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Abstract 

Background: Uropathogenic E. coli is one of the most important etiologic agents of UTI. To 

date, resistance rate of uropathogenic E. coli against different antimicrobial agents is a global 

health concern. The present study aimed to detect sul1, sul2, and int1 genes in the uropathogenic 

E. coli strains by Multiplex-PCR and their antibiotic susceptibility patterns. 

Methods: This cross-sectional study was conducted in Tehran, Iran from March to July 2015. 

Antibiotic susceptibility test was performed by disk diffusion method. After biochemical and 

microbiological tests, all the isolates were tested regarding the presence of sul1, sul2, and int1 

genes by Multiplex-PCR. 

Results: Overall, 60 (100%) E. coli strains were collected from 60 urine samples suspected to 

UTI. Distribution of sul1, sul2, and int1 genes was 76.6%, 61.6%, and 43.3%, respectively. 

Conclusion: The results of this study showed high antibiotic resistance, which is a serious health 

threat. Spread of integrons is one of the main causes of emergence of resistant strains. 
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Multiplex-یوروپاتوژنیک به روش  اشریشیا کلیدر سویه های  1intو  1sul ،2sulی هاشناسایی ژن

PCR بیوتیکی و تعیین الگوی حساسیت آنتی 
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 چکیده

باشد. میزان مقاومت اوروپاتوژنیک می UTIترین عوامل اتیولوژیک در ایجاد اوروپاتوژنیک اشریشیا کلی یکی از مهم :زمینه و هدف

شود. هدف از مطالعه های بهداشت جهانی محسوب میبی مختلف امروزه یکی از نگرانیاشریشیا کلی در مقابل عوامل ضد میکرو

و تعیین الگوی  PCR-Multiplexهای اشریشیا کلی یوروپاتوژنیک به روش در سویه 1intو  1sul ،2sulهای حاضر، شناسایی ژن

 .بودها حساسیت آنتی بیوتیکی آن

در تهران، ایران انجام شد. تست  5394ماهه از فروردین لغایت مرداد  1یک بازه زمانی  مقطعی، در-این مطالعه توصیفیمواد و روش: 

های روتین بیوشیمیایی و بیوتیکی انجام شد. پس از انجام تستبیوتیکی بر اساس روش حساسیت آنتیحساسیت آنتی

مورد بررسی قرار  PCR-Multiplexاز روش با استفاد  1intو  1sul ،2sulمیکروبیولوژیکی، تمامی سویه ها از نظر وجود ژنهای

 گرفتند. 

، 1sulهای جمع آوری شد. توزیع ژن UTIنمونه ادرار مشکوک به  10( سویه اشریشیا کلی از 500)%10در مجموع، تعداد ها: یافته

2sul  1وint   درPCR-Multiplex  بود. درصد 3/43و  درصد 1/15، درصد 1/01به ترتیب برابر 

های که روند مقاومت آنتی بیوتیکی رو به افزایش است که با ایجاد سویه دادنتایج حاصل از این مطالعه نشان  گیری:بحث و نتیجه

شوند، مواجه خواهیم بود. انتشار اینتگرونهای ( که تهدیدی جدی برای سلامتی محسوب میMDRبیوتیک )مقاوم به چند آنتی

 های مقاوم باشد. ر بروز سویهتواند یکی از عوامل اصلی دمسئول مقاومت می

 ، حساسیت آنتی بیوتیکیاشریشیاکلی، یوروپاتوژنیک 1intو  1sul ،2sulژنهای  واژگان کلیدی:

                                                           
 saveh.ac.ir-kamini@iau، ساوه، ایران،ساوه گروه میکروبیولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ،کیومرث امینیمسئول: نویسنده * 
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 مقدمه

ای عمومی بوده و به ( واژهUTIعفونت دستگاه ادراری )

گردد که بر بخشی از نوعی عفونت باکتریایی اطلاق می

امی که این (. هنگ5گذارد )دستگاه ادراری تأثیر می

کند، عفونت مثانه عفونت، دستگاه ادراری تحتانی را مبتلا 

شود. اما اگر بر دستگاه ادراری یا سیستیت نامیده می

ها فوقانی تأثیر داشته باشد به آن پیلونفریت یا عفونت کلیه

شود که هر کدام دارای علائم و عوارض گفته می

ت شامل؛ دفع باشند. این علائم در سیستیایی میجداگانه

ادرار همراه با درد، تکرر ادرار، اضطرار برای ادرار و سوزش 

باشد. در حالی که علائم مربوط به پیلونفریت ادراری می

عبارتند از؛ تب و درد پهلو به همراه علائم مربوط به عفونت 

(. شیوع عفونت ادراری معمولاً 4دستگاه ادراری تحتانی )

که نیمی از است. بطوری در زنان نسبت به مردان بیشتر

را  UTIزنان در طول زندگی خود حداقل یکبار عفونت 

( عبارتند Risk factorsکنند. عوامل خطرساز )تجربه می

از: آناتومی بدن زن، مقاربت جنسی و سابقه خانوادگی 

 (. 3باشند )می

( باسیلی گرم منفی، متحرک، E.coliاشریشیا کلی )

باشد. این دون اسپور میهوازی اختیاری و بهوازی بی

ترین عامل عفونت دستگاه ادراری است که ارگانیسم شایع

های ادراری را به خود درصد از تمامی عفونت 90حدود 

(. افزایش مقاومت دارویی در 4 ,1دهد )اختصاص می

 UTIها بویژه عوامل مسبب های اخیر در بین پاتوژنسال

های ویهمعضل بزرگی است که دلیل اصلی پیدایش س

(، انتشار MDRهای مقاوم به چند دارو )مقاوم، بویژه سویه

های های حساس، افزایش هزینهعوامل مقاومتی به سویه

 Drug therapeutic failureدرمانی و شکست درمان)

-DTF(. به عنوان 0،1باشد)(، افزایش مرگ و میر می

مثال؛ دسته داروهای آنتی فولات شامل کوتریموکسازول و 

ای نه چندان دور به عنوان ی متوپریم که در گذشتهتر

( جهت درمان First Choiceداروی خط اول )

بودند، امروزه به دلیل بروز مقاومت سطح  UTIهای عفونت

( کاربرد بالینی High Level Resistance-HLRبالا)

(. سولفانامیدها به دلیل شباهت ساختمانی 8زیادی ندارند )

 ( بطور رقابتی آنزیمPABAیک اسید )با پارا آمینو بنزوئ

هیدرو پتروآت سنتتاز باکتریایی را که مسئول تبدیل  دی

هیدرو فولیک است، مهار  اسید دیبه  PABAکردن 

شود. اسید کنند در نتیجه اسید فولیک ساخته نمیمی

ها، ( نوعی کوفاکتور در ساخت پورینB9فولیک )ویتامین 

نتیجه سولفونامید ها با باشد. در می DNAتیمیدین و 

ها ، سبب توقف رشد باکتریDNAمهار سنتز 

های (. کد شدن ژن50،9) شوند)باکتریواستاتیک( می

سبب بروز  3sulو  1sul ،2sulشامل؛  sulپلاسمیدی 

هیدرو  دی گردد. آنزیممقاومت به سولفونامیدها می

های مذبور پتروآت سنتتاز باکتریایی حاصل از کد شدن ژن

 KMدهد )از خود نشان می PABAباهت کمی را به ش

توانایی  2sul(. مشخص شده که محصول ژن ~0.1

را از بازدارنده  PABAتشخیص سوبسترای نرمال 

(Inhibitor دارد. همچنین مطالعات نشان داده است که )

(. 54،55باشد )می 1sulبیشتر از ژن  2sulشیوع ژن 

د بروز مقاومت با تحقیقات اخیر نشان داده است که رون

های دخیل در مقاومت آنتی بیوتیکی رو به رشد انتقال ژن

(. اینتگرون مکانیسمی است که برای انتقال 53است )

ژنهای مقاومتی علی رقم کونژوگاسیون، ترانسداکسیون، 

فاژ، پلاسمید و ترانسپوزون معرفی گردید. اینتگرون ها 

 Mobile Geneticعناصر ژنتیکی متحرک )

Elements-MGE هستند که با جایگیری در )

ها، ژنهای مقاومتی ها و ترانسپوزونپلاسمیدها، کروموزوم

کنند. این عناصر بر موجود در کاست ژنی را حمل می

های مختلفی تقسیم اساس تفاوت در ژن اینتگراز، به کلاس

باشند. می 4Intو  1Int ،2Int ،3Intشوند که شامل می

( دارای MDRقاومت چندگانه )های دارای ماکثر سویه

( که بر روی پلاسمید یا Int1هستند ) 5اینتگرون کلاس 

ترانسپوزون مستقر بوده و بنابراین توان انتشار بالایی را 

بر روی کلاس یک اینتگرون قرار دارد، اما  1sulدارد. ژن 

( بر روی کلاس سه MBLsهای متالوبتالاکتاماز)ژن

لاس دو این عناصر نیز در گیرند. کاینتگرون ها جای می
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های اخیر (. در سال54،51قرار دارند) Tn-7ترانسپوزون 

( بویژه بر علیه MDRهای مقاوم به چند دارو)ظهور سویه

های فراوانی را در جوامع های رایج، نگرانیآنتی بیوتیک

های بالای درمان پزشکی به دلیل شکست درمانی و هزینه

اشتن اطلاعات در مورد پدید آورده است. بنابراین؛ د

های شایع، اطلاعات مفیدی بیوتیکی پاتوژنحساسیت آنتی

را در مورد راهکارهای درمانی و اقدامات کنترلی به همراه 

خواهد داشت. لذا، هدف از مطالعه پیش رو تعیین الگوی 

های مقاومت به بیوتیکی و بررسی وجود ژنحساسیت آنتی

لاس یک اینتگرون ( و ک2sulو  1sulسولفونامید ها)

(1int در میان سویه های اشریشیا کلی یوروپاتوژنیک )

(UPEC با استفاده از روش )Multiplex-PCR .بود 

 

 مواد و روش

( از Cross-sectionalمقطعی )-این مطالعه توصیفی

نمونه ادراری  10تعداد  5394فروردین لغایت مرداد سال 

عفونت دستگاه  به صورت کاملاً تصادفی از افراد مبتلا به

ادراری از مراکز مختلف درمانی واقع در شهر تهران 

 آوری شد.جمع

یا بیشتر از باکتری به عنوان عفونت  150های دارای نمونه

ادراری در نظر گرفته شد. میانگین سنی بیماران در این 

ها بر روی محیط ائوزین سال بود. نمونه 43±41مطالعه 

کشت داده و به آزمایشگاه متیلن بلو آگار)مرک، آلمان( 

میکروب شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد ساوه منتقل 

های استاندارد ها با استفاده از تستشدند. تمامی نمونه

بیوشیمیایی و میکروبیولوژیکی نظیر اکسیداز، احیای 

، اوره آز، اندول، TSIنیترات، سیمون سیترات، واکنش 

مرک، آلمان( و لیزین دکربوکسیلاز ) MR/VPحرکت، 

های تعیین هویت شدند. به منظور تایید مولکولی سویه

های انجام گرفت. جدایه 16sr RNAجدا شده، تکثیر ژن 

مغز -تعیین هویت شده در محیط عصاره قلب

گلیسرول کشت و  %51()مرک، آلمان( حاوی BHIآگار)

درجه سلسیوس نگهداری شدند تا در مراحل بعدی -00در 

 قرار گیرند. کار مورد استفاده

بیوتیکی بر روی محیط مولر پروفایل حساسیت آنتی

هینتون آگار )مرک، آلمان( بر اساس دستورالعمل 

( و با CLSI., 2013( )51استاندارد آزمایشگاه و بالین)

های استفاده از روش انتشار از دیسک برای آنتی بیوتیک

 –، انگلیس(؛ تریمتوپریم Mast)تهیه شده از شرکت 

(، µg300(، نیتروفورانتوئین )µg41توکسازول )سولفام

 –(، تازوباکتام µg1( ، سفکسیم )µg30کلرامفنیکل )

( ، µg41(، آموکسی سیلین )µg 50/500پیپراسیلین )

(، آمیکاسین µg30(، سفتریاکسون )30µgتتراسیکلین )

(µg30( کلیستین ،)µg50( سفتازیدیم ،)µg30 ،)

(، µg 50ن )(، جنتامایسیµg 1) سیپروفلوکساسین

( انجام شد 10µgپنم )( و ایمیgµ5سیپروفلوکساسین)

(. در مطالعه پیش رو از سویه استاندارد اشریشیا 4)جدول 

به عنوان سویه مثبت رفرانس و از  ATCC 41943کلی 

به عنوان سویه  COL-1سویه پسودوموناس آئروژینوزا 

 کنترل منفی استفاده شد. 

و  1sulبه سولفونامید ها ) های مقاومتبه منظور تکثیر ژن

2sul( و کلاس یک اینتگرون )1int ابتدا ،)DNA  ژنومی

 CinnaPure-DNA (Cellها با استفاده از کیت )سویه

culture, Tissues, Gram negative Bacteria 

and CSF  سیناکلون، ایران( استخراج گردید. جهت(

استخراج شده از دستگاه  DNAتایید درجه خلوص 

( استفاده گردید. به منظور Bio-Rad, USAمتر)بیوفتو

( 2sulو  1sulهای مقاومت به سولفونامید ها )شناسایی ژن

( از آغازگرهای اختصاصی 1intو کلاس یک اینتگرون )

 BLAST( . پس از 50( )5استفاده شد )جدول

، واکنش NCBIآغازگرهای انتخاب شده در سایت 

Multiplex-PCR  شامل  لیترمیکرو 41به حجم نهایی

)سیناکلون،  PCR master mix 5Xمیکرولیتر  1

 Taq DNA polymerase (0.05ایران( حاوی 

U/µl) ،(3 mM 2MgCl و )dNTPs (0.4mM) ،

 8/0میکرولیتر از هر یک از پرایمرها به غلظت  8/0

نانو گرم( و  50الگو ) DNAمیکرولیتر از  0/0میکرومولار، 

استریل با استفاده از میکرولیتر آب دوبار تقطیر  5/51
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سیکل به  31گرادیانت ترموسایکلر)اپندورف، آلمان( برای 

 91صورت زیر انجام گرفت؛ مرحله واسرشتگی در دمای 

ثانیه، مرحله اتصال پرایمرها  40درجه سلسیوس به مدت 

ثانیه و مرحله طویل  10درجه سلسیوس به مدت  11در 

در پایان،  ثانیه. 10درجه سلسیوس به مدت  04سازی در 

 %4در ژل آگارز  Multiplex-PCRمحصولات واکنش 

( در مقایسه با سویه µg/ml 1/0حاوی اتیدیوم بروماید )

 الکتروفورز گردید. ATCC 41943استاندار اشریشیا کلی 

 

 توالی الیگونوکلئوتیدی آغازگرهای مورد استفاده :5جدول

  طول باند

(bp) 

Oligonucleotide sequence 

(5´→3´) 
 ژن هدف

400 F= 5-GCGGACGGGTGAGTAATGT-3 

R= 5- TCATCCTCTCAGACCAGCTA-3 
16SrRNA 

433 F= 5 -CGGCGTGGGCTACCTGAACG-3 

R= 5-GCCGATCGCGTGAAGTTCCG-3 1Sul 

493 F= 5 -GCGCTCAAGGCAGATGGCATT-3 

R= 5- GGGTTTGATACCGGCACCCGT-3 2Sul 

898 F= 5- GCCACTGCGCCGTTACCACC-3 

R= 5-GGCCGAGCAGATCCTGCACG-3 1Int  

 

 ها یافته

نمونه گردآوری شده و  10در مطالعه حاضر از تمامی 

سویه  10مشکوک به عفونت ادراری با اشریشیا کلی، تعداد 

 33( مورد از مردان و %41) 40( بدست آمد که 500%)

بیوگرام نشان داد ( مورد از زنان بود. نتایج تست آنتی11%)

ها مربوط به بیوتیکی سویهن مقاوت آنتیبیشترین میزاکه 

(. 4( بود )جدول%0/0پنم )( و ایمی%0/91کلرامفنیکل )

Multiplex-در  1Intو  1Sul ،2Sulهای توزیع ژن

PCR  10( که از مجموع 5نشان داد )تصویر شماره 

 1/05اشریشیاکلی جدا شده از نمونه ادراری به ترتیب برابر 

 درصد 3/43( و N=37) درصد 1/15(، N=43) درصد

(N=26.بود ) 

 

 بحث

های اشریشیاکلی بیوتیکی در بین سویهسطح مقاومت آنتی

رو به افزایش است و این امر تهدیدی جدی برای سلامتی 

شود. نتایج مطالعه حاضر در ایران و جهان محسوب می

نشان داد که که میزان جداسازی اشریشیاکلی در زنان 

ط آناتومیک )کوتاهی پیشابراه به دلیل شرای UTIمبتلا به 

و نزدیکی دهانه خارجی آن با واژن و مقعد در زنان( نسبت 

باشد که این نتایج با مطالعه نوری فرد و به مردان بالاتر می

(. نتایج تست 58خوانی دارد )ـــــکاران همـــهم

Kirby-Bauer disk diffusion test  برای چهارده

( %0ها )دام از سویهبیوتیک نشان داد که هیچکآنتی

حساسیتی به سفیکسیم و کلرامفنیکل نداشته و این در 

( دارای فنوتیپ %500ها )صورتی که تمامی این ایزوله

پنم را پنم بودند. بنابراین ایمیحساسیت نسبت به ایمی

این عفونت  Therapeutic Choiceمی توان به عنوان 

قبیل ماتای، انتخاب کرد. این نتایج با سایر مطالعات از 

( همخوانی Mattai ،Tariq ،Gulsunتاریک و گولسون )

( %0های تحت مطالعه )دارد. همچنین هیچکدام از سویه

پنم و سفتریاکسون از خود نشان مقاومتی را نسبت به ایمی

توان اذعان کرد که با توجه به روند رو ندادند. بنابراین، می

یوتیک مذکور هنوز ببیوتیکی، دو آنتیبه رشد مقاومت آنتی

اند. حفظ کرده UTIجایگاه خود را در درمان عفونت 

های پیش رو با سایر مطالعات از قبیل نخعی مقدم، یافته

( و Mattai) صفرپوردهکردی، سید جوادی، متائی

 (. 59-41) ( همخوانی داردRijavecریجاویک )
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 لعهالگوی حساسیت آنتی بیوتیکی در سویه های تحت مطا :4جدول 

 آنتی بیوتیک

 نتایج آزمون آنتی بیوگرام

 (Sتعداد )%( سویه های حساس)
تعداد )%( سویه های نیمه 

 (Iحساس)
 (Rتعداد )%( سویه های مقاوم)

 –تری متوپریم 

 سولفامتوکسازول
(0%/41 )51 (1/51%)50 (0/11% )34 

 15(%81) 1(%3/8) 4(%1/1) نیتروفورانتوئین

 18( %0/91) 4(%3/3) 0(%0.0) کلرامفنیکل

 51(%1/41) 44(%3/03) 0(%0/0) سفکسیم

 53(%1/45) 53(%1/45) 34(%1/11) پیپراسیلین -تازوباکتام 

 15( %81) 4(%3/3) 0( %0/55) آموکسی سیلین

 58( %30) 4(%1/1) 38( %4/13) تتراسیکلین

 0(%0/0) 59(%1/35) 45(%3/18) سفتریاکسون

 4(1/1) 40(%3/33) 31(%10) آمیکاسین

 1(%8/3) 51(%1/41) 39(%11) سفتازیدیم

 45( %31) 4(%1/1) 31(%3/18) سیپروفلوکساسین

 31( %3/18) 50(%1/51) 51( %41) جنتامایسین

 4(%3/3) 1(%3/8) 13(%3/88) سیپروفلوکساسین

 0(%0/0) 0(%0.0) 10(%500) ایمی پنم

 

 

 

 
 اشریشیا کلی)سیناژن، ایران(، استاندارد  100bpژنهای تحت مطالعه. مارکر جهت تعیین  Multiplex-PCRنتایج آزمون : 5شکل 

41943 ATCC  به عنوان سویه کنترل مثبت و سویه پسودوموناس آئروژینوزاCOL-1 .به عنوان سویه کنترل منفی 
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نشان داد که توزیع ژن  Multiplex-PCRنتایج آزمون 

درصد  1/05به ترتیب برابر  1Intو  1Sul ،2Sulهای 

(43=N ،)1/15 ( 30درصد=N و )3/43 ( 41درصد=N )

 باشد فراوانی ژنطور که محرز میباشد. همانمی

1Sul 2بیشتر از ژنSul  باشد که هم ارز با مطالعه می

 (.43باشد )می 5393صفرپور دهکردی و همکاران در سال 

عمدتاً  1sulبزاززاده و همکاران نتیجه گرفتند که ژن 

اکثراً بر روی  2sulبوده اما ژن  Iنتگرون کلاس همراه با ای

قرار  1pBPیا  incQپلاسمید های کوچه ناسازگار 

در خوک و  3sulاند. بدلیل پراکندگی بیشتر ژن گرفته

(. 41گزارش کمتر آن در انسان مورد بررسی قرار نگرفت )

این محققین در مطالعه خود عنوان کردند که به دلیل 

پلاسمید، حمل همزمان دیگر  بر روی 2sulحضور ژن 

بیوتیک، انتشار همزمان چندین های مقاومت به آنتیژن

 MDRهای نوع ژن مقاومت و بنابراین ایجاد سویه

در  2sul( ژن %80تر است. علت فراوانی بیشتر )پررنگ

تواند به مطالعه بزاززاده در مقایسه با مطالعه پیش رو می

ایزوله( و محل  10بل نمونه در مقا 500دلیل حجم نمونه )

انجام مطالعه )شهرستان خوی در مقایسه با تهران( و 

بنابراین اختلافات جغرافیایی و سطح بهداشت و کنترل 

عفونت در دو منطقه باشد. همچنین علت اختلاف موجود 

 امیـــکاران، الاقــــ( و همBeamه بیم )ــدر مطالع

(Al-Agamy( و همکاران، هامروم )Hammerumو  ) 

توان در ( و همکاران میKoljalgهمکاران و کولجالگ )

نتیجه اختلافات جغرافیایی، نوع و تعداد نمونه و سال 

(. نتایج نشان داد که فراوانی 40-30گیری باشد )نمونه

درصد بود که بیشتر از  3/43( برابر 1int)Iاینتگرون کلاس 

( و 44درصد( بود ) 1/40مطالعه سیدجوادی و همکاران )

تواند به سال انجام مطالعه و حجم نمونه ن اختلاف میای

بیوتیکی ها در مقاومت آنتیمربوط باشد. نقش اینتگرون

پوشیده نیست و این عناصر متحرک ژنتیکی داراری نقش 

دارند. شیوع پایین  MDRهای مهمی در ایجاد سویه

های ژنی مقاومت تواند به دلیل حضور کاستاینتگرون می

(. 44یگری مانند ترانسپوزون و فاژ باشد )روی عناصر د

همچنین این محققین نشان دادند که ارتباط معناداری 

بیوتیکی از قبیل بین حضور اینتگرون و مقاومت آنتی

جنتامایسین، سفالوتین و نالیدیکسیک اسید وجود دارد که 

بیوتیک ها در ناشی از حضور ژن عامل مقاومت به این آنتی

 (.44باشد )داخل اینتگرون می

  

 گیرینتیجه

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که روند مقاومت 

های بیوتیکی رو به افزایش است که با ایجاد سویهآنتی

( که تهدیدی جدی MDRبیوتیک )مقاوم به چند آنتی

شوند، مواجه خواهیم بود. برای سلامتی محسوب می

اوت باشد، تواند متفهمچنین الگوی مقاومت هر منطقه می

های مقاوم هر منطقه، انجام لذا شناسایی دقیق سویه

بیوگرام، آموزش صحیح کارکنان آزمایشگاهی در آنتی

بیوگرام و ارائه گزارشی دقیق به تفسیر صحیح نتایج آنتی

تواند سبب کاهش میزان مرگ و میر، کاهش پزشک می

هزینه درمان، جلوگیری از شکست درمانی و کاهش انتشار 

ومت گردد. این مطالعه نشان داد که انتشار مقا

تواند یکی از عوامل اصلی های مسئول مقاومت میاینتگرون

 های مقاوم باشد. در بروز سویه

 

 تشکر تقدیر و 

این مقاله حاصل پایان نامه داشنجویی دوره کارشناسی 

ارشد مصوب در شورای پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی 

نین نویسندگان مقاله بر خود واحد ساوه بوده است. همچ

محترم بخش  کارکنانلازم می دانند که از همکاران و 

میکروبیولوژی آزمایشگاه گروه پژوهشی پاسارگاد تقدیر و 

 تشکر نمایند.
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