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Abstract 
Objective: Aminoglycosides are highly potent, broad-spectrum antibiotics with many 
desirable properties for the treatment of life-threatening infections. Escherichia coli (E. 
coli) is the most common cause of urinary tract infection (UTI). Antibiotic resistance has 
recently become prevalent. Enzymatic inactivation of aminoglycosides by 
aminoglycoside-modifying enzymes is the main mechanism of resistance to these 
antibiotics in E. coli. The main purpose of this research is to evaluate the presence of the 
2'-aminoglycoside nucleotidyltransferase ( ant(2′′)-Ia) gene in E. coli isolates sensitive to 
mannose and hemolysin production. 
Methods: After collecting 276 E. coli isolates from patients that referred to Tehran Heart 
Center, we used the disk diffusion method to determine the resistance patterns of isolates 
toward Gentamicin, Tobramycin, Kanamycin, Amikacin and Netilmicin antibiotics 
according to the CLSI principles. We evaluated hemolysin production by assessing the 
ability of the isolates to grow on sheep and human blood agar media. Chromosomal DNA 
of the isolates was extracted using DNA extraction kits and PCR method used for the 
detection of the ant(2′′)-Ia gene. In order to study mannose sensitivity we used human 
RBCs.  
Results: Results obtained from antibiotic resistance determination tests showed that the 
highest rate of resistance was observed against tobramycin (24/63%). Of those resistant, 
6% could produce hemolysin in both sheep and human blood agar media. Mannose 
sensitivity was observed in 14% of isolates during agglutination. There were 24.63% of E. 
coli isolates resistant to Tobramycin, 23.18% resistant to kanamycin, 21.01% resistant to 
gentamicin, 6.15% resistant to netilmicin and 3.62% resistant to amikacin. ant(2′′)-Ia gene 
was detected in 47.88% of E. coli isolated from urine. 
Conclusion: Due to the high prevalence of urinary tract infections caused by 
uropathogenic E. coli (UPEC) strains and the increasing rate of antibiotic resistance, 
periodic evaluations should be conducted for outbreaks of resistance in order to select the 
most suitable treatment to prevent routinely increasing antibiotic resistance. 
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  چكيده

 .دارد كـاربرد  باكتريـايي  هـاي  عفونـت  درمان براي كه هستند الطيف وسيع هاي بيوتيك آنتي جمله از آمينوگليكوزيدها :هدف
 غيـر  .اسـت  افـزايش  به رو كلي اشريشيا بيوتيكي آنتي مقاومت .است ادراري مجاري عفونت عامل ترين شايع كلي اشريشيا

 تـرين  اصـلي  آمينوگليكوزيـدها   تغييردهنـده  هـاي  آنـزيم  توسـط  ليكوزيدآمينوگ خانواده هاي بيوتيك آنتي آنزيمي سازي فعال
 كننـده  رمـز  ژن حضـور  مولكـولي  ارزيـابي  مطالعه اين اصلي هدف .است كلي اشريشيا در داروها اين به مقاومت مكانيسم

ant(2′′)-Ia تيپ پيلي( مانوزي حساسيت داراي كلي اشريشيا هاي جدايه در I و P( است يزينهمول كننده توليد و. 
 مقاومـت  الگـوي  تهران، قلب مركز به كننده مراجعه بيماران از كلي اشريشيا جدايه 276 آوري جمع از پس :ها روش و مواد

 و ديسك از انتشار روش به ميسين نتيل و آميكاسين كانامايسين، توبرامايسين، جنتاميسين، هاي بيوتيك آنتي به نسبت ها جدايه
 توليـد  قـدرت  بررسـي  بـراي  و انسـان  قرمـز  گلبول از مانوز به يتحساس بررسي براي .شد نتعيي CLSI اصول رعايت با

 و اسـتخراج  كيـت  بـا  كروموزومي DNA .شد استفاده انسان و گوسفند خون حاوي آگار بلاد محيط از ها جدايه هموليزين
PCR ژن براي ant(2′′)-Ia شد انجام.  
 63/24( توبرامايسـين  برابـر  در مقاومـت  ميـزان  بيشـترين  كـه  داد نشان ها ايهجد بيوتيكي آنتي مقاومت بررسي نتايج :نتايج
 خـون  حـاوي  آگـار  بـلاد  محيط دو در را هموليزين توليد قدرت همزمان طور به مقاوم هاي جدايه از درصد 6 .بود )درصد

 .داشـتند  را وتيناسـيون آگل قـدرت  همزمـان  طـور  بـه  مانوز به حساس هاي جدايه از درصد 14 .دادند نشان انسان و گوسفند
 15/6جنتاميسـين،  بـه  درصد 01/21 كانامايسين، به درصد 18/23 توبرامايسين، به كلي اشريشيا هاي جدايه از درصد 63/24

-ant(2′′)(  ژن كلـي  اشريشيا هاي جدايه از درصد 88/47 در .بودند مقاوم آميكاسين به درصد 62/3 و ميسين نتيل به درصد

Ia (شد شناسايي.  
 و اشريشـيا كلـي پـاتوژن دسـتگاه ادراري     هاي سويه توسط ادراري مجاري هاي عفونت بالاي شيوع به توجه با :گيري جهنتي

 با وسيله بدين تا شود بررسي مقاومت ميزان اي دوره صورت به است لازم ها، سويه اين در بيوتيكي آنتي مقاومت بروز افزايش
  .شود جلوگيري بيوتيكي آنتي مقاومت روزافزون شافزاي از درماني  گزينه ترين مناسب انتخاب

  
 ادراري مجاري عفونت آمينوگليكوزيدي، مقاومت الطيف، وسيع هاي بيوتيك آنتي :گانكليدواژ
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  اشريشيا كلي هاي جدايهدر  ترانسفراز نوكلئوتيديل آمينوگليكوزيد -2 ارزيابي مولكولي حضور ژن
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  مقدمه
 )Urinary Tract Infection: UTI(عفونت مجاري ادراري 

 ـ تحـت  كـه  اسـت  انسـان  در ها عفونت ترين شايع از يكي  ثيرأت
 عامـل  تـرين  شـايع  كلـي  اشريشـيا  .گيرد مي رقرا سن و جنسيت
 سرپايي بيماران از شده جدا هاي باكتري ميان در ادراري عفونت

 سراسر در جغرافيايي مختلف مناطق در بيمارستان در بستري يا
 خـود  بـه  را ادراري هـاي  عفونـت  از درصد 80 كه است جهان

 هـا  جدايـه  ايـن  خصوصيت ترين مهم .]1[ است داده اختصاص
 يورواپيتليـوم  هـاي  سـلول  سـطح  در ها آن شدن كلونيزه اييتوان

)Uroepithelium( ــان ــ داشـــتن واســـطه بـــه ميزبـ  ينزادهـ
)Adhesin( پيلــي و )Pili( همــوليزين توليــد بــا و اســت 
)Hemolysin( ميزبـان  در بيشتري بافتي و سلولي آسيب سبب 

 و بـاكتري  دفاعي هاي مكانيسم دليل به مكرر هاي عود .ندشو مي
ــتمقا ــي وم ــوتيكي آنت ــده بي ــي دي ــود م ــت .ش ــاليني اهمي  ب

 از وسـيعي  طيـف  عليـه  كـه  است دليل اين به آمينوگليكوزيدها
هاي گـرم منفـي، بسـياري از     باكتري ويژه بههاي هوازي  باكتري

 بيشـترين  و اسـت  ثرؤها م ها و برخي استرپتوكوك استافيلوكوك
 منفـي  مگـر  هاي باسيل از ناشي هاي عفونت درمان در را كاربرد
 هـاي  جدايـه  امروزه .دهد مي نشان اختياري هوازي بي و هوازي

 را اي مقاومــت چندگانــه )Escherichia coli( اشريشــيا كلــي
 آمينوگليكوزيـدها  جملـه  از هـا  بيوتيـك  آنتي از برخي به نسبت
 نسـبتاً  فعاليت داراي )Gentamicin( جنتاميسين .دهد مي نشان

 Serratia( سراشـيا ا هـاي  گونـه  و كلـي  اشريشيا عليه بيشتري

ssp.( عامـل  يـك  بـا  آمينوگليكوزيـد  يك تركيب]. 4-2[ است 
 گليكوپپتيـدها  يـا  )Beta Lactam( بتالاكتـام  ماننـد  ديواره ضد
 حسـاس  هـاي  جدايه روي) Synergism( سينرژيستي اثر ايجاد
 مقاومـت . باشـد  ثرؤم ـ هـا  عفونـت  درمـان  در تواند مي و نموده

 هم و منفي گرم هاي باكتري در هم دهاآمينوگليكوزي به اكتسابي
 مكانيسـم  سـه  .اسـت  شـده  گـزارش  مثبت گرم هاي باكتري در

 كـاهش  دارو، اتصـال  ريبوزومي جايگاه در تغيير شامل مقاومت
 مسـئول  دارو، آنزيمـي  سـازي  فعـال  غيـر  و دارو نفوذپذيري در

ــه مقاومــت ــدها ب ــن از ].4[ اســت آمينوگليكوزي ــين اي ــر ب  غي
 تغييـر  هـاي  آنزيم توسط آمينوگليكوزيدها اتيكآنزيم سازي فعال
 در داروهـا  ايـن  بـه  مقاومـت  مكانيسـم  ترين اصلي ها، آن دهنده
 بـا  ترانسـفرازها  نوكلئوتيـديل  آنزيم .است منفي گرم هاي باكتري
 بـه  را آدنيـل  گـروه  دهنـده،  عنـوان  به ATP مولكول از استفاده
 منجـر  و هدد مي انتقال آمينوگليكوزيدها هيدروكسيل هاي گروه

 عضـو  پـنج  خـانواده  ايـن  در .شـود  مـي  ها آن شدن فعال غير به
ــود ــه دارد وجـ ــامل كـ ANT(2˝)، ANT(4 شـ ́)، ANT(3 ́)، 

ANT(6  ، هـا  آنـزيم  اين ترين شايع از يكي .است ANT(9) و (́
 جنتاميسـين،  بـه  مقاومـت  سـبب  كـه  است ANT(2′′)-I آنزيم

ــين ــين ،)Kanamycin( كانامايسـ  و )Sisomicin( سيزومايسـ
گسترده در  طور اين آنزيم به. شود مي) Tobramycin(توبرامايسين 
 ،ant(2”)-Iaسـه ژن  . هاي گرم منفـي حضـور دارد   اغلب باكتري
ant(2”)-Ib و ant(2”)-Ic ــت داراي ــديل O– فعالي  نوكلئوتي
 حامـل  يهـا  جدايـه  ].4، 3[ اسـت  شـده  گزارش ترانسفرازهاي

ــي بيمــاري هــاي شــاخص ــاوم ژن حــال عــين در و زاي ــه مق  ب
 هـا  آن سـريع  تشخيص .دشو مي محسوب خطر يك بيوتيك آنتي
 هنگـام  زود تشـخيص  در را مـا  توانـد  مـي  ادرار، هاي نمونه در

 .نمايـد  كمـك  درماني مديريت در تسريع و احتمالي پيلونفريت
ــدف ــن از هـ ــه ايـ ــابي مطالعـ ــولي ارزيـ ــور مولكـ    ژن حضـ

.2´-aminoglycoside nucleotidyltransferase [ANT(2')] 
 تيپ پيلي( مانوزي حساسيت داراي كلي اشريشيا هاي جدايه در
I و P( است هموليزين كننده توليد و.  

  

  ها مواد و روش
  ها آوري و تعيين هويت باكتري جمع

 هـاي  عفونـت  از شـده  جدا كلي اشريشيا جدايه 276 تعداد
 تهـران  قلـب  مركـز  بـه  كننـده  مراجعـه  بيماران ادراري دستگاه
 هـاي   آزمـون  انجـام  بـا  كلي اشريشيا هاي جدايه .دش آوري جمع

 TSI محيط در قندها تخمير چگونگي شامل افتراقي بيوشيميايي
 در حركـت  و اندول توليد ،)Triple Sugar Iron Agar( آگار
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 VP محيط در واكنش ،)SIM )SH2, Indole, Motility محيط
)Vogus Proskeur( و MR )Methyl Red( در رشد عدم و 

ــيمون محــيط ــيترات س ــت در و )Simmon Citrate( س  نهاي
 هويـت  تعيـين  اسـتاندارد،  جـداول  از اسـتفاده  بـا  نتايج بررسي
 اسـتاندارد  سـويه  از شناسـي  باكتري هاي آزمايش تمام در .شدند

 دانشگاه شناسي باكتري آزمايشگاه ATCC 25922 كلي اشريشيا
 ـ در .شـد  اسـتفاده  كنترل سويه عنوان به مدرس تربيت  از تنهاي
 TSB )Tryptic براث سوي تريپتيك محيط در ها جدايه تمامي

Soy Broth( شركت از شده تهيه Merck ) 15 حـاوي  )آلمـان 
 درجـه  -70 دمـاي  در و شد تهيه ذخيره كشت گليسرول درصد
  ].5[ شدند نگهداري گراد سانتي

  
  ها بيوتيكي جدايه تعيين الگوي حساسيت آنتي

 نسبت ها آن حساسيت ،ها يهجدا مقاومت الگوي تعيين براي
 ،)ميكروگرم Gentamicin ،10( جنتاميسين هاي بيوتيك آنتي به

 ميســـين نتيـــل ،)ميكروگـــرم Amikacin ،30( آميكاســـين
)Netilmicin ،30 ( توبرامايســين ،)ميكروگــرمTobramycin ،

 به )ميكروگرم Kanamycin ،30( كانامايسين و) ميكروگرم 10
 Kirby Bauer Disk( بـائر  -كربـي  ديسـك  از انتشـار  روش

Diffusion Method( بيوتيـك  آنتـي  هـاي  ديسك از استفاده با 
)Mastاسـتانداردهاي  بـا  مطابق حاصل نتايج تفسير و )، آمريكا 

CLSI )Clinical and Laboratory Standards Institute( 
 اسـتاندارد  هـاي  سـويه  از ها ديسك كيفي كنترل براي .شد انجام

ــيا ــي اشريش ــوس ATCC 25922 كل ــتافيلوكوكوس اورئ  ، اس
25923 ATCC )دانشـگاه  شناسي باكتري آزمايشگاه در موجود 
  ].6[ شد استفاده )تهران مدرس تربيت

  
  Pو  Iشناسايي پيلي تيپ 

ــه   ــايي جداي ــازي و شناس ــس از جداس ــا پ ــه   يه ــاوم ب مق
يا پيلي حساس به مـانوز بـا    Iآمينوگليكوزيد، شناسايي پيلي تيپ 

ــيون ــراي    )Agglutination( آگلوتيناس ــان ب ــز انس ــول قرم گلب

منظـور بررسـي قـدرت     بـه  ].7[ هاي مقاوم صورت گرفت جدايه
ــه مــانوز      ــيون و تعيــين حساســيت ب هــاي  هجدايــآگلوتيناس

 Uropathogenic Escherichia( اشريشيا كلي يوروپاتوژنيك

coli: UPEC(  از خون تازه سيتراته گـروه ،A   انسـان)HRBC (
شستشـو داده شـد،    PBSيتراته سـه بـار بـا    خون س ـ. استفاده شد

 10از خون شسته شده تهيـه شـد و    درصد 3سپس سوسپانسيون 
از گلبول قرمز انساني و هم حجـم آن از سوسپانسـيون    ميكروليتر

 پـس از . معادل نيم مك فارلند باكتري روي اسلايد قرار داده شـد 
. شـد دقيقه نتايج آگلوتيناسـيون روي اسـلايد بررسـي     2گذشت 

  .]8[ شدند بندي رتبه+ 3 تا –تايج براساس سرعت واكنش از ن
  

  بررسي حساسيت مانوزي
 حاوي PBS از مانوز، قند به نسبت حساسيت بررسي براي

 .شـد  اسـتفاده  آن ليتـر  ميلـي  هر در مانوز -دي قند گرم ميلي 25
 تكـرار  )Hemagglutination( هماگلوتيناسـيون  آزمـون  سپس
  .]8[ شد

  
  يزينبررسي توليد همول

ــه ــه  پــس از جداســازي و شناســايي جداي هــاي مقــاوم ب
يا پيلي حساس به مـانوز   Iآمينوگليكوزيد شناسايي پيلي تيپ 

هـاي مقـاوم    با آگلوتيناسيون گلبول قرمز انسان يا براي جدايه
 ـتعين شد و براي بررسي قدرت توليد هموليزين،  هـاي   هجداي

 ـ    مقاوم به آمينوگليكوزيد بـه  لاد آگـار  طـور مجـزا در محـيط ب
ساعت در  24و شد حاوي خون گوسفند و انسان كشت داده 

نتــايج . شــدند )گرماگــذاري( گــراد انكوبــه درجــه ســانتي 37
هـا   نيواساس مشاهده هاله شفاف هموليزين در اطـراف كل ـ  بر

+ 3 تـا  –براسـاس مقـدار توليـد همـوليزين از      و گزارش شد
  .]9[ شدند بندي رتبه

  
 DNAاستخراج 

هــاي  از جدايــه DNAســازي  و خــالصبــراي اســتخراج 
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ــويه  ــي و س ــيا كل ــه  اشريش ــتاندارد، ب ــاي اس ــام  ه ــور انج منظ
) ، ايـران سـيناژن ( DNAاز كيت استخراج  PCR هاي واكنش

كشت  LBها در محيط مايع  ني از جدايهوتك كل. استفاده شد
 داده قـرار  گـراد  سانتي درجه 37 دماي در ساعت 24مدت  و به
 2 مـدت  به )rpm(دور در دقيقه  3000 سانتريفوژ از پس و شد

 غلظت .شد استفاده DNA استخراج براي حاصل رسوب دقيقه،
DNA 260 مـوج  طـول  در نـوري  جذب گيري اندازه طريق از 
 )فنلانـد  ،Labsystems( اسـپكتروفتومتر  دستگاه توسط نانومتر
 ژل روي شـده  اسـتخراج  DNA الكتروفـورز  .دش ـ گيري اندازه
 بـا  و افقـي  صـورت  بـه  الكتروفورز .شد انجام درصد 8/0 آگارز

 پس آگارز ژل .شد انجام ولت 80 ولتاژ و TAE بافر از استفاده
 با )ليتر ميلي بر ميكروگرم 5/0( برومايد اتيديوم با آميزي رنگ از

  .دش بررسي )آلمان ،Biometra( داك ژل دستگاه
  

  PCRواكنش 
 آغــازگر جفــت كيــ از ant(2′′)-Ia ژن تكثيــر بــراي

)Primer( توســـط ماينـــارد كـــه اختصاصـــي )Maynard( و 
   .دش استفاده ،است شده معرفي ]10[ همكاران

5 توالي پيشـرونده   ́TCCAGAACCTTGACCGAAC 3´، 
 ´GCAAGACCTCAACCTTTTCC 3 ´5 برگشـتي  توالي

  .است هدف ژن رايب
ميكروليتـر شـامل    25مخلوط واكنش در حجـم نهـايي   

 X10 ،5/2كروليتر بـافر  مي 5/2ميكروليتر از هر آغازگر،  1/0
 ميكروليتـــر dNTPs، 2 ميكروليتـــر MgCl2، 2/0 ميكروليتـــر

DNA ،ــو ــد 5/1 الگ ــزيم واح  Taq DNA polymerase آن
   بـه  اسـتريل  ديـونيزه  آب با نهايي حجم كه بود )، ايرانسيناژن(

 ترموسـايكلر  دستگاه در تكثير برنامه .شد رسانده ميكروليتر 25
)Mastercycler gradient ــركت زا ــان Eppendorf ش  )آلم

مـدت   گراد به درجه سانتي 62اتصال آغازگرها در . انجام شد
 يالگـو  DNA از PCR هـاي  واكـنش  در .گرفت انجام دقيقه 1

 كنتـرل  عنـوان  بـه  ATCC 25922 كلي اشريشيا استاندارد سويه
 )+ant(2″)-Ia( 85085منفي و از سويه استاندارد اشريشيا كلـي  

توسـط   PCRمحصـولات  . ت استفاده شـد عنوان كنترل مثب به
براي . درصد آگارز از يكديگر جدا شد 1الكتروفورز روي ژل 

 100 مولكـولي  نشـانگر از يك  PCRمحصولات اندازه تعيين 
  .شد استفاده )ليتواني ،Fermentas( بازي جفت

  
 25حجم نهايي حجم و غلظت نهايي مواد تشكيل دهنده واكنش در  1جدول 

  ميكروليتر
  

 غلظت )ميكروليتر(حجم واكنشتركيبات
 PCRX10 5/2 X1بافر

MgCl275/0 5/1 مول ميلي 

dNTPs5/0 2/0 مول ميلي 

 ميكرومول 1/0 1 آغازگر پيشرونده

 ميكرومول 1/0 1 آغازگر برگشتي

 - D.W.( 25/16(آب مقطر استريل 

DNA2 الگو - 
Taq DNA polymerase 1 5/1 واحد 

 - 25 نهاييحجم

  

  نتايج
از نظـر تخميـر گلـوكز و لاكتـوز، حركـت،       هـا  جدايهكليه 
و توليد اندول مثبت بودنـد و از نظـر اسـتفاده از     MRآزمايش 

. آز منفي ثبت شدند ، اكسيداز و توليد اورهVP سيترات، آزمايش
 هـاي  بيوتيك هاي مورد مطالعه در برابر آنتي نتايج مقاومت جدايه

بررسـي   هجداي 276خانواده آمينوگليكوزيد نشان داد كه از ميان 
حداقل نسبت بـه يكـي از آمينوگليكوزيـدهاي     هجداي 71شده، 

. مورد آزمايش در روش انتشار از ديسك مقاومت نشـان دادنـد  
ها به پنج صورت تـك مقـاومتي، دو مقـاومتي، سـه      مقاومت آن

 جدايـه  4 .شـد  مقاومتي، چهار مقاومتي و پـنچ مقـاومتي ظـاهر   
ــد 63/5( ــين،    ) درص ــد توبرامايس ــنج آمينوگليكوزي ــر پ ــه ه ب

ميسين، آميكاسين و جنتاميسين مقاومـت نشـان    كانامايسين، نتيل
به چهار آمينوگليكوزيد مقاومـت  ) درصد 76/26( جدايه 19 .دادند

نشـان دادنــد كـه ايــن نـوع مقاومــت بـه دو شــكل توبرامايســين،     
ــه 13(ميســين  جنتاميســين، كانامايســين، نتيــل ، آميكاســين، )جداي

  . مشــاهده شــد) جدايــه 6(توبرامايســين، جنتاميســين، كانامايســين 
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بيوتيــك توبرامايســين،  بــه ســه آنتــي) درصــد 43/39( جدايــه 28
   جدايــه 17. جنتاميســين، كانامايســين مقاومــت نشــان دادنــد    

كه ايـن   ندمقاومت نشان داد به دو آمينوگليكوزيد) درصد 94/23(
، )جدايـه  4(مت بـه دو شـكل توبرامايسـين، جنتاميسـين     نوع مقاو

  در نهايـت  . مشـاهده شـد  ) جدايه 13(توبرامايسين، كانامايسين 
، داراي مقاومــــت تكــــي بــــه )درصــــد 22/4( جدايــــه 3

 هـا  جدايـه بيوتيكي  نتايج حساسيت آنتي. آمينوگليكوزيدها بودند
  .نشان داده شده است 2جدول  به تفكيك در

  
  باليني اشريشيا كلي جدا شده از ادرار جدايه 276اصل از آزمون انتشار از ديسك براي آمينوگليكوزيدها در نتايج ح 2 جدول

  

 آنتي بيوتيك نوع اثر
مقاوم نيمه حساسحساس

 تعداد درصد تعداددرصدتعداددرصد
 68 63/24 36/7520800توبرامايسين

  64  18/23  2 72/0 210 80/76 كانامايسين
 58 01/21 53/7721444/14سينجنتامي

  17  15/6  7 53/2 252 3/91 ميسيننتيل
 10 62/3 84/9325953/27آميكاسين

  
درصد از  38دهد كه  نتايج بررسي توليد هموليزين نشان مي

هاي آمينوگليكوزيـدي، قـدرت    بيوتيك مقاوم به آنتي هاي جدايه
. نسان را دارندتوليد هموليزين در محيط بلاد آگار حاوي خون ا

 ـ  هاي جدايهدرصد از  30علاوه بر اين  طـور همزمـان    همقـاوم ب

قدرت توليد هموليزين را در دو محيط بلاد آگار حـاوي خـون   
نتـايج الگـوي فنـوتيپي مقاومـت     ( گوسفند و انسان نشان دادند

هاي مقاوم در جـدول   بيوتيكي و توليد هموليزين در جدايه آنتي
  .)نشان داده شده است 3

  

  مقاوم به آمينوگليكوزيد اشريشيا كلي جدا شده از ادرار هاي در جدايهبيوتيكي و توليد هموليزين  الگوي فنوتيپي مقاومت آنتي 3جدول 
  

  بيوتيكي فنوتيپ مقاومت آنتي  (Sheep blood)توليد هموليزين   (Human blood)توليد هموليزين   جدايهشماره 
I R 

2  + + K  GM, TN  
13  + - -  GM, TN, K  
16  + - NT  GM, TN, K  
21  +++ +++ -  GM, NT, TN, K  
36  + + -  GM, TN  
49  +++ +++ -  GM, TN  
60  +++ +++ -  GM, TN  
68  +++ +++ TN  GM, NT, K  
79  + _ -  GM, NT, K  
88  + + TN  TN, K  
95  + + -  GM, TN  
104  + + K  GM, TN  
144  + + -  TN, K  
196  +++ +++ K  GM, TN  
197  + + -  GM, AK, NT, TN, K  
204  + _ -  GM, TN, K  
209  + + -  GM, NT, TN, K  
217  +++ +++ -  GM, TN, K  
233  +++ +++ -  GM, TN, K  

  

R : مقاوم؛I :؛ متوسطGM : جنتاميسين؛AK : آميكاسين؛NT : نتيل ميسين؛TN : توبرامايسين؛K :كانامايسين  
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داراي پيلـي   UPEC هـاي  جدايـه  بتصوير  1در شكل 
قـادر  با قند مانوز واكـنش داده و  و حساس به مانوز،  Iتيپ 

در تصـوير  ، يسـت هاي قرمز انسـاني ن  به آگلوتيناسيون گلبول

مقـاوم بـه ايـن قنـد      Pداراي پيلـي   UPEC هاي جدايه الف
اسـت   ها شـده  است، بنابراين پيلي موجب تجمع اريتروسيت

  ).1شكل (
  

                      
  

  )600×بزرگنمايي ( حساس به مانوز جدايه بمقاوم به مانوز و تصوير  جدايه الفتصوير  ؛اشريشيا كلي جدايه هايبررسي حساسيت به مانوز  1شكل 
  

  مقاوم به آمينوگليكوزيد اشريشيا كلي جدا شده از ادرار هاي هجداي دربيوتيكي و حساسيت و مقاومت به مانوز  ي فنوتيپي مقاومت آنتيالگو 4دول ج
 

 بيوتيكي فنوتيپ مقاومت آنتي
MSHA MRHA  هجدايشماره 

R I 
GM, NT, K  TN  - + 68 

GM, TN  K  - + 104،193،219 
GM, TN, K  - - + 217،222 

GM, TN  - - + 230 
  
R : مقاوم؛I :؛ متوسطGM :  جنتاميسـين؛AK :  آميكاسـين؛NT :   نتيـل ميسـين؛TN :  توبرامايسـين؛K :  كانامايسـين؛MSHA :    ؛ هماگلوتيناسـيون حسـاس بـه مـانوطMRHA :

  هماگلوتيناسيون مقاوم به مانوز
  

 هـاي  جدايـه  در مانوز به حساسيت آزمايش از حاصل نتايج
 نشـان  ادرار از شـده  جدا كلي اشريشيا آمينوگليكوزيد به مقاوم
 هنگـام  در مـانوز  حضور به ها نسبت هجداياز  درصد 14 كه داد

 از درصـد  6 تنهـا  همچنين .دادند نشان حساسيت آگلوتيناسيون
 ـ مانوز، به حساس هاي جدايه  توليـد  بـه  قـادر  همزمـان  طـور  هب

 و نسـان ا خـون  حـاوي  آگـار  بـلاد  محـيط  دو هر در هموليزين
  .)4جدول ( بودند گوسفند

  

   ها هيدر جدا ant(2″)-Ia حضور ژن يبررس
 88/47 كـه  داد نشـان  مطالعـه  مورد هاي جدايه PCR نتايج

 هاي جدايه در مذكور ژن و بودند ant(2″)-Ia ژن داراي درصد

  .)2شكل ( وجود نداشت فنوتيپي نظر از حساس

  
  

جفـت   100مثبت  نشانگر )M سويه كنترل مثبت، چاهك )1چاهك  2 شكل
هاي باليني  جدايه )7-6-5-4هاي  چاهك كنترل منفي، ستون )3، چاهك بازي

  ant(2′′)-Ia جدا شده از ادرار داراي ژن
  

 و توبرامايسـين  بـه  مقاومـت  و ant(2'')Ia ژن حضور بين
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 بيان به دارد، وجود كاملي اًتقريب ارتباط كانامايسين و جنتاميسين
 از انتشـار  هـاي  روش در كـه  هـايي  جدايه اكثر در ژن اين ديگر

 مقـاوم  كانامايسين و جنتاميسين و توبرامايسين به نسبت ديسك
 حضـور  بين داري يمعن ارتباط آماري نظر از .دارد حضور بودند
ــت و ant(2'')Ia ژن ــه مقاوم ــين ب ــين و توبرامايس  و جنتاميس

 هاي ژن حضور بين ارتباط 5 جدول در .شد مشاهده كانامايسين
 مختلـف  هـاي  فنوتيـپ  و آمينوگليكوزيد دهنده تغيير هاي نزيمآ

 كلـي  اشريشـيا  بـاليني  هـاي  جدايه در آمينوگليكوزيدي مقاومت
  .شود مي مشاهده
  
هاي مختلـف مقاومـت    و فنوتيپ AME هاي ارتباط بين حضور ژن 5 جدول

  باليني اشريشيا كلي مقاوم به آمينوگليكوزيد هاي جدايهآمينوگليكوزيدي در 
  

 ant(2'')Ia نوتيپ مقاومتف
GM, AK, N, TN, K + 

GM, N, TN, K + 
GM, TN  +
TN, K  + 

GM, TN, K  + 
TN  + 
K  + 
N  - 

GM  +
AK  - 

  
GM : جنتاميسين؛AK :  آميكاسـين؛N :   نتيـل ميسـين؛TN :  توبرامايسـين؛K :

  منفي :-؛ مثبت +:كانامايسين؛ 
  

  بحث
 و زاســـيونكلوني  جايگـــاه تـــرين شـــايع ادراري مجـــاري

 در بسـتري  بيمـاران  و جامعـه  افـراد  در باكتريـايي  هاي عفونت
 UTI عامـل  تـرين  شـايع  عنـوان  بـه  UPEC .است ها بيمارستان
 اشريشيا هاي جدايه رسد مي نظر به .است ادراري مجاري عفونت

 هـاي  ويژگـي  هسـتند  ادراري ييزا عفونت قابليت داراي كه كلي
 كلونيزاسيون در كه دهند يم نشان خود از را يمختلف ويرولانس

 بـدين  .دارنـد  نقـش  ميزباني دفاع مهار و ميزبان مخاطي سطوح
 را ادراري مجـاري  به تهاجم فرصت باكتري به توانند مي ترتيب
 است شده داده نشان .هستند استريل طبيعي حالت در كه بدهند

 را لازم و شرط پيش نقش تليال اپي سطوح به اتصال ييتوانا كه

 غيـاب  در توانـد  مـي  كـه  دارد ادراري مجـاري  اسيونكلونيز در
 هـاي  جدايـه  .شـود  UTI بـه  منجـر  اورولوژيك هاي ناهنجاري

UPEC كـه  هسـتند  اي يافته  تخصص زايي بيماري عوامل داراي 
 سـلولي،  هاي مكانيسم در اختلال ، سلول به تهاجم توان ها آن به

 را زبانمي در مضر التهابي پاسخ يك تحريك يا ها بافت به آسيب
 از يكـي  كلـي  اشريشـيا  بـاكتري  كه جا آن از .]15-11[ دهد مي
 ،اسـت  ادراري مجاري هاي عفونت كننده ايجاد عوامل ترين مهم

 عوامـل  حضـور  بـا  همزمـان  آن بيـوتيكي  آنتـي  مقاومت بررسي
  .است اهميت داراي زايير بيماري
 ميـان  در ant(2'')Iaاين تحقيق شـيوع ژن مقاومـت    در

 اشريشـيا  جدايـه  276 از آمينوگليكوزيـدي  به وممقا جدايه 71
 قلب مركز به كننده مراجعه بيماران ادراري دستگاه عفونت كلي

 هــوف وانــگ .دشــ بررســي PCR روش از اســتفاده بــا تهــران
)Vanhoof (جدايـه  897 بررسـي  با 1999 سال در همكاران و 

 خــون، از شــده جــدا )Enterobacteriaceae( انتروباكترياســه
 7/7 جنتاميسـين،  بـه  نسبت ها جدايه درصد 9/5 كردند مشاهده
 8/2 و ميسـين  نتيـل  به درصد 5/7 توبرامايسين، به نسبت درصد
 كونـگ  مطالعـه  در .]16[ دارنـد  مقاومـت  آميكاسـين  به درصد

)Kong( ــاران و ــال در همك ــه 44 روي 2006 س ــاليني جداي  ب
 آميكاسـين،  بـه  نسـبت  مقاومـت  درصـد  18/18 كلـي،  اشريشيا

 نشان را توبرامايسين به درصد 63 جنتاميسين، به درصد 82/56
 2010 درسـال  همكـاران  و )Ho( هـو  مطالعـه  طي .]17[ دادند
 بـاليني  هـاي  نمونـه  از شـده  جدا كلي اشريشيا جدايه 249 روي
 مقـاوم  جنتاميسـين  بـه  نسـبت  هـا  جدايه از درصد 3/83 انسان،
  .]18[ شدند گزارش
 بيوتيــك آنتــي ســه بــه نســبت مقاومــت حاضــر مطالعــه در

 ترتيـب  به جنتاميسين و كانامايسين توبرامايسين، آمينوگليكوزيدي،
 از مقاومـت  ايـن  .دش ـ مشاهده درصد 01/21 و 18/23 ،63/24 با

 از هـا  بيوتيك آنتي از دسته اين زيرا است برخوردار زيادي اهميت
 UPEC از ناشـي  هاي عفونت درمان در كه است داروهايي جمله
 بررسـي  ايـن  در همچنـين  .اسـت  درمـاني  و الينيب اهميت داراي

 و آميكاسـين  بيوتيـك  آنتـي  دو مقابل در تري ينيپا سطح مقاومت
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 ايـن  كـه  شد مشاهده درصد 15/6 و 62/3 با ترتيب به ميسين  نتيل
هـاي   عفونـت  درمـان  در را داروهـا  ايـن  بودن كاربرد كم موضوع

 ـ   antضور ژن حو  UPECناشي از  ذكر را در ايجـاد مقاومـت مت
ــي ــود م ــ .ش ــلاوه  هب ــ 71 ع ــي از   هجداي ــه يك ــداقل نســبت ب ح
مقاومـت نشـان    هاي آمينوگليكوزيدي مـورد مطالعـه   بيوتيك آنتي
شود كـه بـا    مقايسه بين نتايج مطالعات مختلف مشاهده مي. دادند

گذشت زمان ميزان مقاومت اشريشيا كلي به آمينوگليكوزيـدها رو  
دسـت آمـده از سـاير     ايج بـه اما تفاوتي كه در نت ؛به افزايش است

توانـد بـه دليـل     شـود مـي   مطالعات و مطالعه حاضر مشاهده مـي 
هـاي مـورد    تفاوت در منطقه جغرافيايي يا تفاوت در تعداد جدايه

  .هاي بيشتر دارد آزمايش باشد كه نياز به بررسي
ــدها در   معمــول ــه آمينوگليكوزي ــرين مكانيســم مقاومــت ب ت

ــزيمهــا توســ اشريشــيا كلــي، تغييــر آن دهنــده  هــاي تغييــر ط آن
هـا ديگـر    بيوتيـك  صورتي كه اين آنتـي  آمينوگليكوزيدها است، به

هاي رمـز كننـده    ژن]. 19[قادر به اتصال به ريبوزوم سلول نيستند 
ها توسط پلاسميد يا كرومـوزوم حمـل شـده و اغلـب      اين آنزيم

ــپوزون     ــر ترانس ــال نظي ــل انتق ــك قاب ــر ژنتي ــط عناص ــا توس  ه
)Transposons(  نتـايج حاصـل از   ]. 20[يابنـد   انتقال مـيPCR 

درصــد از  47/ 88 در ant(2)-Iaمــت مقاو  نشــان داد كــه ژن 
دسـت آمـده از مطالعـه اخيـر و      بين نتايج به. دداروجود ها  جدايه

اي كـه مطالعـات    گونـه  ساير مطالعات همـاهنگي وجـود دارد، بـه   
 درصــد از 17نشــان داد كــه  2004همكــاران در ســال  و ماينــارد
هـاي انسـاني داراي ژن    درصد از جدايـه  33 هاي حيواني و جدايه

در ايـن   ant(2)-Ia با اين وجود ژن ؛بودند aac(3)-IIaمقاومت 
 ــ ــاهده نشـ ــي مشـ ــال . ]10[ دبررسـ ــن  2007در سـ جاكوبسـ

)Jakobsen ( ،جدايه اشريشيا كلـي كـه يكـي از     120و همكاران
 و aac(3)-II ،aac(3)-IV هــاي مقاومــت بــه جنتاميســين    ژن

ant(2'')-I     بيوتيـك   را داشتند از نظر حساسـيت نسـبت بـه آنتـي
هـا   بررسي. كردندسازي در آگار بررسي  جنتاميسين با روش رقيق
هـاي   هايي كه از نظر يكي از ژن جدايه نمايانگر اين مطلب بود كه

aac(3)-IV يا ant(2'')-I  ،مثبت بودندMIC  64تـا   8در حدود 
هـايي كـه    اين در حالي است كه جدايهتند، گرم در ليتر را داش ميلي

گـرم   ميلي 512تا  32در حدود  MICبودند،  aac(3)-IIداراي ژن 
و مكانيسم اختصاصي  MICدر ليتر را داشتند كه ارتباط بين ميزان 

، امـا در  ]21[ هدد ژنتيكي مقاومت نسبت به جنتاميسين را نشان مي
 بـه جنتاميسـين  جدايـه مقـاوم    76نشـان دادنـد كـه از     2008سال 

را حمـل   aac(3)-IIaهـا ژن   جدايـه  درصد 15/63، اشريشيا كلي
  .]22[ررسي نشد ب ant(2)-Ia ها ژن پژوهش آن در كردند ولي مي

هموليزين آلفا كه نـوعي اگزوتوكسـين    اشريشيا كلي همچنين
)Exotoxin (  كنـد كـه موجـب     خارج سلولي است را توليـد مـي

همـوليزين آلفـا   . ]24، 23[ ودش ـ هاي قرمز مي متلاشي شدن گلبول
)HLY( هـا در   هاي ميزبان باعث پايداري باكتري با آسيب به سلول

نتايج بررسي توليد هموليزين نشـان  . ]25[شود  مجاري ادراري مي
هـاي   بيوتيـك  هاي مقـاوم بـه آنتـي    هجدايدرصد از  38دهد كه  مي

آمينوگليكوزيدي، قدرت توليـد همـوليزين در محـيط بـلاد آگـار      
هـاي   هجدايدرصد از  30علاوه بر اين . وي خون انسان را دارندحا

طور همزمان قدرت توليد هموليزين را در دو محيط بـلاد   همقاوم ب
  . آگار حاوي خون گوسفند و انسان نشان دادند

 همـوليزين   كننـده  توليـد  هـاي  جدايـه  اكثـر  مطالعـه  اين در
 مقاومت بررسي مورد هاي بيوتيك آنتي از يكي به نسبت حداقل
 الگـوي  و مـانوز  قند به حساسيت بين اين بر علاوه .دادند نشان

 ملاحظـه  داري يمعن ـ ارتبـاط  نيز ها هجداي بيوتيكي آنتي مقاومت
 Mannose Resistant( مـانوز  بــه مقــاوم هــاي هجدايــ .دش ـ

Hemagglutination: MRHA(  يـك  بـه  نسـبت  كـم  دسـت 
 آن نشانگر واندت مي مطلب اين .دادند نشان مقاومت بيوتيك آنتي
 كـد  هـاي  ژن و آمينوگليكوزيدي مقاومت هاي ژن شايد كه باشد
 ـ نزديك جايگاه در هموليزين و p نوع پيلي كننده  قـرار  هـم  هب
 بـه  نيـاز  موضـوع  ايـن  اثبات براي كه يابند مي انتقال و اند گرفته
   .است يبيشتر مولكولي هاي بررسي

پژوهش حاضر  با توجه به مقاومت بالاي اشريشيا كلي كه در
و فراگيـر بـودن آن در    هاي مشابه گزارش شـده اسـت   و پژوهش

هاي مقـاوم   پيشگيري از انتشار جدايه برايهاي بيمارستاني،  محيط
هاي كنترل مؤثرتر در ضد عفوني محـيط بيمارسـتان از    بايد روش

الطيف  هاي وسيع بيوتيك رويه آنتي يك طرف و كاهش مصرف بي
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به علت افزايش شيوع مقاومت  .گرفته شود از طرف ديگر در نظر
هاي مقـاوم   به آمينوگليكوزيدها، تشخيص سريع و به موقع جدايه

هـاي درمـاني مناسـب و جلـوگيري از      منظـور انتخـاب گزينـه    به
  .رسد نظر مي گسترش مقاومت امري ضروري به

  تشكر و قدرداني
اين نگارش به روح پر فتوح استاد فرزانه جناب آقاي دكتـر  

و استاد گرانمايه مرحـوم دكتـر سـعيد سـپهري      تضي ستاريمر
  .دشو تقديم ميسرشت 
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