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Abstract 

Background and Objectives: Pathogenic bacteria, such as Escherichia 

coli are dangerous for human population due to acquisition of 

resistance genes to beta-lactam antibiotics. This resistance is due to 

extended spectrum β lactamase (ESBL) genes, which are caused by 

plasmids, transposons, and/or mutation. The main cause of resistance 

to beta-lactam antibiotics is lactamase enzymes. In this study, the 

frequency of ESBL producing E. coli and molecular detection of CTX-

M-1 gene, were investigated. 

 

Methods: In this descriptive cross-sectional study, 58 E. coli samples 

isolated from patients with urinary tract infection, were identified using 

standard biochemical tests. Then, drug susceptibility test was 

performed using standard disk diffusion method (Kirby-Bauer). In the 

following, combined disk test was performed to identify ESBL 

producing strains among the resistant isolates. Plasmid DNA was 

extracted from ESBL-producing strains and CTX-M-1 genes were 

detected using PCR. 

 

Results: Out of 58 E.coli strains, 28 strains (48.27%), were ESBLs 

producer, which in the molecular analysis, 20 strains (71.42%) had 

CTX-M-1 gene. 

 

Conclusion: The results of the preset study is indicative of a high 

percentage of beta-lactamase resistance among E. coli strains. 

Considering the high percentage of antibiotic resistance, precise 

antibiogram testing is necessary in infections caused by ESBL-

producing organisms. 

 

Keywords: Escherichia coli; Drug resistance, Microbial; Polymerase 

chain reaction. 
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 چکیده
های مقاومت به  علت دریافت ژن به اشرشیاکلیمانند زا  های بیماری باکتری :زمینه و هدف

های  علت ژن . این مقاومت بهندهستبرای جامعه بشری خطرناک  ،بتالاکتامای ه بیوتیک آنتی

ESBL ترین عامل  شود. مهم و یا موتاسیون ایجاد می ها ترانسپوزون ،که توسط پلاسمیدها بوده

میزان  ،این مطالعه در. باشد میهای بتالاکتامازی  آنزیم ؛بتالاکتام ایه بیوتیک مقاومت به آنتی

  CTX-M-1الطیف و شناسایی ژن وسیعتولیدکننده بتالاکتاماز  اشرشیاکلیهای  یفراوانی باکتر

  بررسی گردید.کولی ولروش م به

جداشده از بیماران با  اشرشیاکلینمونه  58 مقطعی، -توصیفی  در این مطالعه :روش بررسی

سپس با استفاده از روش . ندهای بیوشیمیایی استاندارد تشخیص داده شد عفونت ادراری با تست

منظور  به، آزمون حساسیت دارویی انجام شد. در ادامه، (Kirby-Bauer)استاندرد انتشار دیسک 

گرفت. از  صورت Combined diskتست  ،های مقاوم در ایزوله ESBLهای مولد  شناسایی سویه

 PCRبا استفاده از   CTX-M-1استخراج و ژن ،پلاسمیدی DNA ؛ESBLهای مولد  سویه

 شناسایی شد.  

%( مولد بتالاکتامازهای 27/48سویه ) 28 ،مورد بررسی لیکااشرشیسویه  58از مجموع  ها: یافته

 بود.  CTX-M-1%( حاوی ژن42/71سویه ) 20 ،کولیولالطیف بودند که در بررسی م وسیع

دهنده درصد بالای مقاومت بتالاکتامازی در بین  نشان ،نتایج تحقیق حاضر :گیری نتیجه

انجام دقیق  کی،بیوتی مقاومت آنتی . با توجه به درصد بالایباشد می اشرشیاکلیهای  سویه

 است.ضروری  ESBLهای تولیدکننده  های ناشی از ارگانیسم بیوگرام در عفونت آنتی آزمایشهای

 ای پلیمراز. واکنش زنجیره ؛ مقاومت دارویی میکروبی؛اشرشیاکلی :ها کلید واژه

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 96 شهریور، ششم، شماره یازدهمدوره 

  35الی  28صفحه 
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 و همکاران سیمین سعادتمند                                             ...های ادراری، با  جداشده از عفونت های اشرشیاکلیدر  CTX-M-1 ارزیابی ژن مقاومت بتالاکتاماز

 

 مقدمه 
های دارویی  ، ایجاد مقاومتامروزه نگرانی عمده در جوامع بشری

باشد که نقش  ا میه بیوتیک آنتیزا نسبت به  های بیماری در باکتری

های باکتریایی دارند  مهم و اساسی در عدم کنترل و درمان عفونت

های ادراری در  ترین عوامل عفونت یکی از مهم اشرشیاکلی،. (1)

متعدد، های  علت دارا بودن مکانیسم شود که به جامعه محسوب می

های مقاومت از طریق پلاسمید، ترانسپوزون و  ازجمله دریافت ژن

  (. طی چنددهه2ها مقاوم است ) بیوتیک نسبت به آنتی ،یا موتاسیون

های بتالاکتام،  بیوتیک اخیر، به دلیل استفاده گسترده از آنتی

های بتالاکتام با  بیوتیک اند.آنتی بتالاکتامازهای مختلف ظاهر شده

سیلین که در دیواره سلولی  ه پروتئین باندشونده به پنیاتصال ب

 باشد سبب مهار ترنس پپتیدازها، تخریب پپتید و باکتری می

گلیکان و درپی آن تخریب دیواره سلول و در نتیجه از بین رفتن 

 (. 3,4(شوند  باکتری می

های بتالاکتام را قبل رسیدن به  بیوتیک آنزیم بتالاکتاماز، آنتی

PBPs  (. 5کنند ) غشای سلولی، هیدرولیز و غیرفعال میدر

وسیله  ها هستند که به ای از آنزیم دسته ،الطیف بتالاکتامازهای وسیع

ای در درمان  های گرم منفی، تولید و اهمیت ویژه باسیل

 و Bush، Jakobiبندی که توسط   ضدمیکروبی دارند. در تقسیم
Modirus  س مولکولی            کلا 4صورت گرفت، بتالاکتامازها به

A, B, C, D (. بیشترین میزان تولید این 6بندی شدند ) تقسیم

 ؛گیرد صورت می اشرشیاکلیو  کلبسیلا پنومونیهوسیله  ها، به آنزیم

 های انتروباکتریاسه مانند ها در سایر جنس البته این آنزیم
 نیز مشاهده سالمونلاو  پروتئوس، سراشیا، سیتروباکتر، انتروباکتر

دارای اسیدآمینه  A, C, D(. بتالاکتامازهای رده 7شده است )

برای انجام  Bباشند و کلاس  سرین در سایت فعال خود می

عملکرد، نیازمند عنصر روی بوده و متالوبتالاکتاماز محسوب 

 1980بار در دهه  الطیف برای اولین های وسیع (. آنزیم8شود ) می

 قرار دارند و بیشتر از نوع Aه ها در گرو شناسایی شدند. این آنزیم

SHV  و TEMهای  ای از آنزیم های نقطه بوده که در نتیجه جهش

طور  ها به اند. این آنزیم الطیف ایجاد شده اصلی فاقد فعالیت وسیع

های  شوند که این پلاسمیدها ژن وسیله پلاسمیدها کد می معمول به

وگلیکوزیدها بیوتیکی مانند آمین های آنتی مقاومت به دیگر کلاس

 .(9کنند ) را نیز حمل می

 

در کشور آلمان گـزارش ( 1989سال )بار  ، اولینCTX-Mخانواده 

                         CTX-M1شـد. ایـن خـانـواده بـه پـنـج گــروه 

CTX-M2CTX-M8, CTX-M9, CTX-M25, بندی  تقسیم

اعضای ، ارتباط ژنتیکی کمی با CTX-Mشود. بتالاکتامازهای  می

طور گسترده از طریق  دارند و به SHVو  TEMبتالاکتامازهای 

(. 10شوند )  ، منتشر میSHVو  TEMفاقد  ESBLپلاسمیدهای 

 اشرشیاکلیهستند.   A، متعلق به گروهCTX-M بتالاکتامازهای

باشد.  می  ESBLهایی است که قادر به تولید آنزیم ازجمله باکتری

روباکتریاسه و عامل بسیاری از این باکتری، عضو خانواده انت

های بیمارستانی از قبیل سپسیس، مننژیت نوزادی،  عفونت

علت اکتساب  گاستروانتریت و عفونت ادراری شناخته شده که به

الطیف به  پلاسمیدهای کدکننده بتالاکتامازهای وسیع

الطیف  های وسیع های بتالاکتام مثل سفالوسپورین بیوتیک آنتی

های ناشی از این باکتری با  رو درمان عفونت از ایناند.  مقاوم شده

 (. 11،12رو شده است ) مشکل روبه

 اشرشیاکلیهای  این مطالعه با هدف تعیین الگوی مقاومت سویه

های  بیوتیک جداشده از بیماران با عفونت ادراری نسبت به آنتی

های مولد بتالاکتامازهای  رایج در درمان و ردیابی سویه

ای  با استفاده از واکنش زنجیره،  CTX-M-1تیپالطیف  وسیع

 .شدانجام  (PCR)پلیمراز 

 

 روش بررسی
نمونه ادراری از  478مقطعی، تعداد  -در این مطالعه توصیفی 

تا  1393ماه سال  های سطح استان قم از اردیبهشت آزمایشگاه

ها به  آوری شد. بعد از انتقال نمونه جمع 1394خردادماه سال 

کانکی آگار،  و کشت روی محیط بلاد آگار و مکآزمایشگاه 

ساعت صورت گرفت. پس از انجام  24انکوباسیون به مدت 

آز،  ، سیمون سیترات، اورهMR ،VPهای بیوشیمیایی )از قبیل  تست

TSI ،SIMشناسایی  اشرشیاکلیایزوله  58ها، تعداد  ( بر روی کلنی

بیوگرام  تست آنتیها با انجام  بیوتیکی ایزوله گردید. مقاومت آنتی

بایر مطابق با دستورات مؤسسه  -از طریق روش کربی 

و با استفاده از  CLSIاستانداردهای آزمایشگاهی بالینی 

مدیا شامل:  های   شده از شرکت بیوتیک تهیه های آنتی دیسک

  ،(میکـروگـرم 30(ازیدیم ـسفت ،(میکـروگـرم 30(م ـسیـزوکـسفتی
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 ،(میکروگرم 30(سفالوتین  ،(وگرممیکر 5(سیپروفلوکساسین  

 ،(میکروگرم 50( نیتروفورانتوئین ،(میکروگرم 10( جنتامایسین

 ،(میکروگرم 30(کلرامفنیکل  ،(میکروگرم 30(نالیدیکسیک اسید 

 ،(میکروگرم 30(سیلین  آمپی ،(میکروگرم 25( کوتریموکسازول

 ،(میکروگرم 10(پنم  ایمی ،(میکروگرم 30(تتراسایکلین 

 ،(میکروگرم 10(اریترومایسین  و (میکروگرم 10(وکساسین نورفل

های مولد بتالاکتاماز نیز از  (. برای تعیین باکتری13) تعیین گردید

استفاده شد. پس از تهیه کشت خالص و  CLSIآزمایش تأییدی 

های  یکنواخت بر روی محیط مولر هینتون آگار؛ دیسک

وتاکسیم، اسید و سف کلاونیک –سفتازیدیم، سفتازیدیم 

متر روی سطح  میلی 15کلاونیک اسید با فاصله  -سفوتاکسیم 

 محیط قرار داده شدند. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

متر و یا  میلی 5از طریق افزایش قطر هاله به اندازه  ESBLتولید 

کلاونیک اسید  -بیشتر در اطراف دیسک سفتازیدیم، سفتازیدیم 

 CSLIیک اسید؛ براساس کلاون -و سفوتاکسیم، سفوتاکسیم 

، برای کنترل ATCC25922 اشرشیاکلیتعیین گردید. از سویه 

 بیوگرام استفاده شد.  کیفی آنتی

رسم  Microsoft Excel 2012افزار  نرم از استفاده با نمودار

 گردید.

وسیله  ها به ایزوله  DNAای پلیمراز، برای انجام واکنش زنجیره

منظور بررسی فراوانی ژن  ن بهاستخراج شد. همچنی Boilingروش 

جفت  ، از یکPCRدر طی فرآیند   CTX-M-1بتالاکتامازی

 گردیدپرایمر اختصاصی )ساخت شرکت سیناکلون( استفاده 

 (.1)جدول شماره 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PCRمشخصات پرایمرهای مورد استفاده در واکنش  :1شماره  جدول

 توالی نوکلئوتیدی نام پرایمر

CTX-M-1-F GCGGAAAAGCACGTCAATGGG -3'  5'- 

CTX-M-1-R GCCAGATCACCGCGATATC -3'  5'- 

 

                       یـایـم نهـر با حجـلـایکـاه ترموسـدر دستگ PCRش ـنـواک

                            ،1/5mM MgCl2  ،0/5µl dNTPل:ـامـر شـیتـرولـمیک 25

0/5µl Taq DNA polymerase، 5/2  میکرولیتر بافرX10 ،5 

میکرولیتر آب  13الگو،  DNAمیکرولیتر  2میکرولیتر پرایمر، 

سیکل تحت برنامه زمانی شامل: مرحله اولیه  40مقطر در طی 

درجه  96دقیقه در دمای  1به مدت  DNAبازشدن دو رشته 

دقیقه در  1به مدت  DNAرشته  سانتیگراد، مرحله باز شدن دو

دقیقه  1، مرحله اتصال پرایمرها به مدت درجه سانتیگراد 94دمای 

، مرحله طویل شدن رشته هدف به درجه سانتیگراد 55در دمای 

، مرحله طویل شدن  درجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  1مدت 

 انجام شد.  درجه سانتیگراد 72 دقیقه در دمای 5نهایی به مدت 

 

بعد  bp427برای شناسایی قطعات اختصاصی با اندازه  PCRنتیجه 

 رار گرفت.از الکتروفورز مورد ارزیابی ق

 

 ها یافته
ادرار بیماران مبتلا به عفونت ادراری مورد   نمونه 478از مجموع 

های  آزمون وسیله بهو شد جدا  اشرشیاکلیسویه  58 ،بررسی

بیوتیکی روی آنها انجام  یید و تست حساسیت آنتیأت ،ایییبیوشیم

 گرفت. 

 بیوتیکی جدایه را نسبت به الگوی حساسیت آنتی، 2 جدول شماره

 دهد. های مورد آزمایش نشان می بیوتیک آنتی

31 
 1396 شهریور، ششم، شماره یازدهممجله دانشگاه علوم پزشکی قم/ دوره 

1396 

 



 

 

 و همکاران سیمین سعادتمند                                             ...های ادراری، با  جداشده از عفونت های اشرشیاکلیدر  CTX-M-1 ارزیابی ژن مقاومت بتالاکتاماز

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  مطالعه مورد های سویه بیوتیکی آنتی : مقاومت2جدول شماره 

حساس )درصد( نیمه مقاوم )درصد( بیوتیک آنتی نام اختصاری حساس )درصد(    

60 5 35 AM سیلین آمپی  

22 21 57 C کلرامفنیکل 

71 7 76 CAZ سفتازیدیم 

50 22 28 CF سفالوتین 

33 12 55 CP سیپروفلوکساسین 

14 26 60 CT زوکسیم سفتی  

33 14 53 CTX سفوتاکسیم 

52 34 14 E اریترومایسین 

14 5 81 FM نیتروفورانتوئین 

28 7 65 GM جنتامایسین 

22 0 78 IPM پنم ایمی  

41 10 48 NA نالیدیکسیک اسید 

24 5 71 NOR نورفلوکساسین 

41 3 56 SXT کوتریموکسازول 

 

ایزوله  58نشان داد از میان  Combined diskنتایج حاصل از 

 ندا هالطیف بود نمونه مولد بتالاکتامازهای وسیع 28 ،اشرشیاکلی

 ESBL ،DNAهای مولد  یین جدایه. پس از تع(1)شکل شماره 

 پلاسمیدی آنها استخراج شد.

صاصی و باکتری تبا استفاده از پرایمر اخ PCRآزمایش براساس 

نمونه دارای  20 ،مثبت ESBLایزوله  28از تعداد  ،کنترل مثبت

 .(2)شکل شماره  بودند  CTX-M-1ژن

 
 مثبت.  ESBLs: تشخیص فنوتیپی مولدین1 شکل شماره
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 .اشرشیاکلی در CTX-M-1 ژن PCR های ونهنم حاوی آگارز ژل :2شماره  شکل

 .CTX-M-1ایزوله بالینی مثبت برای  (5 و 4 ؛ CTX-M-1کنترل مثبت برای( 3؛  CTX-M-1برای کنترل منفی( 2؛ bp1000مارکر (1

 بحث
های بتالاکتام باعث گسترش  بیوتیک استفاده وسیع از آنتی ،امروزه

در  ESBLهمچنین افزایش شیوع آنزیم  ،ESBLهای  آنزیم

شده  ،باشد ترین عامل عفونت ادراری می که شایع اشرشیاکلی

سهولت بین  ، بهها ESBLکننده  . پلاسمیدهای حمل(14) است

ای منتقل  های گرم منفی روده های مختلف باسیل ا و گونهه سویه

هایی که این ژن را در خود حمل  شوند. همچنین ارگانیسم می

زایی و مرگ و میر در بین افراد  کنند سبب افزایش بیماریی می

ای از  الطیف، دسته های بتالاکتاماز وسیع (. آنزیم1شوند )  می

درمان ضدمیکروبی اهمیت  که درهای بتالاکتامازی هستند  آنزیم

عنوان یکی از  ها به تولید این آنزیم ،ای دارند. امروزه ویژه

معضلات بهداشت عمومی خود را نمایان ساخته و از خطرهای 

باشد که  های دارای مقاومت چندگانه می جدی در درمان عفونت

. در سالهای (15) به سرعت در سراسر جهان گسترش یافته است

در اروپا و  ESBLترین نوع  عنوان شایع به CTX-Mآنزیم  ،اخیر

 نیز در ایران و شهرهای مختلف آن ،امریکای شمالی گزارش شده

در مطالعه . (16) مطالعاتی در این مورد صورت گرفته است

مولد  ،%(27/48نمونه ) 28 ،اکلییاشرشایزوله  58از میان حاضر، 

ESBL دارای ژن  %(42/71مورد ) 20 وCTX-M-1 در ندبود .

 درو همکاران  Soltan Dallal(، 2011سال )مشابهی  همطالع

 اشرشیاکلی 200الطیف در  عبیوتیکی وسی بررسی مقاومت آنتی

نمونه  128را شناسایی کنند که  ESBLهای مولد  توانستند باکتری

(64)% ،ESBL آنها حاوی ژن 34/77 و %CTX-M (17) بودند. 

Shahid شیوع ژن  ،و همکارانCTX-M  نمونه  93در را

%( مثبت 4/77نمونه ) 72 کهمورد بررسی قرار دادند  اشرشیاکلی

باکتری (، با بررسی 2009سال )و همکاران  Mirzaea (.18) دندبو

های تهران از نظر تولید  جداشده از بیمارستان اشرشیاکلی

ها  % نمونه8/37 نشان دادند PCRبا روش  CTX-Mبتالاکتامازهای 

و  Burcu Baliکه توسط  ای . در مطالعه(19اند ) بودهمثبت 

نمونه  10 ،اشرشیاکلینمونه  44همکاران صورت گرفت از میان 

که توسط  . در تحقیقی(20ند )بود CTX-M%( حاوی ژن 72/22)

Soltan Dallal  ،اشرشیاکلی 188از  مشخص گردیدانجام شد 

% 1/84 ،های تبریز بیمارستان های ادراری از نمونه شده جدا

 . (21باشند ) میCTX-M  ها حاوی ژن بتالاکتاماز تیپ جدایه

 

 گیری نتیجه
شده  آمده از تحقیق حاضر با مطالعات انجام دست ایج بهمقایسه نت

کننده  تولید اشرشیاکلیدهد باکتری  در سالهای اخیر نشان می

با سرعت  CTX-Mتیپ  خصوص به ،الطیف بتالاکتامازهای وسیع

ها نیاز به  که جهت کنترل این آنزیم استبیشتری در حال افزایش 

ویز مناسب داروهای ها و تج ها توسط آزمایشگاه ESBLشناسایی

های دیگر مسئول   گردد ژن ، همچنین پیشنهاد میباشد بتالاکتام می

  در ایجاد مقاومت نیز بررسی شوند.
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