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Background and Aim In recent years, increase in extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) producing 
Escherichia coli has led to limitations of treatment options. This study aimed to find the frequency of bla-
TEM and blaPER genes among ESBL producing urinary isolates of E. coli and detect their resistance pattern.
Methods & Materials From January 2016 to February 2017, 972 urine samples from patients suspected of 
having urinary tract infections in three main hospitals and laboratories in Karaj were collected. Bacterial 
identification, antimicrobial susceptibility and ESBL production were performed according to the standard 
guidelines. Polymerase chain reaction was used for the detection of TEM and PER β-lactamases.
Ethical Considerations This study was approved by the Research Ethics Committee of Islamic Azad Univer-
sity of Tehran Medical Branch (Code: IR.IAU.TMU.REC.1396.274).
Results Out of 972 samples, 500 cases were culture-positive for E. coli. Thirty-six percent (n =180) of 
the isolates were determined as ESBL-producer. Among ESBL positive isolates, the most susceptibil-
ity was observed in amikacin and imipenem (80 and 60% respectively). Resistance to trimethoprim/
sulfamethoxazole,ciprofloxacin, tetracycline and gentamicin was 92.7%, 78.9%, 66.1% and 57.8%, respec-
tively. All ESBL producers exhibited multidrug resistance. Among the ESBL-positive isolates, blaTEM gene 
was detected in 44.72% (n=85) of the isolates, but the blaPER gene was not found in any of the isolates.
Conclusion The prevalence of multidrug resistant ESBLs producing uropatogenic E. coli is high. Continues 
monitoring of ESBL producers and their resistance patterns can help to reduce the spread of such resis-
tant strains in the community. 
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Extended Abstract

Introduction

rinary tract infection (UTI) is one of the 
most important infectious diseases in 
society and also in hospitals and Esch-
erichia coli is one of the most impor-
tant causes of UTI. Among antibiotics, 

U
β-lactam antibiotics are the most widely used chemo-
therapeutic drugs due to its non-toxicity [4]. Unfortu-
nately due to the overuse of antibiotics, today we are 
seeing an increase in strains resistant to these antibi-
otics. Production of β-lactamase enzymes is one of 
the most important mechanisms of resistance to this 
class of antibiotics. Extended-spectrum β-lactamases 
(ESBLs) are enzymes that cause resistance to broad-
spectrum cephalosporins, and as these enzymes are 
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encoded by the plasmid, bacterial resistance is rapid-
ly spread because of these enzymes. These plasmids 
often carry genes resistant to other antibiotics such 
as aminoglycosides, fluoroquinolones, tetracycline, 
chloramphenicol and trimethoprim-sulfamethoxazole 
[5]. TEM-type ESBLs are one of the most important 
plasmid β-lactamases belonged to enterobacteriaceae 
family and one of the important causes of multidrug 
resistance in nosocomial infections [6]. PER enzymes 
are another type of ESBLs identified first in Pseudo-
monas aeruginosa but have also been identified in 
other organisms, especially in Acinetobacter isolates 
[7]. Treatment of UTI often begins experimentally 
based on the reports of antibiotic resistance patterns of 
urinary pathogens. Continuous presentation of antibi-
otic resistance patterns in each region can prevent the 
spread of resistant strains in addition to treating UTIs. 
In this regard, the purpose of this study was to deter-
mine the prevalence of Escherichia coli producing 
ESBLs isolated from the urine of patients with UTI, 
to determine their susceptibility to common antibiotics 
used in UTI treatment, and to evaluate the frequency of 
blaTEM and blaPER β-lactamase genes.

Methods and Materials 

This study was conducted on 972 urine samples from 
January 2016 to February 2017. The samples were 
collected from outpatients suspected of urinary tract 
infection referred to hospitals of Imam Khomeini, 
Qaem, and Shahid Rajaei, and laboratories in Karaj, 
Iran. Urine samples were inoculated on blood agar and 
eosin methylene blue agar (Merck, Germany). After 
incubation at 37° C for 24 h, plates with remarkable 
growth (105 cfu /ml) were selected for subsequent 
experiments. Bacteria were identified based on their 

morphological and biochemical properties [8]. Screen-
ing of Escherichia coli strains producing ESBLs were 
performed using disk diffusion method and two pairs 
of disc including cefotaxime (30 µg) and cefotaxime/
clavulanic acid (30/10 µg) disks as well as ceftazidime 
(30 µg) and ceftazidime/Clavulanic acid (30/10 µg) 
disks (Rosco Company, Denmark) and in accordance 
with the recommendations of the Clinical and Labora-
tory Standard Institute (CLSI). Antibiotic susceptibil-
ity assessment of strains producing ESBLs was carried 
out using gentamicin (10 µg), tetracycline (30 µg), 
trimethoprim sulfamethoxazole (25 µg), imipenem (10 
µg), amikacin (30 µg) and ciprofloxacin (5 µg) antibi-
otics (Rosco, Denmark). For molecular identification 
of blaTEM and blaPER genes, after genomic DNA extrac-
tion, polymerase chain reaction (PCR) experiments 
were performed using specific primers [10, 11]. Statis-
tical analysis were conducted in SPSS V. 20 software 
using chi-square test considering a significance level 
of P<0.05.

Results

Out of 972 suspected samples, 780 infectious samples 
were diagnosed of which 500 Escherichia coli isolates 
were isolated. Mean age of patients was 45±16 years. 
Of these, 169 (33.8%) were male and 331 (66.2%) 
were female. Out of 500 Escherichia coli isolates, 
180 (36%) were positive for β-lactamase production. 
The number of ESBL strains was higher in females 
(73.33%; n=132) than in males (26.67%, n=48) (p = 
0.007). The results of antibiotic susceptibility testing 
showed that the strains producing ESBLs were highly 
resistant to co-trimoxazole and ciprofloxacin (Table 1). 
The results of TEM β-lactamase gene analysis using 

Table1. Antibiotic susceptibility of ESBL producing isolates by using disk diffusion method

No. (%) 
Antibiotics

SensitiveIntermediateResistant

085 (47.2)95(57.8)Gentamicin

52 (28.9)9 (5)119 (66.1)Tetracycline

11 (6.1)2 (1.1)167 (92.7)Co-trimoxazole

 108 (60)18 (10)54 (30)Imipenem

144 (80)036 (20)Amikacin

 36 (20)2 (1.1)142 (78.9)Ciprofloxacin
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specific primers (Figure 1) showed that blaTEM gene was 
present in 85 (44.72%) of isolates whereas blaPER gene 
were not present in any of the isolates. 

Discussion

Over the past decades, gram-negative bacilli produc-
ing ESBLs have emerged as important pathogens in 
nosocomial and community-acquired infections world-
wide. Knowing the antibiotic resistance of these strains 
and their prevalence in each region can help control 
these microorganisms and prevent them from spread-
ing. The study was performed on 972 urine samples. 
Of the tested samples, 780 were diagnosed as infec-
tious, and Escherichia coli was the most common bac-
teria (64.1%) isolated from patients with UTI. Similar 
results have been reported in other studies conducted in 
Iran and other countries [13, 14]. 

The results of this study showed that the prevalence 
of UTI in women was significantly higher than in men. 
These results are consistent with other studies in Iran 
and other countries [14, 16]. Women are more suscep-
tible to colonization with enteric bacteria due to the 
proximity of urethra to the anus. The majority of ES-
BL-producing strains were also found among women 
(P=0.007).

The prevalence of ESBL-positive strains in our study 
was 36%. Its prevalence rate has been reported differ-
ent in different countries and even in different hospitals. 
This is due to differences in treatment regimen applied 
in different regions. Overuse of antibiotics, especially 
cephalosporins, is one of the most important causes of 
the high prevalence of ESBL-producing strains.

In this study, ESBL-producing strains showed high 
resistance to ciprofloxacin. Studies in Iran have shown 
that ciprofloxacin is prescribed more than other antibi-
otics to treat UTI. This may contribute to an increase 
in the prevalence of antibiotic-resistant isolates. The 
results of this study indicate that this drug as an experi-
mental antibacterial drug, cannot have the appropriate ef-
fect. High resistance to aminoglycosides, carbapenems 
and cotrimoxazole was observed in our study, which 
was higher compared to other studies in Iran and other 
countries. ESBL production is usually associated with 
resistance to several antibiotics. Since ESBL genes are 
encoded by plasmids, they usually carry genes resistant 
to other antibiotics as well. One worrying outcome of 
this study was the high resistance to carbapenems. Al-
though most studies have indicated imipenem as a suit-
able drug to treat infections caused by ESBL-producing 
strains, the isolates in our study showed high resistance 
to imipenem. In this study, 47.2% of isolates had TEM 
gene. Similarly, in studies conducted in India, 47.93% 
of ESBL-producing isolates had TEM gene, while 
prevalence of TEM genes in Thailand was 31.93%. 
Antibiotics used in a hospital or region can affect the 
distribution of resistance genotypes.

Escherichia coli was isolated as the most common 
cause of UTI. The majority of ESBL-producing strains 
were resistant to most of the antibiotics used to treat 
UTI. A high percentage of these strains were resistant 
to imipenem and hence, imipenem has no effect on 
treatment. The findings of this study raise concerns 
about the release of ESBL-producing Escherichia coli 
strains and emphasize their detection in medical diag-
nostic laboratories and careful monitoring of their re-
sistance patterns.

Figure 1. PCR results of blaTEM gene on 1.5% agarose gel. Lane 1 100 bp size marker, lane 2 positive control (Klebsiella pneumoniae 
ATCC 700603), lane 3 negative control, lanes 4-8 negative results, and lanes 9-14 positive results for blaTEM gene. 
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زمینه و هدف در سال های اخیر، افزایش سویه های اشرشیاکلی تولید کننده بتالاکتامازهای وسیع الطیف )ESBL( منجر به محدود شدن 
گزینه های درمانی شده است. این مطالعه به منظور یافتن ژن های blaTEM و blaPER در ایزوله های ادراری اشرشیاکلی مولد ESBL و تعیین 

الگوی مقاومت آن ها انجام شد.

مواد و روش ها از بهمن 1394 تا اسفند 1395، 972 نمونه از بیماران مشکوک به عفونت ادراری از سه بیمارستان اصلی و آزمایشگاه های 
شهرستان کرج جمع آوری شدند. شناسایی باکتری ها، آزمون حساسیت میکروبی و تولید ESBL با استفاده از آزمون های استاندارد انجام 

شد. از واکنش زنجیره ای پلیمراز )PCR( برای تشخیص ژن های بتالاکتاماز TEM و PER استفاده شد

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با کد IR.IAU.TMU.REC.1396.274 به تصویب کمیته اخلاق پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی آزاد 
اسلامی تهران رسیده است.

یافته ها از بین 972 نمونه ادراری، 500 ایزوله اشرشیاکلی جدا شد. 180 ایزوله ) 36 درصد( تولید کننده ESBL بودند. در میان 
سویه های ESBL مثبت، بیشترین حساسیت نسبت به آمیکاسین و ایمی پنم )به ترتیب 80 و 60 درصد( مشاهده شد. مقاومت به 
کوتریموکسازول، سیپروفلوکساسین، تتراسایکلین و جنتامیسین به ترتیب 92/7، 78/9، 66/1 و 57/8 درصد بود. همه سویه های 
ESBL مثبت مقاومت چند دارویی داشتند. در میان سویه های ESBL مثبت، ژن blaTEM در 85 ایزوله ) 44/72 درصد( مشاهده 

شد، ولی ژن blaPER در هیچ یک از ایزوله ها یافت نشد.

نتیجه گیری نتایج، شیوع بالایی از سویه های اشرشیاکلی تولید کننده ESBL و مقاوم به چند  دارو را نشان داد. نظارت مداوم بر باکتری های 
مولد ESBL و تعیین الگوهای مقاومتی آن ها می تواند به کاهش انتشار این گونه های مقاوم در جامعه کمک کند.

کلیدواژه ها: 
اشرشیاکلی، مقاومت 
دارویی، بتالاکتامازها

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 15 اردیبهشت 1398

تاریخ پذیرش: 23 آذر 1398
تاریخ انتشار: 12 بهمن 1398

مقدمه

عفونت های دستگاه ادراری یکی از مهم ترین بیماری های عفونی در 
جامعه و نیز در بیمارستان هاست و باعث افزایش مرگ و میر می شود. 
ادراری  عفونت های  ایجاد  مسئول  مختلفی  میکروارگانیسم های 
هستند که در بین آن ها باکتری ها مهم ترین عوامل ایجاد کننده بوده و 
در بین باکتری ها، اشرشیاکلی شایع ترین ارگانیسم است و بیش از 80 
درصد عفونت ها را شامل می شود ]1[. تشخیص بیش از 150 میلیون 
مورد عفونت ادراری در هر سال در سراسر جهان، باعث شده که از 
زمان های گذشته از آن به عنوان یکی از متداول ترین عفونت های 

کسب شده از جامعه و نیز بیمارستان یاد شود ]2[. 

درمان  در  آنتی بیوتیک ها  سوء مصرف  و  حد  از  بیش  مصرف 
عفونت های ادراری باعث فشار انتخابی آنتی بیوتیک شده که نتیجه 

آن افزایش و پراکنده شدن باکتری های مقاوم در برابر چند داروست. 
در حال حاضر، کاهش حساسیت به بسیاری از آنتی بیوتیک ها در 
ایزوله های ادراری اشرشیاکلی مشاهده می شود. این وضعیت به طور 
معمول در بیمارستان ها مشاهده می شود و می تواند به افزایش هزینه 
بیمارستان، اقامت طولانی مدت در بیمارستان و همچنین شکست 

درمان منجر شود ]3[. 

در میان آنتی بیوتیک ها، بتالاکتام ها به دلیل عدم سمّیت به عنوان 
یکی از پرمصرف ترین داروهای شیمی درمانی محسوب می شوند. این 
ترکیبات در طی 60 سال گذشته، در بین مؤثرترین داروها در درمان 
عفونت های باکتریایی ناشی از گونه های متعدد باکتری ها بوده اند و از 
سال 2004 بیش از 65 درصد از بازار جهانی آنتی بیوتیک را به خود 

اختصاص داده اند ]4[.

تولید آنزیم های بتالاکتاماز توسط میکروارگانیسم های گرم مثبت 

1. گروه زیست شناسی،  واحد اسلامشهر، دانشگاه آزاد اسلامی، اسلامشهر، ایران. 
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و گرم منفی مهم ترین مکانیسم مقاومت در برابر آنتی بیوتیک های 
بتالاکتام است. بتالاکتامازهای وسیع الطیف آنزیم هایی هستند که 
می شوند.  وسیع الطیف  سفالوسپورین های  به  مقاومت  ایجاد  باعث 
از آنجایی که این آنزیم ها توسط پلاسمید رمز می شوند، مقاومت 
این  می شود.  منتشر  به سرعت  آنزیم ها  این  دلیل  به  باکتریایی 
پلاسمیدها اغلب ژن های مقاومت در برابر سایر آنتی بیوتیک ها مانند 
آمینوگلیکوزیدها، فلوروکینولون ها، تتراسایکلین، کلرامفنیکل و تری 

متوپریم سولفامتوکسازول را نیز با خود حمل می کنند ]5[. 

در باکتری ها مکانیسم اصلی مقاومت نسبت به بتالاکتام ها بیان 
بتالاکتامازهای TEM است. بتالاکتاماز TEM اولین بار در یک بیمار 
مبتلا به عفونت ادراری به نام تمورینا شناسایی شد. بتالاکتامازهای 
TEM یکی از مهم ترین بتالاکتامازهای پلاسمیدی در باکتری های 
خانواده انتروباکتریاسه و از علل مهم بروز مقاومت های چند دارویی در 
عفونت های بیمارستانی هستند. بتالاکتامازهای وسیع الطیف وابسته به 
TEM، اغلب از بتالاکتامازهای اصلی )TEM-1, TEM-2( با جایگزینی 

یک یا دو اسید آمینه در جایگاه فعال آنزیم حاصل شده اند ]6[. 

وسیع الطیف  بتالاکتامازهای  از  دیگری  نوع   PER آنزیم های 
آئروژینوزا  سودوموناس  در  اولین بار  برای  آنزیم ها  این  هستند. 
ایزوله های  در  به ویژه  ارگانیسم ها،  سایر  در  اما  شدند،  شناسایی 

اسینتوباکتر نیز شناسایی شده اند ]7[.

 درمان عفونت های ادراری اغلب به طور تجربی و بر اساس گزارشات 
موجود در زمینه الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی پاتوژن های ادراری آغاز 
الگوهای مقاومت آنتی بیوتیکی در هر منطقه  ارائه مداوم  می شود. 
می تواند علاوه بر درمان عفونت های ادراری، از انتشار سویه های مقاوم 
جلوگیری کند. بنابراین، هدف از این مطالعه، تعیین میزان شیوع 
وسیع الطیف  بتالاکتامازهای  تولید کننده  اشرشیاکلی  باکتری های 
جدا شده از ادرار بیماران مبتلا به عفونت ادراری، تعیین حساسیت 
و  ادراری  عفونت  در  استفاده  مورد  رایج  آنتی بیوتیک های  به  آن ها 

بررسی میزان شیوع بتالاکتامازهای نوع TEM و PER بود.

مواد و روش ها

کشت نمونه و شناسایی باکتری ها

این مطالعه مقطعی توصیفی در یک بازه زمانی 13 ماهه )از بهمن 
1394 تا دی 1395( بر روی 972 نمونه مشکوک به عفونت ادراری 
به  مراجعه کننده  بیماران سرپایی  از  ادرار  تکرر  و  با علائم سوزش 
بیمارستان های امام خمینی، قائم و شهید رجایی شهرستان کرج و 
نیز آزمایشگاه های این شهرستان صورت گرفت. نمونه های ادراری 
از قسمت میانی جریان ادرار بیماران مشکوک به عفونت ادراری در 
لوله های استریل جمع آوری شدند. از نمونه های ادراری بر روی محیط 
بلاد آگار، ائوزین متیلن بلو آگار )مرک، آلمان( تلقیح شدند. بعد از 
گرماگذاری در 37 درجه سلسیوس به مدت 24 ساعت، پلیت هایی که 
رشد قابل ملاحظه داشتند )CFU 105( برای آزمایشات بعدی انتخاب 

شدند و از آن ها کشت خالص تهیه شد. شناسایی باکتری ها با استفاده 
از مورفولوژی، رنگ آمیزی گرم و خواص بیوشیمیایی آن ها انجام شد 
]8[. آزمون های بیوشیمیایی مورد استفاده شامل کاتالاز، اکسیداز، 
 TSI ،محیط متیل رد، وژس پروس کوئر ،SIM کشت بر روی محیط
و مصرف سیترات بودند. از 972 نمونه ادراری مشکوک به عفونت 

ادراری 500 سویه اشرشیاکلی شناسایی شد.

و  وسیع الطیف  بتالاکتامازهای  تولید کننده  سویه های  غربالگری 
بررسی حساسیت آنتی بیوتیکی

بتالاکتامازهای  تولید کننده  اشرشیاکلی  سویه های  غربالگری 
وسیع الطیف با استفاده از روش دیسک های ترکیبی و با استفاده 
 / سفوتاکسیم  و   )30  µg( سفوتاکسیم  دیسک  جفت  دو  از 
کلاوولانیک اسید )30/10µg(، سفتازیدیم )µg 30( و سفتازیدیم 
و  دانمارک(  روسکو،  )شرکت   )30/10µg( اسید  کلاوولانیک   /
مطابق با توصیه های مؤسسه استاندارد روش های آزمایشگاهی1 
شبانه  کشت  از  کلنی  چند  منظور  این  برای   .]9[ شد  انجام 
باکتری ها در محیط نوترینت آگار برداشته و در سرم فیزیولوژی 
استریل سوسپانسیونی معادل نیم مک فارلند تهیه شد و با استفاده 
از سواپ استریل بر روی پلیت حاوی محیط کشت مولر هینتون 

آگار )مرک، آلمان( به صورت متراکم کشت داده شد. 

پس از قراردادن دیسک ها بر روی پلیت و گرماگذاری به مدت 
24 ساعت در 37 درجه سلسیوس، مسافت انتشار اطراف هر دیسک 
با استفاده از خط کش میلی متری اندازه گیری و نتایج با استفاده از 
جداول استاندارد CLSI تفسیر شدند. اختلاف mm 5 ≥ بین قطر هاله 
عدم رشد اطراف سفوتاکسیم و سفوتاکسیم / کلاوولانیک اسید و نیز 
سفتازیدیم و سفتازیدیم / کلاوولانیک اسید به عنوان فنوتیپ مثبت 
در نظر گرفته شد. برای کنترل کیفی نتایج ESBL، از سویه استاندارد 

کلبسیلا پنومونیه ATCC 700603 استفاده شد. 

سنجش حساسیت آنتی بیوتیکی سویه های مولد بتالاکتامازهای 
 ،)10 μg( وسیع الطیف با استفاده از آنتی بیوتیک های جنتامیسین
 ،)25 µg( تری متوپریم سولفامتوکسازول ،)30 µg( تتراسایکلین
 )5 µg( و سیپروفلوکساسین )30 µg( آمیکاسین ،)10 μg( ایمی پنم
)شرکت روسکو، دانمارک( انجام شد. برای کنترل کیفی آنتی بیوگرام 
منظور  این  برای  استفاده شد   ATCC25922 اشرشیاکلی از سویه 
سوسپانسیونی معادل نیم مک فارلند از سویه مذکور تهیه شد و با 
استفاده از سواپ استریل بر روی محیط کشت مولر هینتون آگار به 
صورت متراکم کشت داده شد و دیسک ها با فاصله 22 میلی متر از 
یکدیگر بر روی پلیت قرار داده شد. کنترل کیفی دیسک ها به صورت 

روزانه انجام گرفت.

1. Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)
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blaPER و blaTEM شناسایی مولکولی ژن های

از  از هر یک  کلنی  از چند  تکه هایی  ژنومی،   DNA تهیه  برای 
برتانی  لوریا  میلی لیتر محیط کشت  پنج  در  سویه های جدا شده 
)LB( )مرک، آلمان( در دمای 37 درجه سلسیوس به صورت شبانه 
کشت داده شد. سپس استخراج DNA با استفاده از کیت استخراج 
ایران( و بر اساس دستور کار شرکت سازنده  DNA )سیناکلون، 

کیت صورت گرفت. 

کمیت و کیفیت DNA با استفاده از دستگاه نانودراپ مدل 2000 
)آمریکا( در طول موج های 260 نانومتر و 280 نانومتر تعیین شد. 
از  استفاده  با   blaPER و   blaTEM ژن  شناسایی  برای   PCR آزمایش 
پرایمرهای اختصاصی انجام گرفت. توالی پرایمرهای مورد استفاده و 
طول قطعات حاصل از PCR در جدول شماره 1 نشان داده شده 
است. واکنش PCR با استفاده از 10 میکرولیتر مستر میکس )سیناژن، 
ایران(، 1 میکرولیتر از هریک از پرایمرها )50 پیکومول(، 2 میکرولیتر 
 20 حجم  تا  استریل  دیونیزه  مقطر  آب  و   DNA پیکومول(   50(

میکرولیتر انجام شد.

 برنامه زمانی PCR با یک سیکل 94 درجه سلسیوس به مدت 
پنج دقیقه برای واسرشت سازی اولیه آغاز شد. سپس با 30 سیکل 
شامل واسرشت سازی در دمای 94 درجه سلسیوس به مدت 30 ثانیه، 
اتصال پرایمرها در دمای 55 درجه سلسیوس به مدت 30 ثانیه و 
طویل سازی در دمای 72 درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه و 30 
ثانیه ادامه یافت. درنهایت 1 سیکل 72 درجه سلسیوس به مدت پنج 
دقیقه برای طویل سازی نهایی انجام گرفت. واکنش PCR در دستگاه 
 PCR آلمان( انجام شد، سپس محصولات ،PEQ STAR( ترمال سایکلر

بر روی ژل آگارز 1/5 درصد )مرک، آلمان( الکتروفورز شدند.

سودوموناس  و   ATCC 700603 پنومونیه  کلبسیلا  سویه های  از 
آئروژینوزا سویه KOAS به ترتیب به عنوان کنترل مثبت برای ژن های 

TEM و PER استفاده شد [11 ،10]. 

تجزیه و تحلیل آماری

تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 20 و با 
استفاده از آزمون مربع کای انجام شد و P≤0/05 معنی دار در نظر 

گرفته شد.

یافته ها

درمجموع، از 972 نمونه مشکوک به عفونت ادراری، 780 نمونه 
عفونی تشخیص داده شد و از بین آن ها 500 ایزوله اشرشیاکلی 
جداسازی شد. میانگین سنی افراد مبتلا 16±45 سال بود. در این 
بین 169 نمونه )33/8 درصد( مربوط به مردان و 331 نمونه )66/2 
ایزوله اشرشیاکلی، 180  از بین 500  بود.  به زنان  درصد( مربوط 
بودند. تعداد  بتالاکتاماز، مثبت  تولید  از لحاظ  ایزوله )36 درصد( 
سویه های ESBL در زنان )132 نمونه؛ 73/33 درصد( بیش از مردان 

.)P=0/007( بود )8 نمونه؛ 26/67 درصد(

حساسیت آنتی بیوتیکی سویه های مولد ESBL در جدول شماره 
2 نشان داده شده است. همان طور که در جدول مشاهده می شود 
به  نسبت  وسیع الطیف  بتالاکتامازهای  تولید کننده  سویه های 

کوتریموکسازول و سیپروفلوکساسین مقاومت بالایی نشان دادند.

از  استفاده  با   TEM بتالاکتاماز بررسی ژن های  از  نتایج حاصل 
است.  داده شده  نشان  تصویر شماره 1  در  اختصاصی  پرایمرهای 
نتایج نشان داد که ژن blaTEM در 85 ایزوله )44/72 درصد( مولد 
ESBL وجود دارد، در حالی که ژن های blaPER در هیچ یک از ایزوله ها 

مشاهده نشد.

بحث

تولید کننده  منفی  گرم  باسیل های  گذشته،  دهه های  طی  در 
بتالاکتامازهای وسیع الطیف به عنوان پاتوژن های مهم در عفونت های 
بیمارستانی و نیز عفونت های کسب شده از جامعه در سرتاسر جهان 
پدیدار شده اند. آگاهی از مقاومت آنتی بیوتیکی این سویه ها و میزان 
شیوع آن ها در هر منطقه می تواند به کنترل این میکروارگانیسم ها 
کمک کرده و از انتشار این پاتوژن ها جلوگیری کند. این مطالعه بر 
روی 972 نمونه ادراری مشکوک به عفونت ادراری که به بیمارستان ها 
و آزمایشگاه های شهرستان کرج ارجاع داده شده بود، صورت گرفت. 
از بین نمونه های مورد آزمایش، 780 نمونه عفونی تشخیص داده شد 

و باکتری اشرشیاکلی از 500 نمونه )64/1 درصد( جداسازی شد. 

باکتری  همکاران  و  جبرالدینی  توسط  انجام شده  مطالعات  در 
اشرشیاکلی از 43/7 درصد نمونه های عفونی ادرار جدا شد ]12[. 
در مطالعه محمدی و همکاران در سنندج نیز اشریشیاکلی بـا 63/9 

جدول 1. توالی پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق

ژن هدفتوالی )5ʹ-3ʹ(طول قطعه )bp(منبع

10445F: TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA
R: ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT

blaTEM

11920F: ATGAATGTCATTATAAAAGC
R: AATTTGGGCTTAGGGCAGAA

blaPER
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درصـد، شـایع تـرین بـــاکتری جـــدا شـــده از بیمـــاران مبتلا 
به عفونت ادراری بود ]13[. نتایج مشابهی در مطالعات انجام شده در 

سایر کشورها به دست آمد [15 ،14]. 

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که شیوع عفونت ادراری در 
زنان به طور معنی داری بالاتر از مردان است. این نتایج با مطالعات 
انجام شده در ایران و سایر کشور ها مطابقت دارد [16 ،14]. نسبت 
مردان آلوده به زنان 1:1/96 بود. زنان به دلیل کلونیزاسیون مجرای 
ادرار با باکتری های گرم منفی کلون که به دلیل نزدیکی مقعد و 
مجاری ادراری صورت می گیرد، بیشتر در معرض ابتلا به عفونت 
 ESBL ادراری هستند ]17[. همچنین اکثریت سویه های تولید کننده
با مطالعات  نتایج  این   .)P=0/007( نیز در بین زنان مشاهده شد
سال  در  نپال  درصد(،   81/8( سال 2018  در  ایران  در  انجام شده 
2017 )81/8 درصد( و هند در سال 2016 )62/4 درصد( مطابقت 

دارد [18،19 ،14]. 

میزان شیوع سویه های ESBL مثبت در مطالعه ما 36 درصد بود 
که با مطالعات انجام شده در اصفهان در سال 2014 )36 درصد( 

در   ESBL مولد  اشرشیاکلی  از  پایین تری  شیوع   .]20[ بود  مشابه 
مطالعات بازی بورون و همکاران در سال 2018 )25/4 درصد( و 
اسلامی و همکاران در سال 2016 )30/5 درصد( مشاهده شد [،18 
21]. شیوع سویه های مولد ESBL در نقاط مختلف دنیا، متفاوت 
 ESBL گزارش شده است. میزان شیوع سویه های اشرشیاکلی مولد
از 3/3 درصد در فرانسه تا 61 درصد در هند متغیر است [22 ،19]. 
نتایج نشان می دهد شیوع سویه های ESBL در کشور های مختلف 
و حتی در بیمارستان های مختلف در یک شهر متفاوت است که 
این امر به دلیل تفاوت در رژیم درمانی به کار گرفته شده در مناطق 
مختلف است. مصرف بی رویه آنتی بیوتیک ها، به ویژه سفالوسپورین ها 

از مهم ترین عوامل شیوع بالای سویه های مولد ESBL است.

 سویه های تولید کننده ESBL مشکلات قابل توجهی را در درمان 
عفونت ها ایجاد می کنند؛ زیرا این پاتوژن ها به محدوده وسیعی از 
سوم  نسل  سفالوسپورین های  شامل  بتالاکتام  آنتی بیوتیک های 
مقاومت نشان می دهند. به علاوه آن ها به طور بالقوه دارای مقاومت 
کینولونی و کارباپنمی وابسته پلاسمید هستند ]14[. مطالعات نشان 

جدول 2. میزان حساسیت سویه های مولد ESBL به آنتی بیوتیک های مختلف با روش دیسک دیفیوژن

آنتی بیوتیک
 تعداد )درصد(

مقاومنیمه حساسحساس

 )57/8( 95 )47/2( 085جنتامایسین
 )66/1( 119 )5( 9 )28/9( 52تتراسایکلین

 )92/7( 167 )1/1( 2 )6/1( 11کوتریماکسازول
 )30( 54 )10( 18 ) 60( 108ایمی پنم
 )20( 036 )80( 144آمیکاسین

)78/9( 142 )1/1( 2 )20( 36سیپروفلوکساسین

 ،)ATCC 700603 100، ستون 2 کنترل مثبت )کلبسیلا پنومونیهpb بر روی ژل آگارز 1/5 درصد. ستون 1 سایز مارکر blaTEM ژن PCR تصویر 1. نتایج حاصل از
.blaTEM و ستون 41-9 سویه های دارای ژن blaTEM ستون 3 کنترل منفی، ستون 7-4 سویه های فاقد ژن
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داده سویه های تولید کننده ESBL در برابر عوامل ضد میکروبی نظیر 
متوپریم  تری  و  آمینوگلیکوزیدها  فلوروکینولون ها،  تتراسایکلین، 
سولفامتوکسازول نیز مقاوم اند. الگوی مقاومت مشابهی در این مطالعه 
مشاهده شد. عوامل متعددی مسئول ایجاد چنین نرخ بالای مقاومت 
آنتی بیوتیکی هستند که شامل استفاده بی رویه از عوامل ضد میکروبی 

در بیمارستان ها و نیز خود درمانی در جامعه است.

به  بالایی  مقاومت   ESBL مولد  سویه های  مطالعه  این  در 
مطالعات  در  درصد(.   78/75( دادند  نشان  سیپروفلوکساسین 
انجام گرفته توسط بازی بورون و همکاران، دوستی مهاجر و همکاران 
و نیز اسلامی و همکاران به ترتیب 61، 55 و 76 درصد سویه های 
اشرشیاکلی به سیپروفلوکساسین مقاوم بودند [23 ،21 ،18]. میزان 
شیوع مقاومت به سیپروفلوکساسین در کشورهای هند )82/6 درصد( 
و ترکیه )84 درصد( نیز بالا و مشابه نتایج این تحقیق بود [24 ،19]. 
مطالعات انجام گرفته در ایران نشان داده که سیپروفلوکساسین بیش 
از سایر آنتی بیوتیک ها برای درمان عفونت های ادراری تجویز می شود 
[25] که این امر می تواند در افزایش شیوع ایزوله های مقاوم به این 
آنتی بیوتیک نقش داشته باشد. افزایش مقاومت به این دارو در مطالعه 
ما نشان می دهد که این دارو به عنوان داروی آنتی باکتریال تجربی 
نمی تواند اثربخشی لازم را داشته باشد. همچنین در سویه های مورد 
آمینوگلیکوزیدها،  برابر  بالایی در  این تحقیق مقاومت  مطالعه در 
کارباپنم ها و کوتریموکسازول مشاهده شد و مقاومت به دست آمده 
نسبت به سایر مطالعات انجام شده در ایران و خارج از کشور بالاتر 

بود [20 ،19 ،18]. 

همراه  آنتی بیوتیک  به چندین  مقاومت  با   ESBL تولید  معمولًا 
است؛ زیرا ژن های بتالاکتامازهای وسیع الطیف توسط پلاسمیدها 
سایر  به  مقاومت  ژن های  معمولًا  پلاسمیدها  این  و  می شوند  رمز 
یافته های  از  یکی  می کنند.  حمل  خود  با  نیز  را  آنتی بیوتیک ها 
نگران کننده در این تحقیق، مقاومت بالا نسبت به کار با پنم ها است. 
اگرچه در اغلب مطالعات، ایمی پنم به عنوان داروی مناسب برای 
درمان عفونت های ناشی از سویه های مولد ESBL ذکر شده است، اما 
ایزوله های مورد مطالعه در این تحقیق مقاومت بالایی به ایمی پنم 
داشتند )33 درصد(. نتایج حاصل از این تحقیق با مطالعات بابایی 
همتی و همکاران )2015( و مهدی پور مقدم و همکاران )2015( در 

رشت )به ترتیب 36/36 و 33/33 درصد( مطابقت دارد [27 ،26].

در مطالعه حاضر 85 ایزوله )47/2 درصد( دارای ژن TEM بودند. 
در مطالعه رضایی و همکاران فراوانی ژن TEM در بین ایزوله های 
ESBL مثبت 49 درصد گزارش شده بود ]28[ که با میزان شیوع 
ایزوله های مورد مطالعه در این تحقیق مطابقت دارد. به طور مشابه 
درصد   47/93 هند  در   2017 سال  در  انجام شده  مطالعات  در 
ایزوله های مولد ESBL دارای ژن TEM بودند ]29[. در حالی که 
است  گزارش شده  تایلند 31/93 درصد  در   TEM ژن های شیوع 
[30]. آنتی بیوتیک های مورد استفاده در هر بیمارستان با هر منطقه 
می تواند توزیع ژنوتیپ های مقاومت را تحت تأثیر قرار دهد. با توجه 

به اینکه حضور ژن TEM در تقریباً نیمی از ایزوله های ESBL مثبت 
به اثبات رسید، لازم است در مطالعات بعدی سایر ژن های مسئول 

فنوتیپ ESBL نظیر SHV و CTX-M نیز بررسی شود.

نتیجه گیری

عامل  شایع ترین  عنوان  به  اشرشیاکلی  باکتری  مطالعه  این  در 
عفونت ادراری جدا شد. میزان شیوع سویه های اشرشیاکلی مولد 
نتایج  بود.  بالا  با مقاومت چند دارویی  بتالاکتامازهای وسیع الطیف 
نشان داد که اکثریت سویه های ESBL در برابر اغلب آنتی بیوتیک 
هایی که در درمان عفونت های ادراری به کار می روند، مقاوم هستند. 
همچنین نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که درصد بالایی از 
سویه های ESBL نسبت به ایمی پنم مقاوم اند و ایمی پنم به عنوان 
داروی انتخابی در درمان عفونت های ادراری تأثیر خود را از دست 
انتشار  مورد  در  نگرانی  افزایش  باعث  یافته های حاضر  است.  داده 
تشخیص  بر  و  می شود   ESBL تولید کننده  اشرشیاکلی  سویه های 
و  آزمایشگاه های تشخیص طبی  در   ESBL تولید کننده سویه های 

نظارت دقیق بر الگوهای مقاومت آن ها تأکید دارد. 

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

تصویب  به   IR.IAU.TMU.REC.1396.274 کد  با  مطالعه  این 
تهران  اسلامی  آزاد  علوم پزشکی  دانشگاه  پژوهشی  اخلاق  کمیته 

رسیده است.

حامی مالی

مقطع  در  ادهم  فریبا  خانم  نامه  پایان  از  برگرفته  مقاله  این 
کارشناسی ارشد رشته میکروبیولوژی است که با حمایت دانشگاه 

آزاد اسلامی واحد اسلامشهر انجام شده است

مشارکت نویسندگان

مفهــوم ســازی، روش شناســی، اعتبــار ســنجی، نظــارت، تجزیــه 
و تحلیــل داده هــا ، تهیــه پیش نویــس اولیــه، ویرایــش و بررســی: 
مریــم قانــع؛ تحقیــق، منابــع، آزمایــش و تجزیــه و تحلیــل داده هــا: 

فریبــا ادهــم.

تعارض منافع

بدین وسیله نویسندگان تصریح می کنند که هیچ گونه تضاد منافعی 
در خصوص این پژوهش وجود ندارد.
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