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  بيولوژيميكروگروه  واحد بناب،اسلامي زاد آدانشگاه  ،بناب ،ايران 3

  12/5/98 :تاريخ پذيرش    7/2/98 :تاريخ دريافت

 چكيده

 از بيش عامل كه است انتروباكترياسه خانواده هاي باكتري در پلاسميدي بتالاكتاماز هاي ژن مهمترين از يكي TEMبتالاكتاماز ژن
 هاي عفونت در دارويي چندگانه هاي مقاومت بروز مهم علل از وبوده  بتالاكتام داروهاي به E.coli هاي سويه مقاومت 90%

 هاي سويه در TEM ژن شيوع تعيين و سرپايي بيماران در بيوتيكي آنتي مقاومت بررسي مطالعه اين از هدف. باشد مي بيمارستاني

 بناب شهرستان هاي آزمايشگاه از يوروپاتوژن E.coli باليني نمونه 266 تعداد مطالعه اين در .باشد مي الطيفبتا لاكتاماز وسيع 
 روش به تأييدي تست و) بوير -تست كيرباي( ديفيوژن ديسك روش به بيوتيكي آنتي حساسيت آزمايش. شد تأييد و آوري جمع

 الطيف وسيع لاكتاماز بتامولد هاي  ايزوله DNA .دجام شان الطيف وسيع لاكتاماز بتا مولد هاي سويه شناسايي براي تركيبي ديسك

 مقاومت ميزان بيشترين .انجام شد TEM ژنبررسي بيان براي  )PCR( روش واكنش زنجيره اي پلي مرازياستخراج گرديد و 
در اين مطالعه  .ديده شد) 5/92(% ايمي پنمو بيشترين ميزان حساسيت آنها در برابر  ) 3/67(% سيلين آمپي برابر در ها سوش

همچنين از . بيوتيك مقاوم بودند ها به سه يا بيشتر از سه آنتي از جدايه %45هاي مقاوم به چند دارو زياد بود كه  فراواني جدايه
 ها حاوي ژن از سويه 51/65% .بودند الطيف وسيع لاكتاماز بتا ، توليدكننده) 7/37% ( سويه 58تحت بررسي   E.coli سويه 154

bla TEM  بر اساس نتايج اين مطالعه ژن بتا لاكتاماز .دبودن TEM  الطيف را در  بتالاكتامازهاي وسيع 50% بيش ازE.coli  كد
 روتين آزمايشات مجموعه در ها باكتري اين بيمارستاني هاي شود شناسايي اين ژن در سويه بنابراين توصيه مي. نمايد مي

  .گردد بيماران درمان و تشخيص روند در تسريع باعث تواند مي اقدام اين. گيرد قرار ميكروبيولوژي هاي آزمايش

  بناب شهرستان ،TEM بتالاكتاماز ژن ، E.coli ، ESBL: كليدي واژه هاي

   Masoomi_r@modares.ac.ir: پست الكترونيكي،  09126721790: نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

 ،)Urinary Tract Infections )UTI، ادراري مجاري عفونت
 ميان اين در. است باكتريايي هاي عفونت ترين شايع از يكي

E.coli جدا موارد از 75-90%  حدود در كه است يارگانيسم 
 هاي بيوتيك آنتي به E.coli مقاومت. دهد مي تشكيل را شده

 براي يمهم عاملو  ،بوده متفاوت مختلف مناطق در گوناگون
 جامعه در وقوع عفونت مجاري ادراري. است بيماران اين درمان
 به ،گسترده طيف با بتالاكتاماز مولد E.coli هاي سويه از ناشي

 روز افزايش به توجه با. است افزايش حال در جهاني صورت
 و bla TEMبويژه ،ESBL هاي آنزيم مختلف هاي تيپ افزون
 دقيق تعيين مختلف، هاي بيوتيك آنتي روي بر آنها متفاوت تأثير
 مانند مولكولي هاي روش با ESBL هاي آنزيم مختلف هاي تيپ
PCR است مهم بسيار اي منطقه هاي مقاومت شناخت نظر از .

 اثرات از براي مصونيت ها باكتري توسط مختلفي راهكارهاي
 اين ترين مهم از يكي .داردوجود  ها بيوتيك آنتي بار زيان
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 هاي بيوتيك آنتي عليه منفي گرم هاي باكتري در كه ها، مكانيسم
 بتالاكتاماز هاي آنزيم توليد شود مي گرفته كار به بتالاكتام
 را به بتا لاكتاماز وسيع الطيف، توانايي بتالاكتامازي .)24(است

اين . باكتريهاي گرم منفي در برابر آنتي بيوتيكها اعطا مي كند
مساله موجب مقاومت اين ميكروارگانيسمها در برابر آنتي 

مونتراورز و نتايج تحقيقات . بيوتيكهاي بتا لاكتام مي گردد
نشان دهنده تاثير بهتر تركيبات مهار كننده بتالاكتاماز همكارانش 

نهاي ژ .)29( مي باشد ESBL براي خنثي كردن اثر مقاومتي
 CTX-M-1 و  CTX-M-14و )CTX-M-65 )9مثل  متعددي

  .در بتالاكتامازي وسيع الطيف ايفاي نقش مي كنند .)33(

بر اساس برخي تحقيقات مقاومت باكتريايي در برابر بعضي آنتي 
بيوتيكها مثل سفالوسپورين ها و كوتريموكسازول ها در حال 

 و جديد هاي بيوتيك آنتي بكارگيري و معرفي. )6( افزايش است
 هاي مقاومت ،باكتريايي هاي عفونت درمان در الطيف وسيع

لازم  ها بيوتيك آنتي ساير و بتالاكتام داروهاي به دارويي چندگانه
 عفونت بروز در E.coli اهميت واسطه به. و ضروري مي باشد

 هاي ژن انتقال امكان و جامعه از اكتسابي و بيمارستاني هاي
 ديگر هاي باكتري به باكتري اين از بيوتيكي آنتي مقاومت
 در باكتري اين بيوتيكي آنتي مقاومت ميزان با ارتباط در مطالعاتي

  .)3(است شده انجام ايران مختلف نقاط

 تعيين و بيمارستاني شايع و مهم زاي بيماري عوامل شناسايي
 شيوع كنترل جهت در بيوتيكي آنتي مقاومت دقيق الگوي

 از وسيعي طيف عامل E.coli. رسد مي بنظر لازم عوامل گونه اين
 خونريزي كوليت اسهال، گوارشي، هاي عفونت مثل ها بيماري
 مثانه، و ادراري مجاري عفونت هموليتيك، اورمي سندرم دهنده،
 و ملزر مطالعه در. مي باشد سمي سپتي و نوزادان مننژيت
 E.coli از ناشي مرگ، به منجر هاي باكتريمي 8/60% همكاران

 بررسي مطالعه اين از هدف .)26( است بوده  ESBLكننده توليد
 ژن شيوعميزان  تعيين و سرپايي بيماران در بيوتيكي آنتي مقاومت

TEM علاوه بر . باشد مي الطيف وسيع لاكتاماز بتا هاي سويه در
 شدنيز بررسي  E.coliاين تاثير آنتي بيوتيكهاي مختلف بر روي 
 .و حساسيت آنها مورد سنجش قرار گرفت

  روشها و مواد
  و مراكز ها شگاهيباكتري كه توسط آزمانمونه  266 :نمونه گيري

تشخيص داده شده  E.coliعنوان  درماني شهرستان بناب به
و جهت انجام آزمايشات تأييدي بر روي آنها  يآور جمع ،بودند

به همراه . منتقل شدند يشناس كروبيبه آزمايشگاه تحقيقات م
ها، برخي از مشخصات بيماران مانند نام و نام خانوادگي،  نمونه

ثبت  نيز يريگ و تاريخ نمونه كيوتيب يجنسيت، عدم مصرف آنت
 .گرديد

براي انجام كارهاي آزمايشگاهي و كشت  :كشت يها طيمح
  .استفاده شد زير باكتريها از محيط هاي كشت مختلف

گرم  يها ييك محيط افتراقي براي باكتر ؛آگارائوزين متيلن بلو 
 محيط تريپل شوگر آيرون آگار. است E.coliمنفي و خصوصاً 

)TSI( ،محيط ، محيط سيمون سيترات آگارMR/VP براث ) 
بسته به نوع باكتري يكي  فسفات بوده و محيط حاوي گلوكز و

از دو واكنش تخمير اسيدي مخلوط و تخمير بوتيلن گليكول در 
 48 ،پس از تلقيح باكتري در اين محيط )رديگ يصورت مآن 

مربوطه  يها و سپس معرف شدندانكوبه  37در دماي  ساعت
از اين محيط به منظور  ؛آگار SIM كشت محيط. ددناضافه ش

و توليد سولفيد هيدروژن بررسي حركت باكتري، توليد ايندول 
مولرهينتون آگار محيط  و محيط مولر هينتون براث. دش  استفاده

تريپتون محيط پايه از  .نددش براي تست آنتي بيوگرام استفاده 
 جهت فريز كردن (TSB Tryptone Soy Broth) سويا براث
  .استفاده شد

معرف  ، MRمعرف ، معرف كواكسدر اين تحقيق از  :ها معرف
VP اي شيشه و ظروف يخچالها در  اين محلول .استفاده شد 
  .شدندنگهداري  يا قهوه

محلول اين  :استاندارد نيم مك فارلند :بيوشيميايي يها محلول
درب دار در حرارت اتاق و در جاي تاريك  يها در لوله

باكتري در هر  5/1×108محلول كدورتي معادل با  .نگهداري شد
 براي ؛) 10x) TBEلكتروفورز ا بافر. را نشان داد تريل يليم

 تهيهX 10 ، به شكلاستفاده در تانك الكتروفورز يا ساخت ژل
به عنوان محلول تانك  ؛ )x1000(محلول اتيديوم برومايد  .شد
  . شداستفاده  يزيآم رنگ

و نيز محصول  DNAبا توجه به محصول  :الكتروفورز ژل
PCR 1ر بافدر  آگارز 5/2 % و 8/0 % متفاوت دو غلظتX 
TBE  شدتهيه .  
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   :ها زولهيتمامي ا در E.coli دقيق باكتريتشخيص 

بررسي مورفولوژي كلني در محيط ائوزين متيلن بلو 
، به تشخيص طبي يها شگاهيكه در آزما ييها تمامي نمونه :آگار

شناسايي شده بودند به آزمايشگاه تحقيقاتي  E.coliعنوان 
ائوزين انتقال داده شدند و سپس بر روي محيط  يشناس كروبيم

درجه سانتي گراد  37ساعت در  24آگار كشت داده و  بلو متيلن
كه شكل كلني آنها  ييها هيپس از اين مرحله سو. انكوبه شدند

 TSI ,،افتراقي  يها طيشباهت داشت در مح E.coliبه كلني 
كشت داده شدند و پس  SIM, MR/VP سيمون سيترات آگار، 

  .گرفتند ساعت مورد ارزيابي قرار  24-18از 

از باكتري  منفرديك كلني :  TSI محيط يها واكنشكشت 
تلقيح  TSIلوله حاوي محيط در توسط آنس به صورت عمودي 

لوله  دار بيقسمت ش .شدو سپس در همان راستا خارج  شد
 24ها به مدت  لوله ادامهدر  .شد بصورت زيگزاگ كشت داده

 .داده شدنددرجه سانتي گراد قرار  37ساعت در داخل انكوباتور 
و شده توليد اسيد  موجب توسط اشرشيا كلي تخمير لاكتوز

 در اثر توليد .رنگ ديده شد-زردبه شكل محيط  دار بيسطح ش
اثر در . شددر لوله نمايان  ييها حبابتوسط برخي سويه ها، گاز 

 ) H2S( سولفيد هيدروژن توسط باكتري احياي تيوسولفات
كه با يون فريك يا فرو تركيب شده و يك رسوب  شدهتوليد 

   .مي شودتوليد كشت سياهرنگ در عمق محيط 

همزمان با كشت در  :كشت در محيط سيمون سيترات آگار
محيط تريپل شوگر آيرون آگار، با آنس يك كلني از باكتري 

 .شدو در محيط سيمون سيترات آگار كشت داده  شد برداشته
و  .نكردتغيير  رنگ محيطساعت  24پس از انكوباسيون به مدت 

  .شدمنفي  E.coliواكنش سيترات در 

يك محيط نيمه جامد  SIMمحيط  :SIM  كشت در محيط
. شدبوده و كشت باكتري در آن بصورت عمودي و عمقي انجام 

ول و حركت باكتري از آن ، ايند H2Sبراي بررسي توليد  
منفي اما توليد  E.coliدر  توليد سولفيد هيدروژن .دشاستفاده 
  .شدحركت مثبت  ايندول و

) مايع( اين محيط به حالت براث : MR/VP كشت در محيط
 .شدندها اتوكلاو  گذاري، لولهپنبه و، يساز پس از آماده .است

با استفاده از يك لوپ  .ه شددر آن كشت دادپس باكتري س
ساعت در  48و ، تلقيح در محيطكلني  2يك تا  استريل

كشت داده  MR/VPمحيط  .ه شددرجه قرار داد 37انكوباتور 
 يها در مرحله آخر معرف .شدشده به دو قسمت مساوي تقسيم 

به ازاء هر  ( MRقطره معرف  3در يك لوله .شدمربوطه اضافه 
چند قطره آلفا نفتول ) VP( و در لوله ديگر) ميلي ليتر يك قطره

 2قطره آلفا نفتول و 3(اضافه گرديد  10% پتاسيمو هيدروكسيد 
لوله حاوي  )به ازاء هر ميلي ليتر از محيط كشت  KOHقطره 
نشانه مثبت  ،شد گدقيقه اگر قرمز رن 15پس از   MRمعرف

  .بودن تست است

 35دقيقه در انكوباتور  30-45به مدت  VPلوله حاوي معرف 
 VPمثبت  تست نشانهرنگ قرمز  محصول .دداده شدرجه قرار 
  .شدمنفي  ومثبت  به ترتيب E.coli در VPو  MR است، تست

   ها كيوتيب ينسبت به آنت ها هيتعيين حساسيت سو

- مقاوم نسبت به سفالوسپورين يها هيتست غربالگري سو

به روش ديسك  ها كيوتيب يساير آنت هاي منتخب و
يك  -70ذخيره شده در فريزر يها هيابتدا از سو :ديفيوژن

ا سه و سپس يك تشد كشت تازه بر روي محيط بلاد آگار تهيه 
- 5( در محيط مولر هينتون براثكلني از كشت خالص باكتري 

 .دشد و به مدت يك ساعت انكوبه گرديتلقيح ) ميلي ليتر4
سپس كدورت سوسپانسيون ميكروبي را با محلول نيم مك 

آغشته استريل  يا پنبه پفارلند استاندارد كرده و با استفاده از سوا
روي محيط مولر هينتون آگار كشت ، بر در سوسپانسيون

 يها سكيدقيقه د 10-15و پس از شد داده  ،گسترده
از ) ركزمركز به م( متر يسانت 2-3منتخب به فاصله  يكيوتيب يآنت

ساعت در داخل  24مدت نمونه ها به . ندهم قرار داده شد
ممانعت از رشد  يها قطر هاله .نددرجه انكوبه شد 37انكوباتور 

با استفاده از جداول شركت  .اندازه گيري شدكش  خطتوسط 
Rosco  كه منطبق باCLSI )Clinical and Laboratory 

Standards Institute (به سه گروه حساس،  ها يباكتر ،بود
حساسيت متوسط و مقاوم تقسيم شدند و نتايج هركدام از 

  . استفاده شده ثبت شد يها سكيبراي تمام د ها زولهيا

تست حساسيت ضد ميكروبي نسبت به ديسك هاي 
بتالاكتاماز وسيع  براي تأييد سويه هاي مولدتركيبي 



 1398، 3، شماره 32جلد                                                                    )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

400 

سويه هايي كه نسبت به : انتشار ديسكالطيف به روش 
سفالوسپورين هاي منتخب يا آزترونام مقاومت داشتند انتخاب و 

بر روي پليت . ندداده شدبر روي محيط مولر هينتون آگار كشت 
 ها علاوه بر ديسك هاي سفتازيديم، سفوتاكسيم و سفپيم تكي

، ديسك هاي تركيبي )ميكروگرم بر ميلي ليتر  30با غلظتهاي (
كلاوولانيك اسيد + كلاوولانيك اسيد، سفوتاكسيم +  سفتازيديم(

پليت ها به  .نيز قرار داده شدند) لانيك اسيدكلاوو +و سفپيم 
در پايان قطر  .درجه انكوبه شدند 37ساعت در دماي 24مدت 

هاله اطراف ديسك هاي تركيبي نسبت به ديسك هاي تكي بر 
قطر هاله ي ميلي متر 5تفاوت  .مقياس ميليمتر مقايسه گرديد

مولد نشان دهنده  ،ديسك تركيبي نسبت به ديسك تكي
  .استايزوله  بودن بتالاكتاماز وسيع الطيف

 د بتالاكتاماز وسيع الطيف از تستهاي مولبراي تأييد سويه 
 در تست. استفاده شد CLSIانتشار ديسك و بر اساس استاندارد 

هاي آنتي بيوگرام و تاييد توليد بتالاكتامازهاي وسيع الطيف از 
و كلبسيلا پنومونيه  E.coli ATCC 25922سويه كنترل منفي 

ATCC 7881 بعنوان كنترل مثبت استفاده شد.  

  هاي مولكوليآزمايش 

 اسيد آوردن بدست براي :ژنومي از باكتري DNA استخراج

 از وشانيدنج روش ها به پروتئين و ها چربي ،خالص نوكلئيك

 محيط حاوي هاي پليت در ها نمونه .دشدن حذف ها نمونه

 35-37 دماي و در شدند داده مغذي بلاد آگار كشت كشت
 هاي كلني از تعدادي .شدندانكوبه  ساعت 24 مدت به درجه

 ميلي ليتر 5/0ي  حاو ميلي ليتر 5/1 اپندرف لوله به را يافته رشد
 ميكروبي سپس اين سوسپانسيون و داده انتقال استريل مقطر آب

در  .شد قرار داده جوش حال در ماري بن در دقيقه 5 مدت به
  14000 سرعت چرخش در دقيقه 10 مدت به مرحله بعد نمونه

  DNA حاوي رويي فاز و گرديد سانتريفوژبر دقيقه دور 
  .شد داده قرار سلسيوس درجه -20 دماي درو  رداشته شدب

براي تعيين غلظت  : DNA روش تعيين غلظت و خلوص
DNA  ، ميزان جذب نوري . رقيق شد 1:100استوك تهيه شده

تومتر وتوسط اسپكتروفنانومتر  260 و 280در طول موج هاي 
نشانگر  280به  260نسبت ميزان جذب نوري. شداندازه گيري 

در طول موج  (OD) يجذب نور. نمونه است DNAكيفيت 

در طول موج  ODدر نمونه و  DNAبيانگر غلظت نانومتر  260
در  .مي باشدنشان دهنده غلظت پروتئين در نمونه نانومتر  280

صورتي كه نسبت 
280OD

260OD باشد  2تا  8/1 بينDNA  در

پس از خواندن . قرار دارد  PCRجهت انجام  خوبيكيفيت 
 DNAجذب نوري نمونه ها، با استفاده از فرمول زير غلظت 

  .تعيين شد

  DNAغلظت  ng/µl(50 ×260OD  ꞊ )(ng/µl( ×فاكتور رقت 

ايزوله هايي  PCR(: DNA( واكنش زنجيره اي پليمرازي
الطيف در آنها مثبت كه تست فنوتيپي توليد بتالاكتاماز وسيع 

بدين . دشدن PCRوارد مرحله  سپس. استخراج شد ،شده بود
قطعات ژني تكثير  )12(منظور با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي

  .شدند

TEM – F: 5′- AGTGCTGCCATAACCATGAGTG -3′  

TEM – R: 5′- CTGACTCCCC GTCGTGTAGATA -3′  

  توالي پرايمرهاي پيشرو و معكوس -1 شكل

و مواد مورد نياز را از فريزر و يخچال خارج   DNAنمونه هاي
به . ذوب شده و به دماي اتاق برسندتا نموده و اجازه داده شد 

تعداد نمونه ها و نيز كنترل مثبت و كنترل منفي، ميكروتيوب 
به ترتيب شماره گذاري شده و در جا   PCRهاي مخصوص

، يك كنترل PCRش با هر سري آزماي .لوله اي قرار داده شدند
  .مثبت و يك كنترل منفي در نظر گرفته شد

اين كنترل جهت بررسي وجود آلودگي نمونه ها : كنترل منفي
آلوده كننده،   DNAكار مي رود و در صورت وجوده ب  DNAبا

كپي برداري شده و در نهايت بر روي ژل  از آن به عنوان الگو
محتويات آن . ناشي از تكثير آن مشاهده مي گردد لكهآگارز 
 الگو  DNAبجز PCRتمام مواد مورد نياز در يك واكنش شامل 

  . مي باشد

 25 ، يعنيحجم نهايي واكنشاز   PCRبراي انجام آزمايش
  حاوي( Master mix 1Xميكروليتر  5/12 :ميكروليتر شامل

MgCl25 /1ميكروليتر2 ,)ميلي مول DNA ميكروليتر از  2لگو،ا
بار  ميكروليتر هم آب مقطر دو 5/6هر كدام از جفت پرايمرها و 

  جدول در PCRبرنامه زماني و دماي  .تقطير استريل استفاده شد
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 .آورده شده است 1

  TEMژن  PCR و دماي برنامه زماني -  1جدول 
  )سيكل (دور   زمان  دما  پديده  برنامه
  1  دقيقه  C094 5 واسرشتگي اوليه 1برنامه
 )Denaturation(واسرشتگي 2برنامه

  )Annealing(برگشت 
  )Extension(توسعه 

C0     94   C0   

61  
C0 72  

  ثانيه 60
  ثانيه 60  

  ثانيه 60

30  
30  
30  

  1  دقيقه Final Extension( C072   5(توسعه نهايي 3برنامه
  

با روش الكتروفورز ژل  PCRآشكار سازي محصولات 
  آگارز

براي بررسي  :روش انجام الكتروفورز بر روي ژل آگارز
از  PCRو  DNAنتيجه آزمايشات مختلف، از جمله استخراج 
ا برقراري ميدان ب. الكتروفورز بر روي ژل آگارز استفاده شد

در حضور  DNAالكتريكي مناسب بر روي ژل آگارز، قطعات 
اندازه و شكل خود  بار الكتريكي، مناسب، بر اساس محلول بافر

قطعات  با اين روش .كنند حركت مي آندبه طرف الكترود 
DNA  گردند ميجدا  از همديگربراساس طول خود .  

مخلوط   PCRميكروليتر محصول 5ميكروليتر لودينگ بافر با  2
د و در يكي از چاهك ها شژل هدايت  چاهك هايو به داخل 

براي رنگ آميزي، ژل هاي . ميكروليتر ماركر قرار داده شد 2نيز 
 mg/l ( دقيقه در محلول اتيديوم برومايد 10-20آگارز به مدت 

-Gelدر دستگاه ،آبكشيپس از ژل ها . قرار داده شدند )1-5/0

Documentation  )BioRad  (تندمورد بررسي قرار گرف.   

براي بررسي وجود ارتباط بين داده : آزمون آماري داده ها
هاي به دست آمده در مراحل مختلف اين تحقيق، اطلاعات 

شده و مورد  SPSSمربوط به داده ها وارد نرم افزار آماري 
 SPSSنمودار ها توسط نرم افزار . ندتجزيه و تحليل قرار گرفت

  .رسم شدند 6نسخه  prismو نرم افزار  21نسخه 

 نتايج

پس از دريافت نمونه ها؛   :كشت مجدد و تأييد نمونه ها
كشت باكتري بر روي محيط ائوزين متيلن  ،جهت تأييد ايزوله ها

، سيمون ) TSI(آگار، محيط هاي تريپل شوگر آيرون آگار  بلو

انجام شد و از بين نمونه ها،  MR/VPو  SIMسيترات آگار، 
ايزوله كه از نظر مورفولوژي كلني ها، رنگ آميزي گرم،  266

،  TSIه  اسيد بودن در لول -مشخصات بيوشيميايي مانند اسيد
منفي شدن تست سيترات، توليد ايندول، متحرك بودن و توليد 

H2S تأييد شدند.   

از  ،مورد بررسي E.coliجدايه  266 همه: بيمارانسني توزيع 
نفر  249 مراجعيناز مجموع . بيماران سرپايي جمع آوري شدند

سن بيماران در . مرد بودند)  4/6%(نفر  17و ) 3/93%(زن 
  .بودسال  26ميانگين با  ،سال 15تا  42محدوده 

آورده شده  2-شماره جدول در  توزيع سني بيماران مورد مطالعه
 شد كه تمام نمونه هاي جدا شده ازلازم به ذكر مي با. است

  .قرار داشتند 26-35جنس مذكر در گروه سني 

  توزيع فراواني افراد بر اساس گروه هاي سني -  2جدول 

گروه هاي
  )سال(سني 

25- 15   35-26   45-36  

  24  131  111  تعداد
  9%  2/49%  7/41%  درصد

حساسيت به آنتي بيوتيك  مقاومت و: بيوگرام نتايج تست آنتي
هينتون توسط  هاي انتخاب شده بر روي محيط كشت مولر

 3 -و خلاصه آنها در جدول) 2 -شكل(ديسك ها انجام گرفت 
  . است هنمايش داده شد

بيشترين مقاومت آنتي بيوتيكي مربوط به  با توجه به جدول،
و كمترين مقاومت آنتي بيوتيكي به ايمي  3/67 % آمپي سيلين با

مشاهده شد و بيشترين حساسيت آنتي بيوتيكي  3/5 % پيم
قابل ذكر مي باشد . دگرديمشاهده  5/92 % مربوط به ايمي پيم با
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به بيش از سه آنتي  E.coliاز سويه هاي جدا شده از  45% كه
ند مقاومت چ نشان دهندهبيوتيك مقاومت نشان داد كه اين 

بيشترين مقاومت آنتي . مي باشددارويي در اين جدايه ها 
  3-شكل ( سال مشاهده شد 26-35بيوتيكي در گروه سني 

  ).سمت راست 

  
 آنتي مقاومت تعيين براي انتشار ديسك روش به بيوگرام آنتي -2 شكل

  ).ميكروگرم بر ميلي ليتر 30غلظت آنتي بيوتيك ها (بيوتيكي 

 براي:  ESBL توليدكننده هاي باكتري نتايج شناسايي

 براي آزمون غربالگري ،ESBLكننده  توليد هاي باكتري شناسايي
نمونه باكتري وارد ) 9/57% ( 154 .انجام شد باكتري نمونه 266

 42و   CLSIباكتري بر طبق معيار هاي  112مطالعه شدند، كه 
باكتري ديگر با توجه به مقاومت به گروه هاي مختلف آنتي 

 58) ديسك تركيبي (در آزمون نهايي  .بيوتيكي انتخاب شدند
هاي  باكتري عنوان سويه به 154از )  E.coli )%7/37سويه 

سويه ي  58در ضمن همه . مشاهده شدند ESBLتوليد كننده
انتخاب شده  CLSIدر دسته اي كه طبق معيارهاي  ESBLمولد 

 26-35وه سني گر. همه بيماران مونث بودند. بودند، قرار داشتند
از ). 4-شكل( را نشان داد) 6/58%(مثبت  ESBLبيشترين موارد 

مورد ارزيابي قرار  ESBLكه براي  E.coli گروه باكتري 154
گرفته بودند، هر كدام از آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده در اين 

سنجش شده و نتيجه در  ESBLمطالعه نسبت به مولد بودن 
در  ESBLمولد  ميزانكل بيشترين در . گزارش گرديد 4-جدول

و كمترين ) 8/94%(نمونه هاي مقاوم به آنتي بيوتيك آمپي سيلين 
) 9/6%( ايمي پنم در نمونه هاي مقاوم به آنتي بيوتيك مقدار

  . مشاهده شد

از ژن هاي مولد  يكي TEM ژن :  TEM نتايج شناسايي ژن
ESBL پس از استخراج  .مي باشدDNA  وجود ژنTEM  به

مورد  E.coliنمونه  266از  .بررسي شد PCR كمك روش
 58بودند، و از  TEMداراي ژن ) 03/15%(نمونه  40بررسي 

مثبت بودند، كه  TEM) 51/65%(نمونه  38مثبت،  ESBLنمونه 
 5همانطور كه در شكل . مربوط به خانم ها بود ه نمونه هاهم

. ودمشاهده مي ش bp 431در منطقه  TEMمشاهده مي شود ژن 
 TEMژن نيز بودند  ESBLدر بعضي از جدايه هايي كه فاقد 

   .نيز شناسايي شد

  تست آنتي بيوگرام، آنتي بيوتيكهاي مختلف با سه درجه مقاوم، متوسط و حساس -  3جدول 
    سفتازيديم  سفوتاكسيم  آزوترنام  سفيپيم آميكاسين پيمايمي سفتراكسيون سيپروفلوكساسين  سيلين آمپي 

  5/30  5/48  1/42  7/41 2/16 3/5 8/50 6/52  3/67  درصد مقاومت
  3/8  4/3 4/6  8 3/29 3/2 3 11  6/5 درصد متوسط

  3/61  1/48  5/51  50 5/54 5/92 2/42 1/36  1/27  درصد حساسيت

               
  )سمت چپ( ها بيوتيك آنتي انواع حساسيت و مقاومت ، )راست سمت( سني هاي گروه با بيوتيكي آنتي مقاومت ارتباط - 3شكل



 1398، 3، شماره 32جلد                                                                    )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

403 

 
  .)مي باشند ESBLسال داراي بيشترين فراواني  26-35گروه سني ( ESBLنمودار ارتباط گروه هاي سني با باكتري هاي مولد  -4 شكل

  
  ) ESBL بودن مولد به نسبت استفاده مورد هاي بيوتيك آنتي( ESBL مولد E.coliمقايسه مقاومت آنتي بيوتيكي سويه هاي  -4جدول 
  درصد  تعداد مثبتESBLنمونه هاي  آنتي بيوتيك

 
  آمپي سيلين

  8/94% 55 مقاوم
  0% 0 حساس

  2/5%  3  متوسط حساسيت 
  100% 58 كل

  
  آميكاسين

  50%  29  مقاوم
  2/36%  21  حساس 

  8/13%  8  حساسيت متوسط 
  100%  58  كل 

  
  سفپيم

  6/77%  45  مقاوم
  5/15%  9  حساس 

  9/6%  4  حساسيت متوسط 
  100%  58  كل 

  
  ايميپنم

  9/6%  4  مقاوم
  1/93%  54  حساس 

  0%  0  حساسيت متوسط 
  100% 58 كل

  
  سيپروفلوكساسين

  8/63%  37  مقاوم
  1/24% 14 حساس

  1/12% 7 حساسيت متوسط
  100% 58 كل

 
  سفترياكسون

  81% 47 مقاوم
  5/15% 9 حساس

  4/3% 2 حساسيت متوسط
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  100% 58 كل
 

  سفتازيديم
  1/69% 40 مقاوم

  9/25% 15 حساس
  2/5% 3 حساسيت متوسط

  100% 58 كل
 

  سفوتاكسيم
  2/86% 50 مقاوم

  5/13% 8 حساس
  0% 0 حساسيت متوسط

  100% 58 كل
 

  آزترونام
  3/79% 46 مقاوم

  5/15% 9 حساس
  2/5% 3 حساسيت متوسط

  100% 58 كل
  

  
: 3، رديف TEMمثبت ژن  PCRنمونه : 2، رديف TEMمثبت ژن  PCRنمونه : 1رديف . TEMبراي ژن  PCRالكتروفورز محصول   - 5شكل 

  بلانك: 6كنترل منفي، رديف : 5، رديف TEMكنترل مثبت ژن : 4،  رديف ),100bp DNA ladder(ماركر 

   بحث
مقاومت به  ،مطالعه ما در بين جدايه هاي مورد بررسي در

، كه با نتايج ساير )3/67%(آمپي سيلين بسيار بالا بود 
مطالعات در ايران و ديگر نقاط جهان كه ميزان مقاوت 

، به طوريكه در رددا مطابقتبالايي را گزارش كرده بودند 
ي  77%مهاجري و همكاران مقاومت  1390در سال ايران 

و مير صالحيان و  )3(را براي آمپي سيلين گزارش كردند
را در بين نمونه ها مشاهده  ي 5/98%همكاران مقاومت 

 60%مقاومت  لي و همكاران، در پژوهش .)27(كرده بودند
در كشور هاي  .)23( ، نسبت به آمپي سيلين مشاهده شدي

ساير در مقايسه با  توسعه يافته مقاومت براي آمپي سيلين
نشان يونان كشور است، مطالعه اي در  پايين تركشور ها 

  .)25(مي باشدنسبت به آمپي سيلين  50% مقاومتدهنده 

نسبت  E.coliمطالعه فراواني مقاومت جدايه هاي اين در 
، 8/50% به سفتري آكسون، سفوتاكسيم و سفتازيديم بترتيب

كه كه با نتايج مهاجري و همكارانش  بود 5/30%و  %5/48
 آنتي بيوتيكي مقاومت،  5/22%و  27 % ، 5/27 % .به ترتيب

 .)3(متفاوت مي باشد ،را مشاهده كرده بودند

در كشورهاي پيشرفته و برنامه سطح بهداشت بالا بودن  
آنتي بيوتيكي مقاومت موجب كاهش  خوب در آنها ريزي



 1398، 3، شماره 32جلد                                                                    )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

405 

، به طوريكه در كشورهاي جهان سوم شده استنسبت به 
 مقاوم هاي سويهنرخ  برزيل، در همكاران وكيفر  مطالعه

شده گزارش  6/14% سفتازيديم و سفوتاكسيم بهاشرشياكلي 
مقاومت نسبت به  مانتاداكيس در مطالعه .)22(است

از  7/41%همچنين  .بود 4%و سفتازيديم  7/3%سفوتاكسيم 
كه اين مي تواند ت داشتند ايزوله ها نسبت به سفپيم مقاوم

بخاطر طيف اثر بيشتر سفالوسپورين هاي نسل چهارم بر 
مواجهه كمتر باكتري هاي گرم منفي روده اي و ديگر اينكه 

اين تفاوت مي تواند بيانگر  .)25(باشدايزوله ها با سفپيم 
يف در طي افزايش مقاومت به سفالوسپورين هاي وسيع الط

اين روند مي تواند بعنوان يك هشدار . هاي اخير باشد سال
در درمان عفونت هاي ناشي از اين باكتري باشد و با توجه 

بعنوان يكي از شايعترين باكتري هاي جدا  E.coliبه اينكه 
شده از بيماران ادراري و حتي شايعترين عامل عفونت 

امعه مي مجاري ادراري در محيط هاي بيمارستاني و ج
باشد، معمولاً درمان آن با سفالوسپورين ها موفقيت آميز 
نبوده و اغلب به شكست درماني منجر مي شود و همين 
امر منجر به استفاده از داروهاي وسيع الطيف مثل 
فلوروكينولون ها و كارباپنم ها شده كه سويه هاي مقاوم به 

قاومت اين گروه از م. اين داروها نيز در حال افزايش است
هاي دارويي نه تنها در بناب بلكه در اكثر شهرهاي ايران و 

. )30(دنيا گزارش شده و شيوع آن در حال افزايش است
نتايج آزمايش حساسيت ضد ميكروبي مطالعه حاضر نشان 
مي دهند كه بيشترين ميزان مقاومت در بين سفالوسپورين 

سفوتاكسيم  هاي نسل سوم و چهارم  به سفترياكسون و
منطبق بر اين  و .مي باشدبوده و كمترين ميزان به سفپيم 

از نسل اول به نسل چهارم  است كهاصل كلي اين 
فعاليت بر ضد باكتري هاي گرم منفي  ،سفالوسپورين ها
از خانواده هاي آمينوگليكوزيدها و . بيشتر مي شود

ام منوباكتام ها دو آنتي بيوتيك به ترتيب آميكاسين و آزترون
انتخاب شد و از فلوروكينولون ها يك آنتي بيوتيك با نام 
سيپروفلوكساسين به عنوان نماينده انتخاب شد كه مقاومت 

به ترتيب  سيپروفلوكساسينو  آميكاسين، نسبت به آزترونام

براي  شو همكاران يمهاجر. بود 6/52%و  %2/16 ،%1/42
در برخي . )3(گزارش كردند ي27% آزترونام مقاومت

جدا شده  E.coliبه آزترونام در ي  89% مقاومت مطالعات
در تحقيقي  .)27(شده استاز عفونت ادراري گزارش 

گزارش  11% را تركيه ميزان مقاومت نسبت به آميكاسين
 تعدادالبته  .)31(كه با مطالعه ما همخواني دارد كرده است

قابل توجهي از سويه ها نسبت به آميكاسين حساسيت 
متوسطي داشتند كه اين مي تواند مقاومت چند دارويي در 

نسبت به آمينوگليكوزيد ها را TEM سويه هاي مولد 
در بين جدايه هاي مورد بررسي در مطالعه ما  .هشدار دهد

. مقاومت مشاهده شد 6/52% نسبت به سيپروفلوكساسين
در بين  21% تيكيمقاومت آنتي بيو ،ديگراتي در مطالع

سين مشاهده نسبت به سيپروفلوكساسويه هاي اشرشياكلي 
 شهمكاران و دازااين مقاومت در مطالعه  .)4(ه استشد

 اين شده مشاهده اختلافات. )11(استشده  گزارش %35
 الگوي در به تفاوت مربوط كشورها ساير شهرها و با نتايج

 در الگوي تفاوت جغرافيايي، منطقه بيوتيك، آنتي مصرف

مختلف، روش هاي مختلف آنتي  مناطق در مقاومت
 مي ما در كشور بيوتيك آنتي رويه بي مصرف و بيوگرام

 مقاوم به هاي سويه مقاومت ميزان بودن بالا باشد، همچنين

سيپروفلوكساسين مناسبترين دارو براي درمان  از بعضي
ذكر شده است ولي  E.coliعفونت هاي ادراري ناشي از 

نتايج محققان نشان مي دهد كه مقاومت نسبت به اين دارو 
  . )15(در حال افزايش است

و ) 3/5%(كمترين مقاومت به آنتي بيوتيك در ايمي پنم 
كه . بيشترين حساسيت نيز مربوط به اين آنتي بيوتيك بود

با نتايج ساير مطالعات در ايران و ساير نقاط جهان كه 
، مطابقت داردن حساسيت بالايي را گزارش كرده بودند ميزا

 100%، )3(به طوريكه در مطالعه مهاجري و همكاران
جدا شده از عفونت  E.coliحساسيت براي ايمي پنم در 

هم  يديگر مطالعاتدر  .شده استادراري گزارش 
  . )5،25(استبوده ) 100%( حساسيت به ايمي پنم بالا
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 )7/37(%سويه  154از  E.coliسويه  58 حاضر،در مطالعه 
. مشاهده شدند ESBLهاي توليد كننده  باكتري عنوان به

و ، بودهدر ايران متفاوت  ESBLمولد  E.coliآمار شيوع 
 در. )20(از كرمان گزارش شده است )68(% بيشترين آمار

 به منجر هاي باكتريمي 8/60% همكاران و ملزر مطالعه
  . )26(است بوده  ESBL كننده توليد E.coli از ناشي مرگ،

 ، 21% ، 6/60% فراواني هايي مانند ،در تحقيقات متعددي
در  .)8،27،28( شده استگزارش نيز  ESBLشيوع  %3/44

تأييد  ESBLاز ايزوله ها بعنوان مولد 7/37% مطالعهاين 
 ميزانبالا بودن  .شدند كه آمار قابل توجهي بنظر مي رسد

ESBL مي تواند بدليل استفاده  در نمونه هاي مورد مطالعه
بي رويه از آنتي بيوتيك هاي وسيع الطيف مثل 
سفالوسپورين هاي نسل سوم و فلوروكينولون ها و تعداد 

 .باشدزياد نمونه ها در اين مطالعه نسبت به مطالعات ديگر 
در ايزوله هاي  ESBLتركيه فراواني  در بالي و همكاران

E.coli فراواني  كه بالاتر از، ندگزارش كرد 14/69% را
ESBL فراواني  .)7(در مطالعه حاضر مي باشدESBL  در

در برخي از آنها ميزان آن  .جوامع مختلف متفاوت مي باشد
در بعضي ). 12،19،35( كمتر از نتايج اين مطالعه مي باشد

 لعه حاضر مي باشدموارد نيز فراواني آنها مشابه نتايج مطا
 ESBL ايزوله هاي مولد هم تحقيقات در برخي. )14،17(

 و جميل مطالعات نتيجه .)32( در حال افزايش مي باشند
 در ESBL  ي% 33 شيوع دهنده نشان همكارانش
 ادراري مجاري عفونت به مبتلا افراد در E.coli باكتريهاي

  . )18(باشد مي

با  TEMدر مطالعه ي مير صالحيان و همكاران بتالاكتاماز 
شناخته  ESBL به عنوان رايج ترين ي 5/55%شيوع 

نشان داد كه سلطان دلال و همكاران  نتايج تحقيق. )27(شد
در  .)2(بودند TEM ژن داراي  E.coli  ،%8/57 هاي جدايه
و استانگ و  60% همكاران و انينمزي حسيني عهمطال

 blaTEMحاوي ژن  E.coliجدايه هاي  67%همكارانش 
ها ه نمون 55%در   bla CTX-M و ژن  .)16،37(بودند

با نتايج كالبو و همكارانش در  كه. )21(وجود داشته است
 بالي توسط شده انجام مطالعه در .)10(اسپانيا مطابقت دارد

كمي  E.coli هاي نمونه ميان درميزان اين ژن  همكاران و
عات ريو و همكاران در مطال. )7( )72%(  بيشتر بوده است

فراواني بالايي از  TEMداراي ژن  E.coliنمونه هاي 
مطالعات نشان مي دهد كه در . )34(برخوردار بودند

مربوط به سويه هاي  TEMكشورهاي اروپايي فراواني ژن 
E.coli  مولدESBL و فرهادي. )36( )10%( پايين مي باشد 

 روي بر روي فلز تركيبات از برخي تاثير همكارانش
 در CTX-M  15-ژن به مربوط الطيفي وسيع مقاومت
 مطالعات نتيجه. كردند بررسي را پنومونيا كلبسيلا باكتري

 داروهاي برابر در باكتري حساسيت كه داد نشان آنها
داوري و همكارانش با استفاده  .)13(باشد مي بالاتر تركيبي

را به  DB01753اي با كد از مدلسازي بيوانفورماتيكي ماده 
مشخص  CTX-M-9آنزيم بتالاكتاماز عنوان مهاركننده 

اين ماده با اسيد آمينه هاي مختلف مانند، سرين . كردند
 105و تيروزين 166، گلوتامات 104، آسپاراژين 274و 237

  .)1(پيوند هيدروژني مي دهد

  نتيجه گيري 

مقاومت به سفالوسپورين هاي وسيع  ،با توجه به نتايج
بالا مي باشد  مطالعه،مورد الطيف و ديگر آنتي بيوتيك هاي 

نيز از آمار  TEMو ژن  ESBLميزان شيوع  علاوه بر اين
طولاني شدن دوره  پيامد اين مساله،. بالايي برخوردار است

بيماري و مدت بستري، افزايش هزينه هاي درماني و 
 بنابر اين. مي باشدتجويز آنتي بيوتيك هاي وسيع الطيف 
با احتياط بايد ون ها تجويز سفالوسپورين ها و فلوروكينول

 حساسيت اكثر جدايه هاي مورد. بيشتري صورت گيرد

به اين  را دارو ما اين بودن ارزشمند پنم و ايمي به مطالعه
كمك  با باكتريال، عفونت درمان رساند كه در نتيجه مي
 الگوي حساسيت تعيين دنبال به و آزمايشگاه متخصصين

 بتالاكتاماز بازدارنده يك با تركيب در بتالاكتام از يك دقيق،

 هاي وسيعكتامازبتالا گسترش از با اين روش .شود استفاده
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 از و شده كاسته باكتريايي سويه هاي مختلف بين در الطيف
 و مرگ شدن افزون روز هاي مقاوم و نيز عفونت گسترش

 ESBLتوليد . پيشگيري مي شود درماني مراكز در مير
 به وسيع طيف سپورين باوسفال مصرف براي بزرگ تهديدي

 كه ييعفونت ها درمان براي بنابراين رود، مي شمار

آنتي  بايد اند، ESBL كننده توليد هاي ارگانيسم مشكوك به
كه  هايي سويه .شود انتخاب زياد دقت ابو  مناسب يبيوتيك

سفوتاكسيم و  سفتازيديم، برابر در ها آن حساسيت
 ژن داشتن نظر از بايد است پيدا كرده كاهش سفترياكسون

   .بگيرند بررسي قرار مورد ESBLهاي 
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Abstract  
TEM beta lactamase gene is one of the important plasmid genes in Enterobacteriaceae 
which is the cause of over 90% of Escherichia coli isolates resistance to beta lactam 
antibiotics. The aim of this study was to detect the prevalence of antibiotic resistance 
and TEM gene. 266 clinical isolates of E.coli were collected from laboratories in Bonab 
County. Phenotypic screening and confirmation tests for extended spectrum beta 
lactamases (ESBLs) were carried out using disk diffusion (Kirby Bauer) method. All of 
the ESBL producing isolates were tested by PCR using specific primers. Our results 
showed that, the maximum resistance was seen for ampicillin (67.3 %) and the 
maximum sensitivity was seen for imipenem (92.5%). In this study 45 % isolates were 
multidrug resistance, which showed at least resistance for three antibiotics. Out of 154 
isolates, 58 (37.7%) cases were ESBL producers which 65.51% of isolates contained 
TEM gene. This study showed that, TEM gene encodes over 50% of ESBLs in E.coli. 
Therefore, we recommend detection of this gene as a routine bacteriologic procedure in 
management of the nosocomial infections caused by enteric bacteria. 
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