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Abstract 

 

Background and purpose: Presence of extended spectrum β -lactamase (ESBL) genes plays an 

important role in spreading β -lactam antibiotic resistance in the producing strains of these enzymes. The 

resistance of gram-negative bacteria, such as Escherichia coli, to different antimicrobial agents, has 

increasingly been reported. This study was conducted to determine the prevalence of ESBL in Escherichia 

coli isolates 

Material and Methods: This analytical cross-sectional study was carried out between March 

2013 and February 2014 on 131 bacterial of Escherichia coli which were isolated from clinical patient 

specimens in general hospitals in Urmia (northwest Iran). The frequency of ESBL producing strains was 

determined via the combined disk method. The presence of β- lactamase gene of CTX-M-15 in ESBL 

was assessed by PCR method. 

Results: clinical presentations of infection were UTI in 108 cases (82.44%), septicemia in 15 

cases (11.45%), wound infection in 7 cases (5.34%), and meningitis in 1 case (0.76%). Frequency of 

ESBL positive in Escherichia coli isolates was 55 cases (41.98%) of which 23.63% were positive for 

CTX-M-15 β -lactamases resistance gene. 

Conclusion: The rate of ESBLs producing strains is highly increasing, therefore, using an appropriate 

treatment protocol based on the antibiogram pattern of the strains is highly recommended 
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  چكيده
 هـاي  سويه مقاومت ايجاد در مهمي نقش CTX-Mالطيف به ويژه نوع      وسيع بتالاكتاماز هاي ژن حضور : و هدف  سابقه

 Escherichia coli جملـه  از منفـي  گـرم  هـاي  باكتري مقاومت. كنند مي ايفا لاكتام بتا هاي بيوتيك به آنتي ها آنزيم اين مولد
بـا هـدف     مطالعـه  ايـن  .اسـت  شـده  گـزارش  روزافـزون  طـور  بـه  ها بتالاكتام خصوص به مختلف، هاي بيوتيك آنتي به نسبت

  . صورت پذيرفتE. coliالطيف در باكتري  ارزيابي بتالاكتامازهاي وسيع
هـاي عمـومي شـهر      در بيمارسـتان 92 تحليلي كه از فـروردين تـا بهمـن سـال     -در اين مطالعه مقطعي   :امواد و روش ه   

  الطيـــف از روش   جداســـازي و جهـــت بررســـي بتالاكتامازهـــاي وســـيع E. coli نمونـــه 131اروميـــه صـــورت گرفـــت، 
Combined Diskاستفاده شد . DNA  با روش جوشيدن استخراج شد و از نظر وجود ژنCTX-M-15 با روش PCR  مـورد 
  .بررسي قرار گرفت

 مـورد از  7، ) درصد45/11(  مورد از سپتي سمي 15، ) درصد44/82(از عفونت ادراري  E.coli باكتري   108 :يافته ها 
 مـورد جداسـازي     131از  . جداسـازي شـد   ) درصد/ 76( مورد هم از بيمار مبتلا به مننژيت         1و  )  درصد 34/5(عفونت زخمي   

ــده،  ــورد 55ش ــد98/41( م ــد  )  درص ــه بودن ــت داروي چندگان ــوي  63/23. داراي مقاوم ــد از س ــاوم   درص ــاي مق داراي ه
  . بودندCTX-M-15 از نوع الطيف وسيع بتالاكتامازهاي
 پروتكـل درمـاني    از استفاده الطيف، وسيع بتالاكتامازهاي توليدكننده هاي سويه افزايش به رو شيوع به توجه با :استنتاج

  .شود مي توصيه قوياً ها، سويه بيوگرام آنتي الگوي تعيين اساسبر مناسب
  

  CTX-M-15  اشرشيا كلي، الطيف، وسيع بتالاكتاماز: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هــاي توليــد شــده بــه وســيله  در بــين انــواع مقاومــت

ها، انواعي كـه توانـايي توليـد آنـزيم بتالاكتامـاز             باكتري
ي را دارنــد، از اهميــت خاصـ ـ  (ESBL) الطيــف وســيع

 ESBLSهاي اصلي كد كننده       ژن .)1(باشند برخوردار مي 
ــروه  ــه گ ــاي  ب ــد CTX-M و SHV,TEMه ــق دارن .  تعل

 بر اساس تشابه توالي اسـيد       CTX-Mبتالاكتامازهاي نوع   
-CTX-M-2, CTX-M گروه اصلي شـامل  5اي به  آمينه

8, CTX-M-9 CTX-M-1,  و CTX-M-25/26بندي   طبقه
 .Eهاي  ولين بار از نمونه براي اCTX-M-15ژن  .شود مي

coli نظر ساختاريمدفوعي شناسايي شد كه از  با منشا  
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هـا    بوده و تنها تفاوت آن     CTX-M-3العاده شبيه ژن     فوق
باشد كه باعث    با يكديگر در موقعيت يك اسيد آمينه مي       

بيوتيــك   در تجزيــه آنتــيCTX-M-15افــزايش توانــايي 
 CTX-M-3 و   CTX-M-15ژن هاي   . شود سفتازيديم مي 

شيوع جهـاني ژن  . )2(اند  قرار گرفته  CTX-M-9در گروه   
CTX-M-15         منجر به جايگزين شـدن ژن  CTX-M-15 

 در اروپـا، كانـادا و آسـيا         TEM و SHV نـوع  ESBLSبا  
 عامـل  Escherichia coliكـه   آن جائي از .)3(شده است
ويــژه  بــه هــاي بيمارســتاني  عفونــت ايجــاد در اصــلي
 تحتـاني،  تنفسي مجاري هاي عفونت ادراري هاي عفونت

 و سيـستيت  كولـه  و كلانژيت كبدي هاي احشايي، آبسه 
 روبـه  افـزايش  بـه  توجـه  باشد و بـا    پانكراس مي  هاي آبسه
 تعيــين هــاي بيمارسـتاني،  عفونـت  در هــا سـويه  ايــن رشـد 
 منـابع  از شـده  جـدا   E. coli هـاي  گونـه  مقاومت الگوي

توليدكننـده بتالاكتامـاز     هاي سويه شناسائي و بيمارستاني
 ايــن اهــداف از بــاليني هــاي نمونــه  درCTX-M-15نــوع 
  .باشد مي تحقيق

  

  ها  روشمواد و
 ادرار، (مختلـف  هـاي  نمونـه  ازE. coli  سـويه  131

عمـومي شـهر     هـاي  بيمارسـتان  بيمـاران ) ...خون و    زخم،
 پـس  و ايزولـه  92 تا  شهريور سال      91مهر سال    از اروميه

ــام از ــايش انجـ ــيميايي از آزمـ  ، IMViCجملـــه  بيوشـ
 مــصرف ز،اكــسيدا آمينــه، اســيدهاي دكربوكــسيلاسيون

از  و   شـدند  هويـت  تعيـين  ... و از، حركت  اوره مالونات،
 مـورد  Combined Diskبـا روش   ESBLSنظـر حـضور   

 مركب هاي ديسك از روش  در اين  .گرفتند قرار بررسي
 يـك  و) ميكروگـرم  30 (سـفتازيديم  يك ديسك  شامل

ــسك ــب  ديـ ــرم 30(مركـ ــفتازيديم ميكروگـ  10 + سـ
 ماست شركت از شده تهيه) كلاولانيك اسيد  ميكروگرم

 20 فاصـله  در هـا  ايـن ديـسك    كـه  انگلستان استفاده شـد   
) مـرك ( آگـار  مـولر هينتـون    محيط در هم از متري ميلي
 اطـراف  رشـد  هاله عدم  قطر كه صورتي در. گرفتند قرار

 پـنج  از يـا بـيش تـر      پنج اسيد كلاولانيك حاوي ديسك

 شــود مــي  مثبــت تلقــيESBLSتوليــد  باشــد، متــر ميلــي
  .)4( )1شماره تصوير (

 

 
  تست تاييد فنوتيپي به روش ديسك دوتايي  :1تصوير شماره 

  
DNA سـويه  عنوان به مرحله اين در هايي كه  ايزوله 

-CTX ژن شدند، از نظر حـضور      شناسايي ESBLS مولد

M-15 روش  بــهPCRهــر. قــرار گرفتنــد بررســي  مــورد 
آب  ميكروليتـر  100 حـاوي  اپنـدورف  ويال داخل نمونه
مـدت   بـه  شـده،  ورتكـس  سپس و حل شد  ستريلا مقطر

. شـد  داده قـرار  جـوش  ماري بن داخل در دقيقه 15 -10
 12000 دور دقيقــه در 7 مــدت بــه را هــا ويــال نهايتــاً

 انجــام بــراي هــا ويــال رويــي محلــول كــرده، ســانتريفوژ
 اصـلي  مخلـوط . قرار گرفت  استفاده  مورد PCRواكنش  

 2 شــامل ميكروليتــر 25نهــايي  حجــم بــاPCR واكــنش 
  PCR، 0/5 ميكروليتر بافر 5/2منيزيوم،  كلريد ميكروليتر

 2 مقطــــر،  ميكروليتــــرآبdNTPs ، 3/17ميكروليتــــر 
از هـر    ( CTX-M-15 رفت و برگـشت    پرايمر ميكروليتر

 پليمـراز   Taq ميكروليتـر آنـزيم      1/0و )ميكروليتـر 1 كدام
 الگـو بـه هـر يـك از     DNAميكروليتـر    يـك  بود و نهايتاً  

كشور  فرمنتاز شركت از مواد كليه(گرديد    اضافه ها ويال
 مـورد  دماهـاي  و پرايمـر  تـوالي  .)شـده اسـت    تهيهآلمان  
جدول (گرديد   انتخاب مطالعات محققين  طبق بر استفاده

ــماره  ــه ).1ش ــتگاه برنام ــايكلر دس ــامل ترموس ــه  ش مرحل
 دقيقـه،  2 بـه مـدت    C° 95 در دماي  اوليه شدن واسرشته

در  شـدن  يابد، مرحلـه واسرشـته     مي ادامه سيكل 30 با كه
 اتـصال در دمـاي     دقيقـه، مرحلـه    1  به مدت  C° 94 دماي

C° 52 دماي در شدن طويل مرحله  دقيقه،1مدت  به C° 
   5/1 مدت به 72
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  توالي پرايمر و دماهاي مورد استفاده در مطالعه :1جدول شماره 
  

  پرايمر توالي  پرايمر  رفرانس  تعداد چرخه  وزن محصول

CTX-M-15(A) 5'-AGAATAAGGAATCCCATGGTT-3'  
CTX-M-15(B) 5'-ACCGTCGGTGACGATTTTAG-3'  

bp 544  30  12  

  

ــه  ــه و مرحل ــل دقيق ــدن طوي ــايي ش ــم نه ــاي  در ه   دم
C° 72 از مطالعـه  ايـن  در .يابـد  مـي  ادامـه  دقيقـه  3 مدت به 

ــرل ســوش  ســوش و ATTCC 25922 E.coli مثبــت كنت
 .گرديـد   اسـتفاده ATTCC 700603 E. coliمنفـي   كنتـرل 
بانـدهاي   مـشاهده  منظور  به PCRمراحل   يافتن پايان از پس
 .شـد   درصـد اسـتفاده    2 آگاروز با الكتروفورز از شده مجزا
 SPSS (Version افـزار   نـرم از نتـايج  تحليل و تجزيه براي

  .)6، 5(شد استفاده دو كاي آزمون  و(11.5
  

   و بحثيافته ها
 مـورد  108شـامل   E. coli ه سوي131 مطالعه اين در

 مــورد از ســپتي 15، ) درصــد44/82(از عفونــت ادراري 
 35/5( مورد از عفونت زخمـي       7،  ) درصد 45/11(سمي  
 76/0( مـورد هـم از بيمـار مبـتلا بـه مننژيـت          1و  ) درصد
داراي )  درصـد  98/41( مورد   55. جداسازي شد ) درصد

 پفنوتي ـ ميزان شناسـايي   .مقاومت داروي چندگانه بودند   
ESBLS هاي   سويه  درE.coli    در  درصـد و     17در تركيه
 نتايج  كه مورد اخير به     درصد بوده است   4/47هاي شانگ

 1385سال   در همكاران و ميرزايي. )8،  7(نزديك است  ما
مولــد  را اشرشــياكلي هـا  ســويه درصــد 75/53تهـران   در

ESBL كــه علــت ايــن اخــتلاف را  .)9(دادنــد تــشخيص 
  در ESBL مولـد  و مقـاوم غالـب    ظهـور  توان به دليـل    مي

نـسبت   هـا  سفالوسپورين به وابسته درماني و الگوي  منطقه
 وجود فنوتيپ   بين كه داد نشان كاي مجذور آزمون. داد

ESBLS دارد وجود داري ارتباط معني  باليني نمونه نوع و 
)05/0< p( .مثبـت  فراواني فنوتيپ  كه طوري به ESBLS 
 .باشـد  هـا مـي    ادرار بيش تـر از سـاير نمونـه         هاي نمونه در
 سويه بتالاكتاماز   55 از ميان    PCRنتايج   ارزيابي چنين هم

 63/23( ايزولــه 13دهــد  الطيــف مثبــت نــشان مــي وســيع
ــد ــد ژن  ) درص ــند  CTX-M-15واج ــي باش ــصوير ( م ت

 فراوانـي  همكارانش و Johnson اي مطالعه در ).2شماره  
 درصـد و در  E.coli  45 هاي ايزوله در CTX-M-15 ژن

 گـــزارش  درصـــد33همكـــارانش  و Sidjabatمطالعـــه 
 هنــد در همكــاران و Malini مطالعــه در .)11، 10(گرديــد

 هـاي  نمونـه  از شـده  جدا E. coli هاي سويه از درصد 84
 مطالعـــــه در .)2(بودنـــــد CTX-M-3 ژن داراي ادراري
 كـه  شـد  مـشخص  گرفـت  صـورت  كـره  در كه ديگري

ــاي ــو بتالاكتامازهــــ  CTX-M-15 و CTX-M-3 عنــــ
 E. coli هــاي ايزولــه در هــا بتالاكتامــاز تــرين رايــج
 همكـاران  و صفري توسط كه اي مطالعه در .)12(باشد مي
-,CTX-M-1 هـاي  ژن فراوانـي  گرفت، صورت ايران در

 ، 2/92 ترتيـب  بـه  شـده  جدا هاي سويه ميان در 9-,8-,2
 .)13(گرديـــــد گـــــزارش درصـــــد 3/38 ،5/17 ،5/28

 نـوع  بتالاكتامازهـاي  حامـل  هـاي  ارگانيـسم  لوژياپيدميو
CTX-M ادراري هاي نمونه در به ويژه  اخير هاي سال در 

 بالاي توانايي دليل به تواند مي امر اين و است كرده تغيير
 و هـا  ميكروارگانيـسم  بـين  در انتشار در بتالاكتامازها اين

ــوژيكي هــاي مزيــت  جامعــه در حــضور جهــت آن اكول
  .)14(باشد

  

 
 

  PCRالگوي الكتروفورزي محصولات  :2تصوير شماره 
  

كنتـرل منفـي    ) 3كنترل مثبت   ) bp 100 2ماركر   )1
 بـا  CTX-M-15هـاي واجـد       هم به عنوان گـروه     4- 9) 4

987654321
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62  1393 شهريور ، 116 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                دوره بيست و چهارم ، شماره 

درصد  98/41 ييديأت فنوتيپي تست نتيجه كه اين به توجه
 اســت، درصــد 63/23 ژنــوتيپي تــست نتيجــه و باشــد مــي

 سـاير  E.coli در مقاومـت  ايجـاد  در كه شود مي مشخص
  .دارند دخالت الطيف وسيع بتالاكتاماز هاي كلاس
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