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1. Introduction

he bacterial family of Enterobacteriace-
ae is the largest collection of Gram-neg-
ative, aerobic, and anaerobic bacilli, and 
without spores and negative oxidase, 

T
which is of great clinical importance. Escherichia coli is the 
most common genus in the family of Enterobacteriaceae. E. 
coli is a facultative anaerobe bacterium and part of the nor-
mal intestinal flora in humans and warm-blooded animals. 
Still, some species cause diseases such as pneumonia, gas-
troenteritis, genitourinary diseases, and septicemia [1, 2].
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Aims Escherichia coli is one of the most important causes of hospital-acquired and community-acquired 
infections in humans and can easily gain resistance to antibiotics consumed by humans and animals. 
The main objectives of this study were to assess antibiotic resistance outlines and detection of antibiotic 
resistance and virulence genes, including the blaCTX-M and pap among the E. coli isolates recovered from 
the urine of patients referred to Shaheed Madani Hospital (Bejestan, Northeast of Iran).
Methods & Materials This cross-sectional study was conducted from April 2016 to March 2018. A total 
of 100 non-duplicate isolates of E. coli were recovered from the urine of patients referred to Shaheed 
Madani Hospital (Bejestan, Northeast of Iran). Antimicrobial susceptibility test and extended-spectrum-
beta-Lactamases (ESBLs) production were performed according to Clinical and Laboratory Standards In-
stitute (CLSI) guidelines. The polymerase chain reaction was carried out for the detection and distribution 
of the pap virulence gene and blaCTX-M antibiotic resistance gene. 
Findings About 100 E. coli isolates were recovered from the urine sample of patients (21 male, and 79 
female). Carbapenems were the most effective antibiotic against isolates. Four strains (4%) were resis-
tant to colistin. Twenty-seven strains (27%) were ESBL-positive. Carbapenems were the most effective 
antibiotic against ESBL-positive strains. Also, 82% and 89% of isolates were blaCTX-M and pap gene positive, 
respectively. 
Conclusion This study has shown that ESBL-positive strains with a high level of drug resistance and vir-
ulence factors are a potential risk for hospital wards. Colistin resistant isolates found in our study are 
quite alarming.

A B S T R A C T

Key words: 
Escherichia coli, 
Virulence determi-
nants, Antimicrobial 
resistance

Received: 04 Feb 2019

Accepted: 14 Oct 2019

Available Online: 01 Oct 2020

Research Paper:
Characterization of Antibiotic Resistance Profile and Detection of pap 
and blaCTX-Genes in Escherichia coli Isolates 

http://hms.gmu.ac.ir/index.php?&slct_pg_id=10&sid=1&slc_lang=en
https://orcid.org/0000-0002-3695-9681
https://orcid.org/0000-0001-9010-2518
https://doi.org/10.32598/hms.26.4.1402.3
http://legacy.earlham.edu/~peters/fos/bethesda.htm
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.32598/hms.26.4.1402.3
http://legacy.earlham.edu/~peters/fos/bethesda.htm


449

Autumn 2020. Vol 26. Issue 4

Mosadegh A, et al. Characterization of Antibiotic Resistance Profile and Detection of pap and bla. The Horizon of Medical Sciences. 2020; 26(4):448-467.

E. coli isolates that cause urinary tract infections contain 
pathogenic factors that facilitate the colonization of the bac-
terium and invasion of host cells. Beta-lactamases are en-
zymes that disintegrate beta-lactam antibiotics. Overuse of 
new antibiotics to treat patients and selective pressure on 
bacteria may result in the production of new beta-lactamases 
by bacteria [4]. Many studies have focused on pathogens 
such as Salmonella, Campylobacter, and E. coli. However, 
transmissible genetic elements encoding antibiotic resistance 
found in commensal bacteria are very significant in trans-
mitting resistance genes from non-pathogenic organisms to 
pathogens in the gastrointestinal tract and consequently de-
velop antibiotic resistance [5, 6].

E. coli has various methods of acquiring and expanding 
antibiotic resistance that can be used as a portable reposi-
tory of antibiotic resistance. The study of resistance methods 
in common E. coli strains increases commensal bacteria’s 
importance in the development and spread of antibiotic re-
sistance [7, 8].

The spread of genetic factors, especially plasmids, trans-
posons, integrons, and gene cassettes, are responsible for 
the rapid spread of multiple antibiotic resistance genes and 
the exchange of resistance genes between pathogens and 
non-pathogens as well as between Gram-positive and Gram-
negative bacteria [9, 10]. The accumulation of antibiotic 
resistance genes in a genetically engineered fragment may 
cause multiple resistance to antibiotics and heavy metals. 
Thus, there is a greater possibility of the natural selection of 
strains with various antibiotic resistance genes. Therefore, 
evaluating the molecular epidemiology of multidrug-resis-
tant strains can lead to accurate prescribing of appropriate 
drugs and prevent the spread of resistant strains [11].

Infections with E. coli appear to be resistant to antimicrobi-
al compounds with higher mortality, longer hospitalization, 
and higher treatment costs than infections caused by suscep-
tible strains. Resistance to extended-spectrum cephalospo-
rins significantly affects recovery outcomes in patients with 

E. coli bacteremia, especially in patients whose primary in-
fection site is unknown and in patients with septic shock [9].

There are concerns about infections caused by E. coli 
species resistant to the third generation of cephalosporins 
and the spread of these strains. Thus, this study aimed to 
determine the antibiotic susceptibility profile of E. coli iso-
lates extracted from urine during 10 years. We intended to 
distinguish phenotypic strains producing extended-spec-
trum-beta-Lactamases (ESBLs) enzymes, to identify mul-
tidrug-resistant strains, to find pap pathogenic genes and 
antibiotic resistance blaCTX-M using the polymerase chain 
reaction method.

2. Materials and Methods

Study population and sampling method

In this cross-sectional study, during 8 months from Au-
gust 2017 to March 2017, 100 strains of E. coli isolated 
from urine samples of patients referred to Ayatollah Mada-
ni Hospital in Bajestan were collected and included in the 
study. Gram-negative bacilli isolated from urine samples of 
patients confirmed to have urinary tract infections were col-
lected in the Microbiology Laboratory of the Hospital and 
demographic information of patients.

Identification of isolates

After culturing urine samples in eosin methylene blue 
agar and MacConkey medium and incubating at 37°C for 
24 hours, the bacterial growth and colony formation on 
the media were examined. Lactose-positive colonies were 
identified using differential biochemical experiments and 
tri-sugar iron agar media (in terms of glucose and lactose 
fermentation, hydrogen sulfide production, and gas produc-
tion), SIM (in terms of indole production, hydrogen sulfide 
production, and motility), MR-VP (in terms of fermenta-
tion of mixed acids or butylene glycol), Simmon citrate (in 
terms of citrate use), and urea agar (in terms of the presence 
of the enzyme urease).

Table 1. The sequence of primers used to perform PCR reaction

ReferencesAmplicon Size (bp)Annealing Tem-
perature (°C)Length (base)Sequence (5′-3′) Primer

NamePCR Name

[12]33663
25GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCATpap-F

pap
25AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACApap-R

[12]54455
20TTTGCGATGTGCAGTACCAGblaCTX-F

blaCTX-M
20CGATATCGTTGGTGGTGCCAblaCTX-R
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Determination of antimicrobial susceptibility profile of 
E. coli isolates

In this study, based on the protocol proposed by the Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2016) [11], 
and using the standard disk diffusion method, the response 
status of isolates to 17 antibiotics (Mast Co., UK) proposed 
for bacteria E. coli was examined. 

The medicines included colistin (CO, 10 µg), chloram-
phenicol (CLR, 30 µg), trimethoprim- sulfamethoxazole 
(SXT, 1.25+23.75 µg), cefoxitin (CFO, 30 µg), ceftazi-
dime (CAZ, 30 µg), cefotaxime (CTX, 30 μg), cefixime 
(CFM, 5 μg), ceftriaxone (CTR, 30 μg), cefepime (FEP, 30 
μg), piperacillin-tazobactam (PI+TZ, 10+100 μg), (AMC, 
10+20 μg), aztreonam (AZT, 30 μg), ciprofloxacin (CIPR, 
5 μg), gentamicin (GEN, 10 μg), amikacin (AMI, 30 μg), 
imipenem (IMP, 10 μg), and meropenem (MRP, 10 μg).

In this method, 0.5 McFarland dilution was prepared 
from bacteria using normal saline. Then, the culture was 
performed on the Müller-Hinton agar medium. After incu-
bation of the media at 35°C±2°C for 16-18 hours, the re-
sults were read. To evaluate the test’s accuracy, we used the 
strains of E. coli ATCC 25922 as a control.

Identification of ESBL enzyme-producing strains by 
phenotypic Double-Disk Synergy Test (DDST) method

 According to the CLSI 2016 protocol, the Double-Disk 
Synergy Test (DDST) method was used to identify the 
strains producing ESBL enzymes. In the first step, a dilu-
tion of 0.5 McFarland was prepared from the desired bac-
terium in 5 mL of normal saline. Then a checkered culture 
of dilution prepared on Müller-Hinton agar medium was 
performed. Cefotaxime and cefotaxime-clavulanic acid 
and ceftazidime and ceftazidime-clavulanic acid disks were 
then placed at a distance of 24 mm (center to center) on the 
cultured Müller-Hinton agar plate. After that, the incubation 
was performed at 35±2°C for 16-18 hours, and finally, the 
culture medium plate was examined for the formation of the 
growth inhibition zone. If the difference in the diameter of 

the bacterial growth aura around each disk alone was 5 mm 
or more, compared to its composite disk, it was considered 
to be an extended-spectrum beta-lactamase-producing strain.

Molecular PCR test

Approved E. coli strains were cultured on Müller-Hinton 
agar plate and then were incubated for 16-18 hours at 37°C. 
Next, the organism genome was extracted using the boil-
ing method in which 1 mL of cultured bacteria (overnight in 
TSM medium) was centrifuged for 4 min at 1000 rpm. The 
supernatant liquid was poured out, and the sediment was 
dissolved in 1 mL of TE buffer (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, 
pH 7.8) and centrifuged again. The sediment was then dis-
solved in 100 μL of TE buffer, and the microtube was placed 
at 94°C for 10 min, and then centrifuged at 13000 rmp for 
10 min. The supernatant liquid was stored in encoded mi-
crotubes and used as a DNA sample in the PCR reaction. 
Before PCR, the DNA sample was analyzed by spectropho-
tometer and agarose gel and electrophoresis, and then the 
band was observed under UV light. The primers presented 
in Table 1 were used to perform the PCR reaction.

Each PCR reaction cycle includes the initial denaturation 
step at 94°C (5 min), denaturation at 94°C (30 s), annealing 
at 52°C (30 s), amplification at the specific temperature of 
each primer (Table 1), and a final extension at 72°C for 5 
min. The PCR reaction was performed over 30 cycles. The 
PCR product was electrophoresed using 1% agarose on an 
electrophoresis device containing X TAE 0.5 buffer and 
analyzed using a transilluminator to search for the desired 
band. During this study, standard strains of Klebsiella pneu-
monia ATCC 7881 were used as a positive control with the 
blaCTX-M gene. The data of this study were statistically ana-
lyzed in SPSS V. 19.

3. Results

In this cross-sectional study, 100 E. coli isolates were iso-
lated from urine samples of patients with suspected urinary 
tract infections referred to Ayatollah Madani Hospital in 
Bajestan. A total of 79 strains (79%) were from the urine 

Table 2. Frequency distribution of Escherichia coli strains by sex

Gender %

Female 79

Male 21

Total 100
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samples of female patients and 21 strains (21%) from the 
urine samples of men patients (Table 2).

The results of antibiotic susceptibility testing showed that 
the highest resistance belonged to ampicillin (71%) and the 
lowest resistance belonged to imipenem, doripenem, and 
meropenem (0%) (Table 3). The frequency distribution of 

ESBL enzymes in E. coli isolates was investigated by the 
combined disk phenotypic method, which is presented by 
sex in Table 4. Of 100 E. coli isolates found in this study, 
27% of isolates produced ESBLs. 

The response of ESBL positive strains to the studied an-
tibiotic classes is presented in Table 5. According to the 

Table 3. Frequency distribution of resistance in all Escherichia coli isolates to the studied antibiotics (N=100)

Antibiotic
No (%)

Sensitive Semi-sensitive Resistant

Imipenem 100 0 0

Doripenem 100 0 0

Meropenem 100 0 0

Ertapenem 98 2 0

Nitrofurantoin 96 0 4

Cholesterol sulfate 96 0 4

Piperacillin/Tazobactam 91 6 3

Gentamicin 90 1 9

Cefoxitin 89 2 9

Amoxicillin 86 4 10

Ampicillin/Sulbactam 85 4 11

Chloramphenicol 83 1 16

Tobramycin 80 7 13

Ofloxacin 76 0 24

Ciprofloxacin 75 0 25

Ceftazidime 75 5 20

Ceftriaxone 70 2 28

Cefuroxime 67 5 28

Cefotaxime 67 2 31

Cefixime 64 1 35

Tetracycline 43 1 56

Trimethoprim/sulfamethoxazole 42 2 56

Cefazolin 37 24 39

Ampicillin 28 1 71
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results, these strains showed the highest response to car-
bapenems. Analysis of the amplification of blaCTX-M and 
pap genes on isolates showed that 82% of strains have the 
blaCTX-M gene and 89% the pap gene.

4. Discussion

E. coli is one of the main causes of nosocomial infec-
tions, especially urinary tract infections. Misuse, overuse, 
abuse, and arbitrary use of antibiotics in medicine, vet-
erinary medicine, and control of plant pest breeding have 
led to resistant strains [13]. This resistance sometimes 
occurs in several drugs called multidrug resistance [10]. 
Bacterial resistance to antibiotics has been identified by 
the World Health Organization (WHO) as one of the most 
critical threats to global health, accounting for a high per-
centage of annual hospital deaths [1].

Today, because of the excessive use of antibiotics in the 
country, bacteria have become resistant to drugs [2]. In this 
study, the isolates showed the highest resistance to ampicil-
lin (71%), trimethoprim/sulfamethoxazole and tetracycline 
(56%), cefazolin (39%), cefixime (35%), cefotaxime (31%), 
cefuroxime and ceftriaxone (28%), ciprofloxacin (25%), 
ofloxacin (24%), ceftazidime (20%), chloramphenicol (16%), 
tobramycin (13%), ampicillin/sulbactam (11%), amoxicillin 
(10%), cefoxitin and gentamicin (9%), colistin sulfate and 
nitrofurantoin (4%), piperacillin/tazobactam (3%), and me-
ropenem, ertapenem, doripenem, and imipenem (0%).

In Pour Rezaei et al. study (2016) in Sanandaj City, the 
rate of antibiotic resistance was reported as follows: trim-
ethoprim/sulfamethoxazole, 78%; ampicillin, 72%; cefo-
taxime, 66%; ciprofloxacin, 44%; ceftazidime, 31%; gen-
tamicin, 38%; amoxicillin sulbactam, 31%; cefoxitin, 10%; 
imipenem, 3%; and nitrofurantoin, 3% [3].

In Farhat et al. study in Pakistan (2009), the most cases of 
resistance to drugs were related to the following antibiot-
ics: ampicillin (88.8%), ceftazidime (65.5%), cefotaxime 

(62%), ciprofloxacin (62.1%), ofloxacin (62%), merope-
nem (2.6%), and imipenem (1.6%) [4].

In Keikha et al. study (2017) in Zahedan City, out of a total 
of 87 isolates, the highest rates of antibiotic resistance were 
related to ceftazidime (44.8%), nitrofurantoin (26.1%), 
gentamicin (13.7%), and imipenem (4.5%) [5].

In Mortazavi et al. study (2014) in Yasouj City, Iran, of 
123 E. coli isolates, 39% were generally resistant to cefo-
taxime, 17.88% to ceftazidime, and 76.22% to ciprofloxa-
cin. There was no report of resistance to imipenem [6].

In Mansouri et al. study (2012) in Kerman City, Iran, the 
reported resistant E. coli isolates (among 338 cases) were 
as follows: ceftizoxime (12.7%), cefotaxime (31%), gen-
tamicin (39.3%), ciprofloxacin (49.4%), cefoxitin (1.46%), 
ceftazidime (56.4%), amoxicillin (91.4%), and trime-
thoprim/sulfamethoxazole (49.3%) [7].

Based on the Mohebbi et al. study in Ilam City, Iran, 
the antibiotic resistance to ciprofloxacin, ceftazidime, 
ceftriaxone, trimethoprim/sulfamethoxazole, and genta-
micin were reported to be 21%, 21%, 16%, 15%, and 
12%, respectively [8].

Sultan-Dallal et al. (2010) in Tehran, after examining 200 
isolates, reported the rate of resistance to antibiotics as fol-
lows: amoxicillin, 94.5%; trimethoprim/sulfamethoxazole, 
80.5%; cefotaxime, 64%; ceftazidime, 55.5%; ciprofloxa-
cin, 54.5%; gentamicin, 39%; and imipenem, 0% [10].

These differences can be due to geographical distance, 
health level, restrictions on the arbitrary use of antibiotics, 
and strict controls to reduce antibiotic resistance. Various 
studies showed that high resistance to commonly-used anti-
biotics and the pattern of resistance to antibiotics varies de-
pending on the geographical area. This difference in the resis-
tance can be attributed to differences in the infection control 
system, the number of samples, sample use from different 
sections, access to different antibiotics in geographical areas, 

Table 4. Determination of frequency distribution of ESBLs positive in Escherichia coli isolates by combined disk phenotypic method

Gender
No. (%)

ESBL Positive Strains 

Female 17 (63)

Male 10 (37)

Total 27 (100)
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or genetic differences in infection-producing clones. Admin-
istration of antibiotics are necessary to prevent bacterial in-
fections, but overuse can make these germs more resistant 
to drugs and delay treatment. This condition can lead to 
widespread problems and infections with superbugs, in-
cluding methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Also, 
in most urinary tract infections, experimental treatment is 

started before receiving laboratory urine culture; thus, anti-
biotic resistance may increase due to repeated and errone-
ous use of antibiotics in uropathogenic E. coli. 

The results of antibiotic susceptibility tests have shown no 
significant difference between the prevalence of resistance 
and age and sex of people, i.e. antibiotic resistance has 
nothing to do with age or sex. 

Table 5. Frequency distribution of resistance of Escherichia coli isolates to the studied antibiotics in 27 ESBL positive strains 

Antibiotics
No. (%)

Sensitive  Semi-sensitive Resistant 

Cefixime 0 (0)  1 (7.3) 26 (96.3)

Cefazolin 0 (0)  1 (7.3) 26 (96.3)

Ampicillin 0 (0)  1 (7.3) 26 (96.3)

Cefotaxime  1 (3.7) 0 (0) 26 (96.3)

Cefuroxime  1 (3.7)  1 (7.3) 25 (92.6)

Ceftriaxone 2 (7.4)  1 (7.3) 24 (88.9)

Tetracycline 8 (29.6) 0 (0) 19 (70.4)

Trimethoprim/sulfamethoxazole 8 (29.6)  1 (7.3) 18 (66.7)

Ceftazidime 7 (25.9) 2 (4.7) 18 (66.7)

Ofloxacin 14 (59.1) 0 (0) 13 (48.1)

Ciprofloxacin 14 (59.1) 0 (0) 13 (48.1)

Tobramycin 12 (59.3) 6 (4.7) 9 (33.3)

Ampicillin/Sulbactam 19 (70.4)  1 (7.3) 7 (25.9)

Gentamicin 21 (77.8) 0 (0) 6 (22.2)

Chloramphenicol 22 (81.5) 0 (0) 5 (18.5)

Cefoxitin 24 (88.9) 0 (0) 3 (11.1)

Nitrofurantoin 25 (92.6) 0 (0) 2 (7.4)

Amoxicillin 23 (88.2) 2 (7.4) 2 (7.4)

Piperacillin/Tazobactam 24 (88.9) 4 (14.8)  1 (3.7)

Ertapenem 25 (92.6) 2 (7.4) 0 (0)

Imipenem 27 (100) 0 (0) 0 (0)

 Doripenem 27 (100) 0 (0) 0 (0)

Meropenem 27 (100) 0 (0) 0 (0)

Colistin sulfate 27 (100) 0 (0) 0 (0)
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Another aim of this study was to determine the beta-lac-
tamase genes that cause resistance to beta-lactam antibiot-
ics. According to the results obtained from 100 samples, 27 
samples were ESBLs in the initial screening. In the poly-
merase chain reaction test, out of 100 samples, 82 samples 
had the blaCTX-M gene, and out of 27 ESBLs-producing sam-
ples, 92.5% had the blaCTX-M gene (Figurea 1 & 2).

Alosuga et al. (2013) in Nigeria studied 54 E. coli samples. 
They found that out of 12 samples, 22.2% produced ESBLs 
[11]. Torshizi et al., in their study in Shahrekord City, Iran, 
in 2011, found that out of 193 E. coli isolates, 28% were 
ESBL positive [14]. Sultan Dalal et al. (2011), using the 
combined disk method and double synergism, found that 
out of 188 E. coli isolates, 56 (29.8%) were ESBL positive 
[10]. In a study conducted by Haghi et al. (2012) in Zanjan 
City, Iran, out of 200 E. coli isolates studied, 33% were phe-
notypically producing ESBLs [15]. In Seyed Javadi et al. 
study (2015) in Tehran on E. coli strains, 40.8% were pro-
ducers of ESBLs, which differs from the present study. This 
discrepancy can be a result of the time of the research, the 
number of samples studied, and the place of the study [16].

The high percentage of isolates producing ESBLs may 
be due to the selective pressure created by the widespread 
use of antimicrobial drugs, genetic differences in infection-
causing clones, the potential for patient-to-patient transmis-
sion, and the length of hospital stay. In the present study, the 
production of ESBLs was detected in most E. coli urinary 
isolates. It showed that resistance to different antibiotics 
varied according to treatment patterns in different regions. 
The emergence of ESBL-producing strains is on the rise 

in almost all parts of the world. Comparison of the results 
shows that the rate of ESBLs in strains isolated differs in dif-
ferent countries and even in one country in different hospi-
tals. This condition depends on the infection control system 
and how patients are treated in that region.

The relatively high prevalence of these enzyme-producing 
organisms in different regions depends on the prevalence of 
these organisms in animals and human fecal carriers, which 
can be reservoirs of these organisms. So these organisms 
can come into contact with these reservoirs, or food chains 
are transmitted to other humans through animals [17].

In Masrour et al. study (2010) in Pakistan in 2010, the 
blaCTX-M gene was the most common among 571 E. coli 
samples, with 57.7% [18]. A 2014 study by Bora et al. 
in India on E. coli isolates found that 73.58% of iso-
lates produced ESBLs. The most common gene encod-
ing ESBLs was the blaCTX-M gene, which was present in 
88.67% of strains [19]. 

In a 2015 study by AL-Subol et al. in Syria, out of 
159 E. coli isolates, 100 were phenotypically produc-
ing ESBLs. Of which 54.33% were resistant to genta-
micin, 66.14% to tetracycline, 44.4% to nalidixic acid, 
52.76% to ciprofloxacin, and 72.44% to trimethoprim/
sulfamethoxazole. Genotypically, the frequency of the 
blaCTX-M gene is about 76.14% [20]. 

Figure 1. Investigation of blaCTX-M gene amplification product 
by agarose gel electrophoresis

Column 1: DNA ladder (50 bp), column 2 positive control, col-
umns 3 and 4 negative control, columns 5, 6, 7, and 8 isolates 
with 544 bp blaCTX-M gene. Figure 2. Investigation of pap gene amplification product by 

agarose gel electrophoresis

Column 1: DNA ladder (50 bp), column 2: positive control, 
columns 3 and 4: negative control, columns 5, 6, 7, and 8: iso-
lates with 336 bp pap gene.
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In Seyed Javadi et al. study (2015) in Tehran on 100 
strains of Escherichia coli, the prevalence of the blaCTX-M 
gene was reported to be 74% [16]. In a 2017 study by Af-
sharnia et al., out of 99 E. coli isolates, the blaCTX-M gene was 
reported in 79.8% of strains. The results are consistent with 
our study [21]. 

In the present study, a high percentage of E. coli urinary 
isolates were identified and showed that resistance to differ-
ent antibiotics varies based on treatment patterns in differ-
ent regions. In almost all parts of the world, the emergence 
of extended-spectrum β-lactamase-producing strains is on 
the rise. Accurate and rapid identification of antibiotic re-
sistance and detection of beta-lactamase-producing strains 
can significantly help prevent treatment failure, prompt 
treatment, and save patients time and money. It can also 
help physicians choose the best treatment option to de-
crease the emergence of resistant strains, prevent the spread 
of resistance genes, and reduce patients’ mortality.

The primary binding factor, called P fimbriae, is mainly 
associated with pyelonephritis and is encoded by pap genes. 
It is present in more than 70% of E. coli pyelonephritis. An-
other finding of this study was the abundance distribution 
of the pap pathogenic gene in 90 isolates.

Usein et al. (2001) study on the pathogenic genes of E. 
coli showed that 17% of the isolates had the pap pathogen 
gene [22]. In Mohajeri et al. (2012 study) in Kermanshah 
City, Iran, out of 205 E. coli isolates, the prevalence of pap 
gene was 44% [23]. 

Firoozeh et al. (2014) studied pathogenic genes in E. 
coli isolated from patients with cystitis and pyelonephritis. 
They found that the adhesin pap gene was the most com-
mon gene, and 16.7% of isolates have been identified [24]. 
In Laura et al. (2017) study in Mexico, out of 107 E. coli 
isolates, 27% of the samples contained the pap gene [25]. 

The prevalence of pathogenic genes varies depending 
on the phylogenetic group, host clinical conditions, and 
geographical area. Social, economic, health, and environ-
mental differences between developed and developing 
countries are significantly effective in the prevalence of 
virulence factors [23].

Our study showed that a small number of E. coli virulence 
genes are responsible for urinary tract infections. Also, the 
characteristics of E. coli strains isolated from urinary tract 
infections contribute to our knowledge of the determinants 
of virulence genes that have played a role in developing 
the disease. Urine and physiopathological determination of 
these infections are needed to consider possible measures. 

5. Conclusion

In this study, the isolates showed the highest resistance 
to ampicillin (71%) and the lowest resistance to imipenem, 
doripenem, and meropenem (100%). Based on the pres-
ent study and similar results by other researchers in recent 
years, overuse of antibiotics has increased antibiotic resis-
tance, and resistant genes are transmitted faster than ever 
between pathogenic bacteria. Therefore, by studying the 
prevalence of resistance and transmission of pathogenic 
genes in bacteria, it is possible to prevent the indiscriminate 
use of these antibiotics.

The frequency of ESBL-producing E. coli strains in this 
study indicates that ESBLs are a significant threat to the 
consumption of third-generation cephalosporins. Therefore, 
the use of molecular methods for further studies, and the 
identification of ESBL enzymes, and the detection of ESBL 
genes can be effective in preventing the spread of resistance.

We conclude that there are major differences between the 
prevalence of pathogenic genes and urinary tract infections 
in different countries. We also observed that the association 
between pathological disease and pathogenic genes might 
increase the spread and growth of the urinary tract infec-
tion. Identifying these genes as key controllers of the infec-
tion can help to manage these infections better.
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اهداف اشریشیاکلی یکی از مهم ترین عوامل ایجاد کننده عفونت های انسانی اکتسابی از بیمارستان و جامعه است و به آسانی مقاومت به 
آنتی بیوتیک های مورد استفاده در انسان ها و حیوانات را به دست می آورد . هدف اصلی این مطالعه بررسی فراوانی ژن بیماری زای pap و 
بتالاکتاماز وسیع الطیف blaCTX-M در ایزوله های اشریشیاکلی جدا شده از نمونه ادرار بیماران سرپایی مراجعه کننده به بیمارستان آیت الله 

مدنی بجستان بود.

مواد و روش ها در این مطالعه مقطعی از مرداد 1396 تا اسفند 1396، صد ایزوله اشریشیاکلی از نمونه ادرار بیماران در بیمارستان 
آیت الله مدنی بجستان در شمال شرق ایران جداسازی شدند. تست حساسیت آنتی بیوتیکی و بررسی تولید بتالاکتامازهای وسیع الطیف بر 
اساس دستورالعمل مؤسسه استانداردهای بالینی و آزمایشگاهی انجام شد. از روش PCR برای شناسایی ژن بیماری زا pap و ژن مقاومت 

آنتی بیوتیکی  blaCTX-Mاستفاده شد.

یافته ها صد ایزوله اشریشیاکلی از نمونه ادرار بیماران )21 مرد و 79 زن( جدا شدند. کارباپنم ها مؤثر ترین آنتی بیوتیک علیه 
ایزوله ها بودند. چهار سویه )4 درصد( به کلیستین مقاوم بودند. به طور کلی 27 سویه )27 درصد(  از نظر تولید بتالاکتاماز 
وسیع الطیف مثبت بودند. کارباپنم ها مؤثر ترین آنتی بیوتیک علیه سویه های تولیدکننده بتالاکتاماز وسیع الطیف بودند. به ترتیب 

82 درصد و 89 درصد ایزوله ها از نظر ژن  blaCTX-Mو pap مثبت بودند.

نتیجه گیری این مطالعه نشان داد که سویه های تولیدکننده بتالاکتاماز وسیع الطیف و با سطح بالایی از مقاومت دارویی و فاکتورهای خطر 
بیماری زا، خطر بالقوه برای بخش های بیمارستانی است. ایزوله های مقاوم به کلیستین یافت شده در مطالعه زنگ خطری محسوب می شوند.

کلیدواژه ها: 
اشریشیاکلی، 

شاخص های بیماری زای، 
مقاومت ضدمیکروبی

تاریخ دریافت: 15 بهمن 1397
تاریخ پذیرش: 22 مهر 1398

تاریخ انتشار: 10 مهر 1399

مقدمه

خانواده باکتریایی انتروباکتریاسه بزرگ ترین مجموعه باسیل های 
گرم منفی، هوازی و بی هوازی اختیاری و بدون اسپور و اکسیداز 
اشریشیاکلی  دارند.  زیادی  بالینی  اهمیت  که  هستند  منفی 
شایع ترین و مهم ترین جنس در خانواده انتروباکتریاسه است که 
در پزشکی اهمیت دارد. اشریشیاکلی باکتری بی هوازی اختیاری و 
بخشی از فلور طبیعی روده ای در انسان و حیوانات خون گرم است، 
اما برخی از گونه ها سبب بیماری هایی مثل پنومونی، گاستروانتریت 

بیماری های ادراری تناسلی و سپتی سمی می شوند ]2 ،1[.

دارای  ادراری  عفونت  ایجادکننده  اشریشیاکلی  ایزوله های 
باکتری  این  کلونیزاسیون  که  هستند  بیماری زایی  فاکتورهای 
فاکتورهای  می کند.  تسهیل  را  میزبان  سلول های  به  تهاجم  و 

بیماری زای سطحی )چسبنده ها یا ادهزین ها( این باکتری جزء 
مهم ترین فاکتورهای بیماری زا هستند. شناسایی ژن های بیماری زا 
می تواند در بالا بردن دانش ما در خصوص پاتوژنز UTI و به حداقل 

رساندن عوارض بیماری نقش داشته باشد ]3[. 

بتالاکتامازها، آنزیم های تجزیه کننده آنتی بیوتیک های خانواده 
بتالاکتام هستند. احتمالًا مصرف بیش از حد آنتی بیوتیک های 
جدید جهت درمان بیماران و فشار انتخابی بر باکتری، باعث تولید 

بتالاکتامازهای جدید توسط باکتری ها شده است ]4[.

مقاومت آنتی بیوتیکی یک مسئله مهم در پزشکی است. به 
ارگانیسم های  روی  مطالعات  از  بسیاری  ملاحظه ای  قابل  طور 
بیماری زایی مانند سالمونلا، کمپیلوباکتر و اشریشیاکلی متمرکز 
کد کننده  انتقال  قابل  ژنتیکی  عناصر  که  حالی  در  شده اند. 
مقاومت آنتی بیوتیکی در باکتری های کومنسال قابل ذکر است، 

1. گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی یزد، یزد، ایران.
2. گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی، مرکز تحقیقات بیماری های عفونی، دانشگاه علوم پزشکی گناباد، گناباد، ایران.

بررسی فراوانی ژن بیماری زای pap و بتالاکتاماز وسیع الطیف blaCTX-M در ایزوله های اشریشیاکلی 
جدا شده از نمونه ادرار بیماران سرپایی
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انتقال ژن های مقاومت از ارگانیسم های غیرپاتوژن به پاتوژن ها 
بسیار  آنتی بیوتیکی  مقاومت  گسترش  در  گوارشی  مجرای  در 
مهم است ]6 ،5[. اشریشیا کلی روش های متنوعی از اکتساب و 
گسترش شاخص های مقاومت آنتی بیوتیکی را دارد که می تواند 
به عنوان مخزن قابل انتقال مقاومت آنتی بیوتیکی باشد. مطالعه 
اهمیت  اشریشیاکلی،  رایج  در سویه های  مقاومت  شاخص های 
باکتری های کومنسال در توسعه و انتشار مقاومت آنتی بیوتیکی 

را افزایش می دهد ]8 ،7[.

و  ترانسپوزون ها  پلاسمیدها،  به ویژه  ژنتیکی  عوامل  گسترش 
اینتگرون ها یا کاست های ژنی، مسئول گسترش سریع ژن های 
بین  مقاومت  ژن های  تبادل  و  چندگانه  آنتی بیوتیکی  مقاومت 
و گرم  باکتری های گرم مثبت  بین  و  پاتوژن ها  و غیر  پاتوژن ها 
در  آنتی بیوتیکی  مقاومت  ژن های  تجمع   .]9،  10[ است  منفی 
یک قطعه متحرک ژنتیکی، می تواند موجب مقاومت چندگانه به 
آنتی بیوتیک ها و فلزات سنگین شود. به همین دلیل امکان انتخاب 
طبیعی سویه های دارای ژن های چندگانه مقاومت به آنتی بیوتیک ها 
بیشتر وجود دارد. از این رو ارزیابی اپیدمیولوژی مولکولی سویه های 
مقاوم به چند دارو می تواند موجب دقت در تجویز داروهای مناسب 

و جلوگیری از شیوع سویه های مقاوم شود ]11[.

مقاوم  اشریشیاکلی  از  ناشی  عفونت های  می رسد  نظر  به 
شدن  بستری  بالاتر،  مرگ و میر  با  ضدمیکروبی،  ترکیبات  به 
طولانی تر در بیمارستان، هزینه های درمانی بالاتر در مقایسه با 
عفونت ناشی از سویه های حساس، همراه خواهد بود. مقاومت 
به سفالوسپورین های وسیع الطیف به طور قابل توجهی نتیجه 
بهبودی را در بیماران مبتلا به باکتریمی ناشی از اشریشیاکلی 
به ویژه در بیمارانی که جایگاه اولیه عفونت مشخص نیست و در 
بیماران مبتلا به شوک سپتیک تحت تأثیر قرار می دهد ]9[. 
نگرانی از عفونت های ناشی از گونه های اشریشیاکلی مقاوم به نسل 
سوم سفالوسپورین ها و گسترش این سویه ها وجود دارد. بدین 
منظور هدف این مطالعه تعیین پروفایل حساسیت آنتی بیوتیکی 
سال،  ده  طی  در  ادرار  از  جداشده  اشریشیاکلی  ایزوله های 
شناسایی فنوتایپی سویه های تولیدکننده آنزیم های بتالاکتاماز 
وسیع الطیف، شناسایی سویه های مقاوم به چند دارو، شناسایی 
ژن بیماری زای pap و مقاومت آنتی بیوتیکی blaCTX-M با استفاده 

از روش PCR بود.

مواد و روش ها

در این مطالعه مقطعی در طی هشت ماه از مرداد سال 1396 
تا اسفند 1396، صد سویه اشریشیاکلی جداشده از نمونه ادرار 
بجستان  مدنی  آیت الله  بیمارستان  به  مراجعه کننده  بیماران 
جمع آوری و وارد مطالعه شدند. باسیل های گرم منفی جدا شده 
از نمونه ادرار بیمارانِ تأیید شده از نظر ابتلا به عفونت ادراری، 
در آزمایشگاه میکروب شناسی بیمارستان آیت الله مدنی بجستان 

به همراه اطلاعات جمعیت شناختی بیمارانی که سویه ها از آن ها 
جداسازی شدند، جمع آوری شدند.

پس از کشت نمونه ادرار در محیط ائوزین متیلن بلو آگار و 
مک کانکی و انکوباسیون در دمای 37 درجه سانتی گراد به مدت 
24 ساعت، نمونه ها از نظر رشد باکتری و تشکیل کلونی روی 
محیط ها بررسی شدند. پرگنه های لاکتوز مثبت، با استفاده از 
آزمایشات بیوشیمیایی افتراقی و محیط های آگار آهن سه قندی 
)از نظر تخمیر گلوکز و لاکتوز، تولید سولفیدهیدروژن و تولید 
سولفید  تولید  تریپتوفان،  از  اندول  تولید  نظر  )از   SIM گاز(، 
هیدروژن و حرکت(، MR-VP )از نظر تخمیر اسیدهای مخلوط و 
یا بوتیلن گلیکول(، سیمون سیترات )از نظر استفاده از سیترات( و 

اوره آگار )از نظر وجود آنزیم اوره آز( تعیین هویت شدند.

تعیین پروفایل حساسیت ضدمیکروبی ایزوله های اشریشیاکلی 
در این تحقیق، بر اساس پروتکل پیشنهادی سازمان استاندارهای 
استاندارد  از روش  استفاده  با  بود ]11[.  آزمایشگاهی  و  بالینی 
دیسک دیفیوژن وضعیت پاسخ ایزوله ها به هفده آنتی بیوتیک 
باکتری  برای   CLSI توسط  پیشنهادی   )Mast Co., UK(
 10 ،CO( اشریشیاکلی بررسی شد. این داروها شامل کلیستین
میکروگرم(، کلرامفنیکل )CLR، 30 میکروگرم(، تری متوپریم 
سولفامتوکسازول )SXT، 1/25+23/75 میکروگرم(، سفوکسیتین 
میکروگرم(،   30  ،CAZ( سفتازیدیم  میکروگرم(،   30  ،CFO(
 5  ،CFM( سفکسیم  میکروگرم(،   30  ،CTX( سفوتاکسیم 
 ،FEP( سفپیم ،)30 میکروگرم ،CTR( سفتریاکسون ،)میکروگرم
 100+10  ،PI+TZ( تازوباکتام  پیپراسیلین  میکروگرم(،   30
 20+10 ،AMC( آموکسی سیلین کلاوولانیک اسید ،)میکروگرم
میکروگرم(، آزترونام )AZT، 30 میکروگرم(، سیپروفلوکساسین 
میکروگرم(،   10  ،GEN( جنتامایسین  میکروگرم(،   5  ،CIPR(
آمیکاسین )AMI، 30 میکروگرم(، ایمی پنم )IMP، 10 میکروگرم( 
و مروپنم )MRP، 10 میکروگرم( بودند. در این روش با استفاده 
از نرمال سالین، رقت 0/5 مک فارلند از باکتری تهیه شد و کشت 
انکوباسیون  از  انجام شد و پس  آگار  روی محیط مولرهینتون 
محیط ها در دمای 2 ± 35 درجه سانتی گراد به مدت 16 تا 18 
ساعت، نتایج خوانده شدند. جهت ارزیابی صحت تست، از سویه 
Escherichia coli ATCC 25922 بع عنوان کنترل استفاد شد.

کمک  به   ESBL آنزیم های  تولید کننده  سویه های  شناسایی 
انجام   Double-Disc Synergy Test (DDST) فنوتیپی  روش 
شناسایی سویه های  برای   CLSI 2016 پروتکل  اساس  بر  شد. 
 DDST از روش بتالاکتاماز وسیع الطیف  آنزیم های  تولیدکننده 
باکتری  از  فارلند  مک  رقت 0/5  اول  مرحله  در  شد؛  استفاده 
مورد نظر در 5 میلی لیتر نرمال سالین تهیه شد. سپس کشت 
شطرنجی از رقت تهیه شده روی محیط مولر هینتون آگار انجام 
شد. آن گاه دیسک های سفوتاکسیم و سفوتاکسیم کلاوولانیک 
اسید و سفتازیدیم و سفتازیدیم کلاوولانیک اسید با فاصله 24 

احمد مصدق و همکاران. بررسی فراوانی ژن بیماری زای pap و بتالاکتاماز وسیع الطیف blaCTX-M در ایزوله های اشریشیاکلی جدا شده از نمونه ادرار بیماران سرپایی
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میلی متر )مرکز تا مرکز( روی پلیت مولر هینتون آگار کشت 
داده شده، قرار داده شدند. پس از آن انکوباسیون در دمای 2±35 
درجه سانتی گراد به مدت 16 تا 18 ساعت صورت گرفت و در 
پایان، پلیت محیط کشت از نظر تشکیل هاله عدم رشد مورد 
تفاوت قطر هاله عدم رشد  بررسی قرار گرفت. در صورتی که 
باکتری اطراف هر دیسک به تنهایی در مقایسه با دیسک ترکیبی 
خود 5 میلی متر یا بیشتر می بود، به عنوان سویه تولیدکننده 

بتالاکتاماز وسیع الطیف در نظر گرفته می شد. 

 PCR آزمایش ملکولی

سویه های اشریشیاکلی مورد تأیید قرار گرفته، بر روی محیط 
مولرهینتون آگار کشت داده شدند و پلیت ها به مدت 18-16 
با  انکوبه شدند. سپس  دمای 37 درجه  سانتی گراد  در  ساعت 
استفاده از روش جوشاندن، ژنوم ارگانیسم استخراج شد. در روش 
جوشاندن 1 میلی لیتر از کشت باکتری رشد کرده، به صورت شبانه 
در محیط TSB در دمای 37 درجه سانتی گراد به مدت 4 دقیقه 
در دور rmp 1000 سانتریفیوژ شد. مایع رویی بیرون ریخته شد 
و رسوب حاصل در 1 میلی لیتر بافر Tris( TE 10 میلی مولار، 
EDTA یک میلی مولار، pH برابر 7/8( حل و مجدداً سانتریفیوژ 
شد و سپس رسوب حاصل در 100 میکرولیتر بافر TE حل شد 
و میکروتیوب در 94 درجه سانتی گراد برای مدت 10 دقیقه قرار 
داده شد. آن گاه 10 دقیقه در rmp  13000سانتریفیوژ شد. مایع 
رویی در میکروتیوب های کدگذاری شده ذخیره و به عنوان نمونه 
DNA در واکنش PCR مورد استفاده قرار گرفت. قبل از انجام 
PCR نمونه DNA استخراج شده به وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر 

و نیز بردن بر روی ژل آگارز و انجام الکتروفورز و سپس مشاهده 
باند زیر نور UV، مورد ارزیابی قرار گرفت. از پرایمرهای ارائه شده 

در جدول شماره 1 جهت انجام واکنش PCR استفاده شد.

هر سیکل واکنش PCR شامل مرحله دناتوراسیون اولیه در 
دمای 94 درجه سانتی گراد )5 دقیقه(، دناتوراسیون در دمای 
آنیلینگ در دمای 52 )30  ثانیه(،  94 درجه سانتی گراد )30 
ثانیه( و تکثیر در دمای اختصاصی هر پرایمر )جدول شماره 1( 
بود و یک مرحله پس از تکثیر در دمای 72 درجه سانتی گراد به 
مدت 5 دقیقه اعمال  شد. واکنش PCR در 30 سیکل انجام شد. 
محصول PCR با استفاده از آگارز 1 درصد روی دستگاه الکتروفورز 
از دستگاه  استفاده  با  و  الکتروفورز شد   0/5X TAE بافر حاوی 
ترانسلومیناتور به منظور جست وجو، باند مورد نظر مورد آنالیز 
 Klebsiella قرار گرفت. در طی این مطالعه از سویه های استاندارد
pneumoniae ATCC 7881 به عنوان کنترل مثبت دارای ژن 
blaCTX-M استفاده شد. داده های این مطالعه با استفاده از نرم  افزار 

SPSS نسخه 19 مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت.

یافته ها

در این مطالعه مقطعی صد جدایه اشریشیاکلی از نمونه های 
ادرار بیماران مشکوک به عفونت ادراری در بیمارستان آیت الله 
مدنی بجستان جدا شدند. 79 سویه )79 درصد( از نمونه ادرار 
بیماران خانم ها و 21 سویه )21 درصد( از نمونه ادرار مردها بود 

)جدول شماره 2(. 

که  داد  نشان  آنتی بیوتیکی  حساسیت  تعیین  تست  نتایج 

PCR جدول 1. توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت انجام واکنش

منبع
اندازه 

آمپلیکون 
)bp(

دمای بازپخت 
)CO( طول )پایه( توالی )5′-3′( نام پرایمر PCR

]12[ 336 63
25 GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT pap-F

pap
25 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA pap-R

]12[ 544 55
20 TTTGCGATGTGCAGTACCAG blaCTX-F

blaCTX-M20 CGATATCGTTGGTGGTGCCA blaCTX-R

جدول 2. توزیع فراوانی سویه های اشریشیاکلی بر حسب جنس

درصدجنس

79زن

21مرد

100جمع
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بیشترین میزان مقاومت، نسبت به آنتی بیوتیک های آمپی سیلین 
ایمی پنم،  به  نسبت  مقاومت  میزان  کمترین  و  درصد(   71(

دروی پنم و مروپنم )صفر درصد( وجود دارد )جدول شماره 3(.

توزیع فراوانی آنزیم های بتالاکتاماز وسیع الطیف در جدایه های 
اشریشیاکلی به روش فنوتیپی دیسک ترکیبی مورد بررسی قرار 
گرفت که به تفکیک جنسیت در جدول شماره 4 آمده است. از 

کل صد جدایه اشریشیاکلی جدا شده در این تحقیق 27 درصد 
جدایه ها مولد ESBLs بودند. 

مورد  آنتی بیوتیکی  کلاس های  به   ESBLs+ سویه های  پاسخ 
بررسی در جدول شماره 5 ارائه شده است. نتایج نشان داد این 

سویه ها بیشترین پاسخ را کارباپنم ها نشان می دهند.

روی   pap و   blaCTX-M ژن های  تکثیر  نتایج حاصل از  آنالیز 

)n=100( جدول 3. توزیع فراوانی مقاومت در کلیه ایزوله های اشریشیاکلی نسبت به آنتی بیوتیک های مورد بررسی

آنتی بیوتیک
درصد

مقاوم تعداد نیمه حساس تعدادحساس تعداد 

10000ایمی پنم 

10000دروپنم

10000مروپنم 

9820ارتاپنم 

9604نیتروفورانتوئین 

9604کلستین سولفات 

9163پیپراسیلین / تازوباکتام

9019جنتامایسین 

8929سفوکسیتین 

86410آموکسی سیلین 

85411آمپی سیلین / سولباکتام

83116کلرامنفنیکل 

80713توبرامایسین 

76024افلوکساسین 

75025سیپروفلوکساسین

75520سفتازیدیم 

70228سفتریاکسون 

67528سفورکسیم 

67231سفوتاکسیم

64135سفکسیم 

43156تتراسایکلین

42256تری متوپریم / سوالفامتوکسازول 

372439سفازولین

28171آمپی سیلین 
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جدول 4. تعیین توزیع فراوانی +ESBLs در جدایه های اشریشیاکلی به روش فنوتیپی دیسک ترکیبی

تعداد سویه های ESBL + )درصد(جنس

17 )63( زن

10 )37( مرد

27 )100( مجموع

ESBLs+ جدول 5. توزیع فراوانی مقاومت ایزوله های اشریشیاکلی نسبت به آنتی بیوتیک های مورد بررسی در 27 سویه

آنتی بیوتیک
تعداد )درصد(

مقاوم تعداد نیمه حساس تعدادحساس تعداد 

 )96/3( 26 )3/7( 1 )0( 0سفکسیم 

 )96/3( 26)3/7( 1 )0( 0سفازولین

 )96/3( 26 )3/7( 1  )0( 0آمپی سیلین 

 )96/3( 26 )0( 0)3/7( 1سفوتاکسیم

 )92/6( 25)3/7( 1)3/7( 1سفورکسیم 

 )88/9( 24)3/7( 1)7/4( 2سفتریاکسون 

 )70/4( 19  )0( 0 )29/6( 8تتراسایکلین

 )66/7( 18)3/7( 1 )29/6( 8تری متوپریم / سولفامتوکسازول 

 )66/7( 18 )7/4( 2 )25/9( 7سفتازیدیم 

 )48/1( 13)0( 0 )59/1( 14 افلوکساسین 

 )48/1( 13 )0( 0 )59/1( 14سیپروفلوکساسین

 )33/3( 9 )7/4( 6 )59/3( 12توبرامایسین 

 )25/9( 7 )3/7( 1 )70/4( 19آمپی سیلین / سولباکتام

 )22/2( 6 )0( 0 )77/8( 21جنتامایسین 

 )18/5( 5 )0( 0 )81/5( 22کلرامنفنیکل 

 )11/1( 3)0( 0 )88/9( 24سفوکسیتین 

 )7/4( 2  )0( 0 )92/6( 25نیتروفورانتئین 

 )7/4( 2)7/4( 2 )88/2( 23آموکسی سیلین 

)3/7( 1)14/8( 4 )81/5( 24پیپراسیلین / تازوباکتام

)0( 0)7/4( 2 )92/6( 25ارتاپنم 

)0( 0 )0( 0 )100( 27ایمی پنم 

)0( 0 )0( 0 )100( 27دروپنم

)0( 0 )0( 0 )100( 27مروپنم 

)0( 0 )0( 0 )100( 27کلیستین سولفات 
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ایزوله ها نشان داد 82 درصد سویه ها دارای ژن blaCTX-M و 89 
درصد دارای ژن pap هستند )تصاویر شماره 1 و 2(.

بحث

عفونت های  ایجاد  در  اصلی  عوامل  از  یکی  اشریشیاکلی 
استفاده  است؛  ادراری  مجاری  عفونت های  به ویژه  بیمارستانی 
استفاده  و  سوء استفاده  حد،  از  بیش  و  زیاد  نابجا،  و  نادرست 
کنترل  و  دامپزشکی  پزشکی،  در  آنتی بیوتیک ها  از  خودسرانه 
اصلاحات آفات گیاهی، سبب بروز سویه های مقاوم شده است 
]13[. این مقاومت در برخی مواقع به چندین دارو بروز می کند 
که مقاومت چند دارویی نامیده می شود ]10[. مقاومت باکتری ها 
به آنتی بیوتیک ها جزء مهم ترین خطرات تهدید کننده بهداشت 
که  است  معرفی شده  بهداشت جهانی  سازمان  توسط  جهانی 
به خود  را  بیمارستانی  سالانه  مرگ ومیر های  از  فراوانی  درصد 
اختصاص می دهد ]1[. امروزه با استفاده بی رویه آنتی بیوتیک در 
کشور ما باکتری ها مکانیسم های مقاومت را دریافت کرده اند و 

نسبت به داروها مقاومت نشان می دهند ]2[. 

در مطالعه حاضر ایزوله ها بیشترین مقاومت را به ترتیب نسبت 
به آمپی سیلین )71 درصد(، تری متوپریم / سوالفامتوکسازول و 
تتراسایکلین )56 درصد(، سفازولین )39 درصد(، سفکسیم )35 
درصد(، سفوتاکسیم )31 درصد(، سفورکسیم و سفتریاکسون 
)28 درصد(، سیپروفلوکساسین )25 درصد( ، افلوکساسین )24 
درصد(،   16( کلرامنفنیکل  درصد(،   20( سفتازیدیم   ، درصد( 
توبرامایسین )13 درصد(، آمپی سیلین / سولباکتام )11 درصد(، 
 9( و جنتامایسین  )10 درصد(، سفوکسیتین  آموکسی سیلین 
درصد(، کلستین سولفات، نیتروفورانتئین )4 درصد(، پیپراسیلین 
/تازوباکتام )3 درصد( و مروپنم، ارتاپنم، دروپنم و ایمی پنم )صفر 

درصد( نشان دادند. 

در مطالعه پوررضایی و همکاران که در سال 2016 در سنندج 
انجام دادند، میزان مقاومت آنتی بیوتیکی نسبت به آنتی بیوتیک های 
آمپی سیلین 72  درصد،  سولفومتاکسازول 78   / متوپریم  تری 
درصد، سفوتاکسیم 66 درصد، سیپروفلوکساسین 44 درصد، 
سفتازیدیم 31 درصد، جنتامایسین 38 درصد، آموکسی سیلین 
سولباکتام 31 درصد، سفوکسیتین 10 درصد، ایمی پنم 3 درصد 

و نیتروفورانتئین 3 درصد گزارش شد ]3[.

در   2009 سال  در  همکاران  و  فرهت  که  مطالعه ای  در 
پاکستان انجام دادند بیشترین موارد مقاومت، به ترتیب مربوط 
به آنتی بیوتیک های آمپی سیلین 88/8 درصد، سفتازیدیم 65/5 
درصد، سفوتاکسیم 62 درصد، سیپروفلوکساسین 62/1 درصد، 
افلوکساسین 62 درصد، مروپنم 2/6 درصد و ایمی پنم 1/6 درصد 
گزارش شد ]4[. در مطالعه ای که کیخا و همکاران در سال 2017 
در شهر زاهدان انجام دادند از مجموع 87 جدایه بیماران بیشترین 
میزان مقاومت به آنتی بیوتیک ها به ترتیب شامل سفتازیدیم 44/8 
درصد، نیتروفورانتئین 26/1 درصد، جنتامایسین 13/7 درصد و 

ایمی پنم 4/5 درصد بود ]5[. 

در مطالعه ای که مرتضوی و همکاران در سال 1393 در یاسوج 
انجام دادند، از بین 123 جدایه اشریشیاکلی 39 درصد نسبت به 
سفوتاکسیم، 17/88 درصد نسبت به سفتازیدیم و 76/22 درصد 
نسبت به سیپروفلوکساسین مقاومت داشتند و نسبت به ایمی پنم 

مقاومت گزارش نشد ]6[.

در مطالعه ای دیگر که منصوری و همکاران در کرمان در سال 
2012 انجام دادند، از میان 338 جدایه اشریشیاکلی مقاومت نسبت 
سفوتاکسیم  درصد،   12/7 سفتی زوکسیم  آنتی بیوتیک های  به 

الکتروفورز.  ژل  آگارز  blaCTX-Mتوسط  ژن  تکثیر  محصول  بررسی   .1 تصویر 
و 4:  50bp(DNA ladder :1(، ستون 2: کنترل مثبت، ستون 3  ستون 

blaCTX-M bp544 کنترل منفی، ستون 5 ،6 ، 7 و 8: جدایه های دارای ژن

تصویر 2. بررسی محصول تکثیر ژن pap توسط آگارز ژل الکتروفورز. ستون 
50pb( DNA ladder :1(، ستون 2: کنترل مثبت، ستون 3 و 4: کنترل 

.pap bp336 منفی، ستون 5 ،6 ، 7 و8: جدایه های دارای ژن
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31 درصد، جنتامایسین 39/3 درصد، سیپروفلوکساسین 49/4 
درصد،   56/4 سفتازیدیم  درصد،   46/1 سفوکسیتین  درصد، 
آموکسی سیلین 91/4 درصد و تری متوپریم / سولفومتاکسازول 

49/3 درصد گزارش شد ]7[.

انجام شد،  ایلام  در مطالعه ای که توسط محبی و همکاران در 
میزان مقاومت آنتی بیوتیکی نسبت به سیپروفلوکساسین، سفتازیدیم، 
به  جنتامایسین  و  سولفامتاکسازول  متوپریم  تری  سفتریاکسون، 

ترتیب 21، 21، 16، 15 و 12 درصد گزارش شد ]8[. 

سلطان دلال و همکاران در سال 1389 در تهران، از بین دویست 
جدایه، میزان مقاومت نسبت آنتی بیوتیک های آموکسی سیلین، 
سفتازیدیم،  سفوتاکسیم،  سولفومتاکسازول،   / متوپریم  تری 
سیپروفلوکساسین، جنتامایسین و ایمی پنم را به ترتیب 94/5، 

80/5، 64، 55/5، 54/5، 39 و صفر گزارش کردند ]10[. 

سطح  جغرافیایی،  فاصله  از  ناشی  می تواند  اختلافات  این 
آنتی بیوتیک  خودسرانه  مصرف  در  محدودیت  جامعه،  بهداشت 
و نظارت های شدید کنترلی جهت کاهش مقاومت آنتی بیوتیکی 
باشد. مطالعات نشان دهنده این است که مقاومت بالا نسبت به 
آنتی بیوتیک هایی که عمومـاً مـورد استفاده قرار می گیرند کسب 
مناطق جغرافیایی  در  آنتی بیوتیک  مقاومت  الگوی  و  است  شده 
متفاوت است. این اختلاف درصد در میزان مقاومت را می توان به 
تفاوت در سیستم کنترل عفونت، تعداد نمونه و استفاده نمونه از 
بخش های مختلف، میزان دسترسی به آنتی بیوتیک های مختلف 
در هر منطقه جغرافیایی و یا تفاوت ژنتیکی در کلون های مولد 
عفونت دانست. تجویز آنتی بیوتیک جهت جلوگیری از عفونت های 
موجب  آن  اندازه  از  بیش  مصرف  ولی  است،  ضروری  باکتریایی 
مقاومت این میکروب ها به داروها شده و درمان صورت نمی پذیرد. 
این مسئله می تواند موجب ظهور عفونت هایی با ابرمیکروب ها از 
جمله استافیلوکوک طلایی مقاوم به متی سلین شود و مشکلات 
گسترده ای را به همراه داشته باشد. همچنین در اغلب موارد عفونت 
ادراری، درمان تجربی قبل از کسب نتایج کشت ادرار در آزمایشگاه 
آغاز می  شود؛ در نتیجه مقاومت به آنتی بیوتیک ممکن است به دلیل 
استفاده مکرر و اشتباه از آنتی بیوتیک ها در اوروپاتوژن ها افزایش پیدا 
کند. نتایج تست های حساسیت به آنتی بیوتیک نشان داده است که 
اختلاف معناداری بین بروز مقاومت و سن و جنس افراد وجود ندارد 

و مقاومت آنتی بیوتیکی بدون توجه به سن و جنس است. 

بتالاکتاماز  ژن های  تعیین  مطالعه  این  اهداف  از  دیگر  یکی 
ایجادکننده مقاومت نسبت به آنتی بیوتیک های بتالاکتام بود که 
با توجه به نتایج به دست آمده از بین صد نمونه، در غربالگری 
اولیه، 27 نمونه مولد ESBLs بودند. در آزمایش واکنش زنجیره ای 
پلیمراز از صد نمونه، 82 نمونه دارای ژن blaCTX-M بودند و از 27 

نمونه مولد ESBLs، 92/5 درصد دارای ژن blaCTX-M بودند. 

الوسوگا و همکاران در سال 2013 در نیجریه با مطالعه روی 

54 نمونه اشریشیاکلی گزارش کردند 12 نمونه )22/2 درصد( 
مولد ESBLs بودند ]11[. ترشیزی و همکاران در شهرکرد در 
سال 1390، از میان 193 جدایه اشریشیاکلی، 28 درصد آن ها 
را +ESBLs گزارش کردند ]14[. در سال 1390 سلطان دلال و 
همکاران با استفاده از روش دیسک ترکیبی و سینرژیسم دوبل 
نشان دادند از 188جدایه اشریشیاکلی، 56 مورد ) 29/8 درصد( 
مولد ESBLs هستند ]10[. در مطالعه ای که حقی و همکاران 
دویست جدایه  بین  از  دادند،  انجام  زنجان  در  در سال 1391 
اشریشیاکلی مورد بررسی، 33 درصد جدایه ها از نظر فنوتیپی 
مولد ESBLs بودند ]15[. در مطالعه سیدجوادی و همکاران در 
سال 1394 در تهران روی سویه های اشریشیاکلی، 40/8 درصد 
با مطالعه حاضر اختلاف  آن ها تولیدکننده ESBLs بوده اند که 
دارد؛ این امر می تواند به دلیل زمان انجام پژوهش و تعداد نمونه 

مورد مطالعه و مکان انجام مطالعه باشد ]16[.

 درصد بالای ایزوله های تولید کننده ESBLs ممکن است به 
دلیل فشار انتخابی ایجاد شده در نتیجه استفاده وسیع از داروهای 
ضد میکروبی، تفاوت ژنتیکی در کلون های مولد عفونت، پتانسیل 
انتقال بیمار به بیمار و طولانی بودن مدت بستری در بیمارستان ها 
بتالاکتامازهای وسیع الطیف در  تولید  باشد. در مطالعه حاضر، 
شد  شناسایی  اشریشیاکلی  ادراری  ایزوله های  از  بالایی  درصد 
و نشان داد که مقاومت به آنتی بیوتیک های مختلف بر اساس 
الگوهای درمانی که در مناطق مختلف صورت می گیرد، متفاوت 
است. تقریباً در تمام نقاط دنیا ظهور سویه های مولد بتالاکتاماز 

وسیع الطیف سیر صعودی دارد. 

مقایسه نتایج نشان می دهد که میزان ESBLs در سویه های 
جداشده از کشورهای مختلف و همچنین در یک کشور از یک 
بیمارستان با بیمارستان دیگر متفاوت ا ست که این مسئله بستگی 
به سیستم کنترل عفونت و نحوه درمان بیماران در آن منطقه 
دارد. شیوع نسبتاً بالای ارگانیسم های مولد این آنزیم ها در مناطق 
مختلف بستگی به میزان شیوع این ارگانیسم ها در حیوانات و 
حاملین مدفوعی انسانی دارد که می توانند به عنوان مخازن این 
ارگانیسم ها باشند و این ارگانیسم ها می توانند از طریق تماس 
با این مخازن و یا زنجیره های غذایی از طریق حیو انات به دیگر 

انسان ها منتقل شوند ]17[. 

در مطالعه مسرور و همکاران که در سال 2010 در پاکستان 
انجام شد، از بین 121 نمونه اشریشیاکلی، ژن blaCTX-M با 57/7 
درصد بیشترین شیوع را داشته است ]18[. بورا و همکاران در سال 
2014 در کشور هند با مطالعه روی ایزوله اشریشیاکلی نشان دادند 
که 73/58 درصد ایزوله ها تولیدکننده ESBLs بوده اند. شایع ترین 
ژن کدکننده ESBLs ژن blaCTX-M بود که 88/67 درصد سویه ها 
آن را دارا بوده اند ]19[. در مطالعه ای که آل-سوبول1و همکاران 

1. AL-Subol
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جدایه   159 میان  از  دادند،  انجام   2015 سال  در  سوریه  در 
اشریشیاکلی، صد نمونه به صورت فنوتیپی مولد  ESBLs بودند 
که از این نمونه ها 54/33 درصد به جنتامایسین، 66/14 درصد 
اسید، 52/76  نالیدیکسیک  به  درصد  تتراسایکلین، 72/44  به 
 / ترومتوپریم  به  درصد  و 72/44  سیپروفلوکساسین  به  درصد 
blaC-  سولفومتاکسازول مقاوم بودند. از لحاظ ژنوتیپی فراوانی ژن 

TX-M حدود 76/14 درصد، گزارش شده است ]20[. در مطالعه 

سیدجوادی و همکاران در سال 1394 در تهران روی صد سویه 
اشریشیاکلی، شیوع ژن blaCTX-M ، 74 درصد گزارش شده است 
]16[. در مطالعه افشارنیا و همکاران در سال 1396، از بین 99 
ایزوله اشریشیاکلی، ژن blaCTX-M در 79/8 درصد سویه ها گزارش 

شده است که نتایج با مطالعه ما هم خوانی دارد ]21[. 

در مطالعه حاضر درصد بالایی از ایزوله های ادراری اشریشیاکلی 
شناسایی شد و نشان داد که مقاومت به آنتی بیوتیک های مختلف 
بر اساس الگوهای درمانی که در مناطق مختلف صورت می گیرد 
متفاوت است. تقریباً در تمام نقاط دنیا ظهور سویه های مولد 
ًبتالاکتاماز های وسیع الطیف سیر صعودی دارد. شناسایی صحیح 
مولد  سویه های  ردیابی  و  آنتی بیوتیکی  مقاومت های  سریع  و 
بتالاکتاماز وسیع الطیف می تواند کمک قابل توجهی در جلوگیری 
از شکست درمانی، درمان سریع و صرفه جویی در زمان و هزینه 
انتخاب  در  پزشکان  یاری گر  می تواند  همچنین  بکند؛  بیماران 
بهترین گزینه درمانی جهت کاهش و ظهور سویه های مقاوم باشد 
و از انتشار ژن های مقاومتی جلوگیری کند و در کاهش مرگ ومیر 

بیماران مؤثر باشد. 

فاکتور اتصالی اصلی تحت عنوان فیمبریه P عمدتاً مرتبط با 
پیلونفریت است و توسط ژن های pap کد می شود. نشان داده 
شده است که در بیشتر از 70 درصد اشریشیاکلی، پیلونفریت 
حضور دارد. یکی دیگر از اهداف این مطالعه توزیع فراوانی ژن 

بیماری زای pap بود که در 90 جدایه شناسایی شد.

در مطالعه یوزینگ2و همکاران در سال 2001 روی ژن های 
بیماری زای اشریشیاکلی، نشان داده شده است که 17 درصد 
مطالعه  در   .]22[ بوده اند   pap بیماری زا  ژن  دارای  ایزوله ها 
مهاجری و همکاران در کرمانشاه در سال 1391، از بین 205 
ایزوله اشریشیاکلی میزان شیوع ژن pap، 44 درصد بود ]23[. 
فیروزه و همکاران در سال 2014  ارائه شده توسط  در گزارش 
که به شناسایی ژن های بیماری زا در اشریشیاکلی جداشونده از 
بیماران مبتلا به سیستیت و پیلونفریت پرداخته بودند، مشخص 
شد که در میان ژن های بیماری زا، ژن ادهزین pap شایع ترین 
ژن بوده و 16/7 درصد ایزوله ها شناسایی شده است ]24[. در 
بررسی دیگری توسط لورا و همکاران در سال 2017 در مکزیک 
از بین 107 ایزوله اشریشیاکلی، 27 درصد نمونه ها حاوی ژن 

pap بودند ]25[. 

2. Usein

شیوع ژن های بیماری زا بر اساس گروه فیلوژنیک، شرایط بالینی 
میزبان و منطقه جغرافیایی متفاوت است. همچنین تفاوت های 
اجتماعی، اقتصادی، بهداشتی و شرایط محیطی بین کشورهای 
توسعه یافته و در حال توسعه، در شیوع فاکتورهای ویرولانس به 

طور قابل توجهی متفاوت است ]23[. 

مطالعه ما نشان داد: 1. تعداد کمی از ژن های ویرولانس باکتری 
ویژگی های   .2 هستند.  ادراری  حملات  مسئول  اشریشیاکلی 
سویه های اشریشیاکلی جدا شده از عفونت های ادراری به دانش 
ما در مورد عوامل تعیین کننده ژن های ویرولانس که در ایجاد 
بیماری نقش ایفا کرده اند، کمک می کند. 3. مطالعات بیشتر برای 
تشخیص فاکتورهای بیماری زای مسئول عفونت های ادراری و 
تعیین فیزیوپاتولوژی این عفونت ها برای در نظر گرفتن اقدامات 

احتمالی مورد نیاز است.

نتیجه گیری

در مطالعه حاضر جدایه های مورد بررسی بیشترین مقاومت 
را به آنتی بیوتیک آمپی سیلین با 71 درصد و کمترین مقاومت 
را به آنتی بیوتیک های ایمی پنم، دروپنم و مروپنم با 100 درصد 
نتایج به دست آمده مشابه  با بررسی فوق و  حساسیت داشتند. 
توسط سایر محققان، می توان به این نتیجه رسید که در سال های 
مقاومت  افزایش  باعث  آنتی بیوتیک ها  بی رویه  مصرف  اخیر 
آنتی بیوتیکی شده و ژن های مقاومت سریع تر از هر زمان در بین 
باکتری های پاتوژن انتقال می یابند. بنابراین با مطالعه در زمینه 
شیوع مقاومت ها و انتقال ژن های بیماری زا در باکتری ها می توان 

از مصرف بی رویه این آنتی بیوتیک ها جلوگیری به عمل آورد.

فراوانی سویه های اشریشیاکلی مولد بتالاکتاماز وسیع الطیف در 
این مطالعه نشانگر این است که تولید ESBL یک تهدید بزرگ در 
مصرف سفالسپورین های نسل سوم به شمار می آید؛ بنابراین استفاده 
انواع  و شناسایی  مولکولی جهت مطالعات وسیع تر  از روش های 
آنزیم های بتالاکتامازی وسیع الطیف و ردیابی انواع ژن های ESBL در 
جلوگیری از گسترش مقاومت ها می تواند تأثیرگذار باشد. ما نتیجه 
گرفتیم تفاوت عمده بین شیوع ژن های بیماری زا و عفونت های 
ادراری در کشورهای مختلف وجود دارد. همچنین مشاهده کردیم 
که ارتباط بین بیماری پاتولوژیک و ژن های بیماری زا ممکن است 
موجب افزایش بقا و رشد عامل عفونت در دستگاه ادراری شود. 
تشخیص این ژن ها به عنوان کنترل کننده های اصلی عامل عفونت 

می تواند در مدیریت بهتر عفونت های مرتبط کمک کند.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

این پروژه توسط کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی یزد با کد اخلاق
IR.ssu.medicine.rec 1396.215 مورد تأیید قرار گرفته است.
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