیک/سفتازیدیم اسید، کلاوولانیک/ سفوتاکسیم

 ایزوله عنوان به ایزوله( درصد 43) و( درصد 37) ترتیب به

 .شدند شناسایی بتالاکتاماز مولد های

 سویه در CTX-M ژن لاکتاماز بتا مولد های ژن فراوانی

 63) بابل نژاد یحیی شهید بیمارستان از اشرشیاکلی های

 ژن بین آماری دار معنی ارتباط همچنین. باشد می( درصد

CTX-M و ESBL گردید مشاهده (71/7>P .)نظر از 

 ارتباط ای زمینه های بیماری وجود دموگرافیک، فاکتورهای

 ژن(. P<71/7) داد نشان CTX-M ژن با آماری دار معنی

CTX-M ها بیوتیک آنتی سایر با داری معنی رابطه 

 اندازه های نمونه در ژن این وجود دیگر عبارت به و نداشته



 مقاله پژوهشی                                                                                  95پاییز و زمستان : 2: شماره 4مجله حکیم سید اسماعیل جرجانی: سال 

43 
 

 برابر در ها باکتری مقاومت افزایش باعث شده گیری

 ها بیوتیک آنتی به مقاومت بین. است نشده ها بیوتیک آنتی

 نشد مشاهده آماری دار معنی ارتباط سن و جنس و

(79/7<P.) 
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 ها بیوتیک آنتی به CTX-M ژن واجد اشرشیاکلی بیوتیکی آنتی حساسیت-1 نمودار

 

: میزان حساسیت و مقاومت سویه های جداسازی شده به آنتی بیوتیک های مختلف با روش دیسک دیفیوژن2جدول  

 میزان حساسیت علامت اختصاری نام آنتی بیوتیک

 تعداد )درصد(
Sensitive 

 میزان مقاومت

 تعداد )درصد(
Resistance 

 میزان حساسیت نسبی

 تعداد )درصد(
Intermediate 

FM  (29/67%)93 نیتروفورانتوئین   (4/23%)29  - 

MEM  (81/36%)41 مروپنم   (96/1%)1  - 

AK  (66/31%)66 آمیکاسین   (11/4%)6  - 

PTZ  (9/38%)63 پیپراسیلین تازوباکتام   (14/2%)2  (96/1%)1  

مآمپی سیلین سولباکتا  SAM  (28/39%)47   (66/8%)8  - 

GN  (68%)98 جنتامایسین   (16%)17  - 

CP  (62/86%)87 سیپروفلوکساسین  (13/91%)81  (13/1%)1  

D  (17%)29 داکسی سایکلین   (67%)93  - 

CRO  (2/91%)81 سفتریاکسون  (81/86%)13  (16/2%)2  

NA 18(16%) نالیدیکسیک اسید   (14%)67  - 

CFM  (16%)17 سفیکسیم   (46%)16  - 

CTX  (16%)11 سفوتاکسیم   (8/92%)88  (6/17%)3  

CAZ  (1/16%)21 سفتازیدیم   (3/14%)15   (6/6%)11  
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 مقاومت بیشترین که دهد می نشان مطالعه این نتایج

 67) سالیکلین داکسی( درصد 41) اسید نالیدیکسیک به

 باشد. می( درصد

 باکتری از آمده دست به وموزومیکر DNA غلظت

 nm 280 موج طول در ng/µl97 غلظت  با اشرشیاکلی

 توسط یافته تکثیر ژن قطعه اندازه. شد تخلیص 1 برابر

PCR شکل) بود باز جفت 191 حدود مارکر با مقایسه در 

 (.2و1

 

 

 

 

 

 

 

اشرشیاکلی با روش  های سویه  DNAمیزان تکثیر-2شکل 

(Real time-PCR نتایج آزمایش پنج بیمار به همراه .)

منحنی  کنترل منفی، یک نمونه کنترل مثبت و یک نمونه

بالاتر آمده اند مربوط به نمونه  K17هایی که از حد آستانه 

برای آن ها مثبت  Real time-PCRهای است که 

 محسوب می شود.

هر ژن در ژل الکتروفورز  PCRعلاوه بر این محصولات 

ه شکل ژل الکتروفورز، باند های مربوط به بارگذاری شد ک

 (.1تکثیر اختصاصی قطعات مورد نظر را تأیید نمود )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

K17 

 Bp  177مارکر

  177  

            4       6       6      M      8       1       2      1 

 بلانک 

 کنترل منفی 

 کنترل مثبت
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 CTX-M ژن تکثیری محصولات الکتروفورز -1 شکل

 8و1و2و1 های چاهک باند. درصد یک آگارز ژل روی

 چاهک. دهد می نشان را CTX-M ژن تکثیری محصولات

M نشانگر ارکرم (Size Marker )جفت 177 اندازه با 

 می نشان را بلانک نمونه ،6 چاهک. دهد می نشان را بازی

 چاهک. دهد می نشان را مثبت کنترل ،6 چاهک باند. دهد

 .دهد می نشان را منفی ، کنترل4

 بحث و نتیجه گیری

 مقاومت تحقیق، این در آمده دست به نتایج به توجه با

 سفیکسیم، سایکلین، داکسی اسید، نالیدیکسیک به

 سیپروفلوکساسین، سفتریاکسون، سفوتاکسیم، سفتازیدیم،

 هنوز دنیا تمام در واقع در. است( درصد 97) بالای

 ادراری های عفونت در غالب میکروارگانیسم اشرشیاکلی

 ایجاد را ادراری های عفونت موارد درصد 37 تا 47 که است

  (.16) کند می

 از بیمارستانی های عفونت سایر مانند اه باکتری این

 آلوده تجهیزات و بیمارستان پرسنل آلوده های دست طریق

 نیز شریانی و عروقی ادراری، کاتترهای جمله از پزشکی

 ESBL های آنزیم شیوع حاضر مطالعه در. یابند می انتقال

 در. باشد می( درصد 63) CTX-M برای اشریشیاکلی در

 از شده جدا های نمونه روی بر Mirsalehian مطالعه

 های اشریشیاکلی از( درصد 67)  ICUدر بستری بیماران

 (.14) بودند ESBL آنزیم کننده تولید شده جدا

 که است مهمی های پاتوژن از یکی کلی اشرشیا باکتری

 شده ها بیوتیک آنتی اغلب به نسبت مقاومت افزایش سبب

 شده بیشتر وزر به روز اشرشیاکلی مقاوم های گونه. است

 درمان دوره بیمار که شود می شروع جایی از مشکل و است

 مقاومت به شروع زنده های باکتری و است نکرده کامل را

 در. شود می محسوب پزشکان برای معضلی که نمایند می

 آنتی خودسرانه و رویه بی استفاده علت به موارد اکثر

 نسبت اروئید های مقاومت از زیادی موارد شاهد ها، بیوتیک

 دلیل به جهان و ایران مختلف مناطق در ها بیوتیک آنتی به

 در تفاوت و کننده ایجاد های سویه در ژنتیکی تغییرات

 میزان در اختلاف وجود و ها بیوتیک آنتی مصرف میزان

 مقاومت. باشند می متفاوت ها بیوتیک آنتی به دسترسی

 و راثتیو صورت به ها بیوتیک آنتی برابر در ها باکتری

 یا کروموزومی) وراثتی مقاومت در. باشد می اکتسابی

 اثر از ممانعت عامل سلول، ارثی و ذاتی صفات ،(پلاسمیدی

 توده میان از مقاوم های سویه و است بیوتیک آنتی عمل و

 آنتی معرض در گرفتن قرار از پس حساس های باکتری

 نشان گرفته صورت بررسی(. 13) شوند می ظاهر بیوتیک

 ترین مهم انسان، از شده جدا اشرشیاکلی که دهد یم

 به نسبت بیوتیکی آنتی مقاومت افزایش که است پاتوژنی

 (. 27) دهد می نشان را میکروبی ضد داروهای اغلب

 تهران در( درصد 68) هاESBL بالای  شیوع به توجه با

 دلایل ترین مهم از یکی جهان، مختلف کشورهای به نسبت

 بیوتیک آنتی حد از بیش و خودسرانه مصرف قضیه، این

 9/18 شیوع به توجه با. باشد می ایران در بتالاکتام های

 68 شیوع و مطالعه این در ESBL های آنزیم درصدی

 از نوع این شیوع است، شده گزارش تهران از که درصدی

 شیوع اما باشد می کمتر تهران به نسبت بابل در ها آنزیم

(. 21) باشد می توجه لقاب CTX-M گروه درصدی 63

 کشورهای از شده ایزوله های سویه در ESBL میزان

 با بیمارستان یک از کشور یک در همچنین و مختلف

 به بستگی مسئله این که باشد می متفاوت دیگر بیمارستان

 از درصد 63. دارد درمانی رژیم و عفونت کنترل سیستم

. بودند CTX-M ژن واجد مثبت، فنوتیپ های نمونه

 277 از که دریافتند ای مطالعه در همکاران و منصوری

 مقاومت میزان بررسی مورد اشرشیاکلی ایزوله

 مطالعه با مقایسه در که است( درصد 81) سیپروفلوکساسین

 از( درصد 61) مطالعه این در. باشد می تر پایین حاضر

 داده تشخیص ESBL آنزیم مولد کلی اشرشیا های ایزوله
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(. 22) باشد می ما مطالعه از بیش ردمو این در که شد

 به تهران در 2717 سال در ای مطالعه در همکاران و شایانفر

 اشرشیا های ایزوله از( درصد 6/24) که رسیدند نتیجه این

 نتیجه به نزدیک بسیار نتیجه که هستند ESBL مولد کلی

 که ای مطالعه در(. 21) باشد می( درصد 9/18) ما مطالعه

 به نسبت حساسیت شد، انجام همکاران و براتی توسط

 به را اسید نالیدیکسیک نیتروفورانتوئین، جنتامایسین،

 گزارش ،(درصد 1/99) ،(درصد 9/62) ،(درصد 1/87) ترتیب

 ،(درصد 68) که حاضر مطالعه نتایج با نتایج این که نمودند

 این دهنده نشان شد، گزارش( درصد 16) ،(درصد 2/67)

 دارد مطابقت نیتروفورانتوئین به حساسیت فقط که است

(28.) 

 در 1146 سال در همکاران و مهر محمدی بررسی در

 سیپروفلوکساسین، به نسبت مقاومت شد، انجام تهران

 به اشرشیاکلی باکتری در نیتروفورانتوئین، جنتامایسین،

( درصد 44/11) ،(درصد 66/26) ،(درصد 11/94) ترتیب

 میزان مطالعه این از آمده دست به نتایج. شد گزارش

 ،(درصد 16) ،(درصد 13/91) را ها بیوتیک آنتی به مقاومت

 نشان آمده دست به نتایج مقایسه. داد نشان( درصد 4/23)

 مطابقت ما مطالعه با اول مورد دو در که است این دهنده

 می بالاتر ما مطالعه مقاومت نیتروفورانتوئین مورد در و دارد

 در همکاران و محمدی توسط که تحقیقی در(. 29) باشد

 بیوتیک آنتی به مقاومت میزان گرفت، صورت فلاورجان شهر

 با نتایج این شد، گزارش( درصد 1/27) اسید نالیدیکسیک

 مطابقت شد، مشاهده( درصد 41) که حاضر مطالعه نتایج

 به نسبت مقاومت که است این دهنده نشان و ندارد

(. 26) باشد می تربالا منطقه این در اسید نالیدیکسیک

 اشرشیاکلی برروی همکاران و مهاجری توسط که درتحقیقی

 شهر در 1144 سال در ادراری های عفونت از جداشده های

 آنتی به نسبت حساسیت میزان گرفت، صورت کرمانشاه

 با نتایج این شد، گزارش( درصد 61) سفتریاکسون بیوتیک

 مطابقت د،ش مشاهده( درصد 2/91) که حاضر مطالعه نتایج

 همکاران، و مهاجری توسط که دیگری بررسی در. ندارد

 8/66) را آمیکاسین بیوتیک آنتی به نسبت حساسیت میزان

 که حاضر مطالعه نتایج با نتیجه این نمود، گزارش( درصد

 حساسیت درصد دهنده نشان شد، گزارش( درصد 66/31)

 میزان بررسی همین طی در. باشد می حاضر مطالعه بیشتر

 این نمود، گزارش( درصد 2/61) را سفیکسیم به حساسیت

 ندارد مطابقت است، درصد 16 که حاضر نتایج با نتیجه

 نمونه نوع و عفونت منبع به توان می را اختلاف این که( 26)

 شدن بستری زیاد مدت عفونت، کنترل سیستم شده، بررسی

 ایه سوند از استفاده ها، بیوتیک آنتی زیاد مصرف بیماران،

 گرفته صورت درمطالعه. کرد عنوان ها بخش در ادراری

 کرمانشاه، شهر در 1149 سال در همکاران و مدنی توسط

 های بیوتیک آنتی به نسبت حساسیت میزان

 6/66) ترتیب به مروپنم و سفتریاکسون، سیپروفلوکساسین،

 نتایج این شد، گزارش( درصد 2/44) ،(درصد 2/62) ،(درصد

 2/91) ،(درصد 68/86) ترتیب به که حاضر مطالعه نتایج با

. دارد مطابقت شد، مشاهده( درصد 81/36) ،(درصد

 آنتی به نسبت مقاومت میزان همکاران و مدنی همچنین

 ترتیب به را سفتریاکسون سفوتاکسیم، مروپنم، های بیوتیک

 شد، گزارش( درصد 4/23) ،(درصد 8/17) ،(درصد 4/11)

 67) ،(درصد 96/1) ترتیب به هک حاضر نتایج با نتایج این

 مطابقت ما نتایج با که شد، مشاهده( درصد 81/86) ،(درصد

 (.24) ندارد

 در بیوتیکی آنتی مقاومت که دهد می نشان مطالعات

 لذا دارد، وجود ادراری های عفونت از شده جدا های سویه

 اشریشیاکلی باکتری درمان در ها بیوتیک آنتی از استفاده

 را آن کارایی مختلف مقالات که مروپنم مثل جدید داروهای

(. 23) گردد می توصیه اند، کرده ارزیابی مثبت بسیار

 مروپنم بیوتیکی آنتی حساسیت افزایش حاضر درمطالعه

 سال در فاضلی مطالعه با که شد مشاهده( درصد 81/36)
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 با CTX-M هندوستان در(. 17) دارد مطابقت 46

-CTXهمه بوده، ESBL ترین رایج( درصد 8/49) شیوع

M گروه به شده گزارش های CTX-M-I داشته تعلق 

 از( درصد 63) مطالعه این نتایج با تقریباً که است

 در(. 11) دارد مطابقت آمده، دست به  CTX-M-Iگروه

 ایزوله 167 روی بر که همکاران و میرزائی مطالعه

 ایزوله( درصد 6/19) شد انجامPCR روش با که اشرشیاکلی

 مطالعه این نتایج با که آمد دست به CTX-M ژن ایدار

 نوع به مربوط احتمالاً اختلاف این علت( 17) ندارد مطابقت

ه ب ما مطالعه در که باشد می شده استفاده مولکولی روش

 مطالعه در که صورتی در بودهReal time-PCR  صورت

 کنترل سیستم طرفی از. است شده کار PCR روش با فوق

 به تواند می نیز بیماران درمان نحوه رستان،بیما عفونت

 .باشد مطابقت عدم این برای دلیلی عنوان

 در را CTX-M ژن شیوع همکاران و شهید مطالعه در

 31 از که شد مشخص و دادند قرار بررسی مورد نمونه 31

-CTXژن ،PCR وسیله به( درصد 8/66) نمونه 62 نمونه

M دارد مطابقت ضرحا مطالعه نتیجه با که.بودند مثبت 

(12.) 

 های ژن بالای نسبتاً فراوانی  گرفته صورت مطالعات 

 به نسبت اشرشیاکلی های سویه در CTX-M بتالاکتامازی

 است ضروری بنابراین. باشد می کشور های بیمارستان سایر

 در مولکولی روش از مقاومت از نوع این شناسائی برای که

 به مبتلا که ارانیبیم. شود استفاده فنوتیپی روش کنار

 عدم بر علاوه هستند ESBL کننده تولید زا عفونت عوامل

 انواع سایر به غالباً الطیف وسیع های بیوتیک آنتی با درمان

 .دهند می نشان مقاومت نیز ها بیوتیک آنتی

 باعث دارو رـبابر در وماـمق یاـت هـتجربی عفون نمادر

 رـخط به و ربیما ایبر جانبی ارضعو ،هزینهها یشافزا

 دـبای نتیبیوتیکآ باـنتخا. ددرـیگـم راـبیم ناـج دناـفتا

 ،نتیبیوتیکیآ حساسیتی اـلگوها ژن،اتوـپ عوـن ساـسابر

 لدـم ،نتیبیوتیکآ تـمومقا یاـم هـمکانیس

 ربیما یمنیا و دارو به تحمل انزـمی دارو، کـاکوینتیـمرفا

 دارای ایدب مانیدر کزامر تمامی لیلد ینـهم به. گیرد منجاا

 تــجه بــمناس یاــه هــبرنام و وندــم تـسیاس

 رکا ینا از فهد که باشند هانتیبیوتیکآ از دهتفاــسا

 دیقتصاا و ثرؤم تیکبیو آنتی ،مناسب تجویز از ناـطمینا

گانیسم و ارمیکر دیجاا از یپیشگیر جهت اـه بیوتیک نتیآ

 .شدبا ها آن رنتشاا کاهش و وممقا یها

 پیمآ ،پنممرو که دهد می ننشا طالعهم ینا نتایج

 دارو آمیکاسین تازوباکتام، پیپراسیلین سولباکتام، سیلین

 شرشیاکلیا تجربی نمادر وعشر جهت مناسب هایی

نتی آ ابجو نشد دهماآ از قبل تا ESBL هتولیدکنند

 یهاژن  حاضر مطالعه نتایج به توجه با لذا. میباشد امبیوگر

 رگبز ادهخانو از ئیجز تنها که CTX-M زبتالاکتاما مولد

 یها سویه در ،میباشد لطیفاسیعو یهازبتالاکتاما

 دجوو بیانگر ندامیتو ،یددگرارش گز ین منطقها کلیشرشیاا

 یها ژن یگرد مولد یها یباکتر مختلف یهانکلو

 جهت ینابنابر. باشد منطقهدر  لطیفاسیعو یهازبتالاکتاما

 مولد یاهژن یگرد عشیو انمیز از بیشتر گاهیآ کسب

 ها یباکتر مختلف یها گونه در لطیفاسیع و یهازبتالاکتاما

 یکیژپیدمیولوا و مولکولی یها سیربر به منطقه ینا در

 دارویی های مقاومت انتشار از جلوگیری. ستا زنیا یبیشتر

 می محسوب جامعه در ها عفونت درمان مهم مسائل از یکی

 آنتی به نسبت مقاومت شیوع افزایش به توجه با. شود

 به مقاوم، های سویه موقع به و سریع تشخیص ها، بیوتیک

 از جلوگیری و مناسب درمانی های گزینه انتخاب منظور

 رسد.  می نظر به ضروری امری مقاومت، گسترش

 از که ادراری های عفونت درمان شود، می پیشنهاد

 و حساسیت الگوی به باتوجه است، برخوردار خاصی اهمیت

 مقاومت پدیده ایجاد از تا گیرد ورتص منطقه مقاومت
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 دار عارضه به منجر که درمانی های شکست و دارویی

 .شود جلوگیری گردد، می عفونت شدن

 به روز ESBL هتولیدکنند یاـه یباکتر یگرد فطر از

 صحیح یوگـلا از یگیرهبهر الذ ده،بو یشافزا لحا در روز

 یهاودار از دهستفاا زیسا ودمحد ها، نتیبیوتیکآ فمصر

 یاـه برنامه یگیرربکا ،ینهارسفالوسپو هیژو به مبتالاکتا

 ازیدــنا راه و اــک هــیبیوتیـنتآ فرـمص یـچرخش

 همایشگاآز در یاکترــب ویهــس نــیا تشخیصی یاــهروش

 جهت بنابراین. ددمیگر دپیشنها ژیبیولوومیکر های

 منطقه این در ژنوتیپی و فنوتیپی نظر از مذکور ژن شناسایی

 . است نیاز بیشتری مطالعات به

 تقدیر و تشکر

 الگوی ارزیابی عنوان تحت نامه پایان حاصل مقاله این

 های جدایه در CTX-M ژن وجود و بیوتیکی آنتی مقاومت

 نمونه از PCR روش به ESBL مولد کلی اشرشیا بالینی

 یحیی شهید بیمارستان به کننده مراجعه بیماران ادراری های

کد  و 31 سال در ارشد کارشناسی مقطع رد بابل نژاد

 بابل، پزشکی علوم دانشگاه در 21317911311772

 پاستور پاتوبیولوژی آزمایشگاه و نژاد یحیی شهید بیمارستان

 .است شده اجرا بابل
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Abstract 

Background & Objective: Escherichia coli (E.coli) is one of the most common bacteria causing 

urinary tract infections which has become resistant to beta-lactam antibiotics due to the 

acquisition of plasmids encoding extended-spectrum beta-lactamases (ESBL). Here, we 

investigated the phenotype and genotype of Cefotaxsim-M (CTX-M) gene among ESBL-

producing Escherichia coli among urine samples of patients reffering to Yahyanejad hospital of 

Babol city. 

Method: The present cross-sectional study was conducted among all 1842 patients referring to 

Yahyanejad hospital since June to December of 2015. Disc diffusion method was used to 

evaluate the bacterial resistance to cefotaxime, meropenem, gentamicin, amikacin, ciprofloxacin, 

ceftriaxone, nitrofurantoin and nalidixic acid. The resistant strains were also confirmed using a 

combination of cefotaxime-clavulanic acid and ceftazidime-clavulanic acid discs. The presence 

of CTX-M gene was evaluated among ESBL-producing strains by Real time PCR. SPSS 20 

software and chi-square test were used to analyze data statistically. 

Results: A total of 84 E.coli isolates were detected in all specimens. The most sensitivities were 

against amikacin (91.67%), meropenem (96.43%), ampicillin/sulbactam (95.24%) and  

piperacillin/tazobactam (94.5%). However, the highest resistancies were against nalidixic acid 

(83%) , doxycycline/ salicilin (70%), ceftriaxone (46.63 %) and ciprofloxacin (51.2%). Twenty-

nine isolates (34.5%) produced ESBL. The CTX-M positive ESBL-producing E-coli was 69%. 

There was a significant relationship between the presence of CTX-M gene and ESBL (P-value = 

0.03). 

Conclusion: In the present study, the presence of beta-lactamase-producing genes (CTX-M) in 

E.coli strains were markedly high. Therefore, the consumption of antibiotics should be controled 

and further phenotypic and genotypic studies on bacterial pathogens should be conducted. 

Key words: Escherichia coli, antibiotic resistance, extended-spectrum beta-lactamases, 

Cefotaxsim-
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