
 پژوهنده )مجله پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي(

 336تا  333، صفحات 96، پي در پي 6، شماره هجدهمسال 

 3393 بهمن و اسفند

 1/4/1192 تاريخ دريافت مقاله:

 11/11/1192 تاريخ پذيرش مقاله:
 

جدا شده از  وروپاتوژني يکل ايشياشردر  لميوفيب ليعامل اتصال و تشک يبررس

 استان سمناندر  یمبتلا به عفونت ادرار مارانيب
3، الهه تاج بخش3*يني، زهرا ام3يمانيارباب سل لايناز

 

 

 دامغانواحد دامغان،  ،یدانشگاه آزاد اسلام ،یشناس کروبیگروه م .1

 دواحد شهرکرد، شهرکر ،یدانشگاه آزاد اسلام ،یشناس ستیگروه ز .2

 چکيده
یوروپااتونن   اشرشیا کلی های بیمارستانی است که از کلونیزه شدنترین عفونتهای دستگاه ادراری یکی از شایععفونت سابقه و هدف:

اشریشایا کلای   تعیاین تشاکیب بیاوفیل      ،رساند. هدف از این مطالعهو به بافت میزبان آسیب می شدهدر اپیتلیوم مخاطی میزبان ناشی 
  .آن در بیماران مبتلا به عفونت ادراری است سنجش قدرت اتصالی )هیدروفوبیسیتی( و یوروپاتونن

 بیاوتیکی آوری شد. مقاومات آنتای  نمونه از کشت باکتری بیماران مشکوک به عفونت دستگاه ادراری جمع 111تعداد  ها:مواد و روش

باا روش   ،مورد بررسی قرار گرفات. تشاکیب بیاوفیل  ایان بااکتری      Kirby-Bauerبا استفاده از روش  یوروپاتونناشریشیا کلی باکتری 

میزان هیدروفوبیسایتی ساطس سالول     ،روش هیدروکربن اکتاناستفاده از میکروتیترپلیت انجام شد. به منظور بررسی اتصال باکتری، با 

   .تسی قرار گرفرمورد بر، اشریشیا کلی یوروپاتونن

 عنوان اشریشایا کلای یوروپااتونن   نمونه به  01 ،مورد بررسی به کمک روش های بیوشیمیایی متداول ینمونه 111از مجموع  ها:يافته

 .شناسایی شدند

تواناایی تشاکیب بیاوفیل  را دارد. در ایان      %21باا هیدروفوبیسایتی    ،اشریشیا کلی یوروپاتونننتایج نشان داد که باکتری : گيرینتيجه

    .فاقد این قدرت بودند %4 فقطو  هبرای تشکیب بیوفیل  داشت ییقدرت بسیار بالا %01 ،میان

 

 ، تشکیب بیوفیل اشریشیا کلی یوروپاتوننهای دستگاه ادراری، عفونت واژگان کليدی:

 لطفاً به این مقاله به صورت زیر استناد نمایید:
Arbab Soleimani N, Amini Z, Tajbakhsh E. The study of attachment factor and biofilm formation of uropathogenic 

Escherichia coli isolated from patient with urinary tract infection of Semnan Province. Pejouhandeh 2014;18(6):332-336. 
 

 3مقدمه
باسیب گرم منفای در فلاور    یگونه ترین، شایعاشریشیا کلی

توانایی کلونیزه شدن و پایاداری در   مدفوعی است. این باکتری

بعضای از   .(1) هاای حیاوانی، انساانی و م ایط را دارد    میزبان

 خاود هاای کامنساال   توانند از سویهمی کلی اشرشیاهای سویه

 در یتار و جادی  زایای طبیعای بیشاتر   بیمااری  شاده، متمایز 

های میزبان ایجااد کنناد.   اندامسایر ها و بافت ،دستگاه گوارش

 اشرشایا کلای  به طور گسترده به عنوان  ،های پاتونناین سویه

-Extra) ایپاااتونن خااارد روده کلاای اشرشاایا زا یااااسااهال

intestinal Pathogenic E.coli; ExPEC) بناادی طبقااه

اشرشیاکلی های ، سویهExPECهای باکتریاز میان  شوند.می

                                                 
دانشاگاه آزاد   ،یشناسا  کروبیگروه م ؛زهرا اميني ل مکاتبات:وؤمس نويسنده*

 پستتت الکترونيتت : ؛ (1212) 1244021: تلفاانواحااد دامغااان،   ،یاساالام
Zahra_amini_63@yahoo.com 

باااا  (Uropathogenic E.coli; UPEC) یوروپااااتونن

باه   UPECهاای  در ارتباط اسات. ساویه   ،انیزایی انسبیماری

و باا توجاه باه     کارده عنوان فرصت طلب داخب سالولی عماب   

حساسیت و رفتار میزباان و توساط باه کاارگیری فاکتورهاای      

برتری  ،برای کلونیزه شدن در دستگاه ادراری ،ویرولان مختلف

 (.   1و  2) کنندکسب می

هاای  تارین عفونات  یکی از شایع ،های دستگاه ادراریعفونت

در اپیتلیاوم   UPEC بیمارستانی اسات کاه از کلاونیزه شادن    

 رسااند و به بافت میزبان آسیب مای  شدهیزبان ناشی مخاطی م

(4). UPEC شدهتواند در مثانه کلونیزه می ،در مجاری ادراری 

از  ، قادر اسات همچنین .کند (Cystitis)و ایجاد التهاب مثانه 

 هااا صااعود کاارده و پیلونفریاات   طریااح حالااب بااه کلیااه   

(Pyelonephritis) (. 1) ایجاد کند 
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هاا  در ایجاد بیمااری توساط بااکتری   اتصال، اولین مرحله 

زا باید ابتدا به سطوح مخاطی های بیماریاست. تمام باکتری

و سپس با فاکتورهاای ویارولان خاود در     شدهمیزبان متصب 

برابر عوامب ضد اتصالی نظیر سیست  ایمنی مقابلاه و پاس از   

بیماری ایجاد  ،های خودتهاج  به داخب بدن و ترشس فرآورده

باا ساطوح اناواع    دارناد  تمایاب   ،هاا بسیاری از باکتری کنند.

. این اتصال به ساطوح  ، ارتباط برقرار کنندهای میزبانیسلول

هاای میزباانی نظیار    توان گاهی با آگلوتینه شدن سلولرا می

هااا بااین باااکتری ،هااا نشااان داد. در ایاان حالااتاریتروساایت

ها کتریبادر بسیاری از موارد، دهند. پب تشکیب می ،هاسلول

چسابیده و   ،هاا باه ویا ه مخااط    ،هاها یا بافتبه سطس سلول

 .(1) دهندکلنی تشکیب می

یکای   ،های میزبانبرای متصب شدن به بافت  UPECتوانایی

را در  UPECاز فاکتورهااای برتااری اساات کااه کلونیزاساایون  

 مانناد کند. چندین فاکتور ساط ی  دستگاه ادراری تسهیب می

هاای اتوترانساپورتر، کاورلی،    تانک، پیلی یا فیمبریه، پاروتیین 

 در تشاکیب بیاوفیل   ، جنسای  F ساکارید و پیلیتولید اگزوپلی

 (.0دخیب هستند )

اشریشایا کلای   تعیین تشکیب بیاوفیل    ،هدف از این مطالعه
آن در  ، سنجش قادرت اتصاالی )هیدروفوبیسایتی(   یوروپاتونن

 .ادراری استبیماران مبتلا به عفونت 

 

 هامواد و روش
از بیماران  ،استفاده شده در این بررسی اشرشیا کلیباکتری 

های سطس اساتان  مبتلا به عفونت مجاری ادراری از بیمارستان

های کشت مورد استفاده شاامب  آوری شد. م یطسمنان جمع

نوترینت آگاار، ماولر هینتاون آگاار      (EMB) ائوزین متیلن بلو

(MHA) ،BHI broth    لوریاا برتاانی بارا ، (LB broth) ، از

بیاوتیکی  های آنتای آلمان تهیه گردید. دیسک Merckشرکت 

 بیااوتیکی شااامباسااتفاده شااده باارای بررساای مقاوماات آنتاای

، AN(30g) آمیکاسااااین، AM(10µg)ساااایلین آمپاااای

،جنتامایساااااین SXT(1.25/23.75µg)کوتریموکساااااازول 

GM(10µg) سیپروفلوکسازین ،CP(5µg)   و نیتروفورانتاوئین

FM(10µg) ،نداز شرکت پادتن طب تهران خریداری شد. 

نمونه از کشات ادراری افاراد مباتلا باه عفونات       111تعداد 

به منظاور جداساازی    ،سپس ند.آوری شدمجاری ادراری جمع

هاا، هار کادام از    و اطمینان از خالص بودن نموناه  اشرشیا کلی

آگار و  EMBابتدا بر روی م یط کشت  ،ها به طور مجزانمونه

و باا   هسپس بار روی م ایط نوترینات آگاار کشات داده شاد      

، سایمون  TSI، SIMنظیار  های بیوشیمیایی متاداول  آزمایش

ییاد  أت اشرشیا کلیسیترات و اوره برای انتروباکتریاسه، باکتری 

باا روش گلیسارول    ،اشریشیا کلی ییید شدهأهای تشد. سویه

درجااه  21سااازی ) در فریاازر منهااای یاارهاسااتوک باارای  خ

 ، ماورد تاا در آزمایشاات دیگار    ندگاراد ( نگهاداری شاد   سانتی

 قرار گیرند.استفاده 

از روش دیساک پلیات    ،بیاوتیکی مقاومت آنتای برای تعیین 

Kirby-Bauer ( ابتدا کشت تازه1استفاده شد .)ساعته  24 ی

از باکتری در م ایط کشات نوترینات آگاار تهیاه و ساپس از       

 یهای ظاهر شده بر ساطس م ایط کشات سوسپانسایون    کلنی

( تهیاه  cfu ml  8111/1-1معادل استاندارد نی  مک فارلند )

  MHAم یطوی راز هر باکتری  ،کمک سوآپ استریب هشد. ب

رطوبات  دقیقه که  1کشت داده شد. پس از  ،صورت متراک ه ب

های ها جذب م یط شد، دیسکناشی از سوسپانسیون باکتری

به کمک پنس استریب  ،بیوتیک مورد نظر برای هر باکتریآنتی

 ،پلیت یهر دیسک از دیگری و نسبت به لبه یبا رعایت فاصله

های حاوی باکتری باه  قرار داده شد. پلیت MHAروی م یط 

گرماگاذاری  گاراد،  درجه سانتی 10دمای ساعت در  24مدت 

و باا   گیاری انادازه  ،های عدم رشدهاله ،شدند. پس از این مدت

 (.  0) شدند بررسی ،هابیوتیکجدول استاندارد آنتی

از روش میکروتیتاار  ،UPECبررساای تشااکیب بیااوفیل   در 

ابتدا یک لوپ پار از کلنای بااکتری باه      .(8)پلیت استفاده شد 

تلقایس و ایان    (LB) برتاانی لیتر لوریاا  میلی 1یک لوله حاوی 

 یدرجااه 10ساااعت در دمااای   24تااا  18لولااه بااه ماادت  

از گذشت این مادت و فعاال    پسگرماگذاری شد.  ،گرادسانتی

لیتر از سوسپانسیون باکتری برداشاته  میلی 1ها، شدن باکتری

، LBلیتار م ایط اساتریب    میلای  11لوله آزمایش حاوی  بهو 

هااای میکرولیتاار در داخااب چاهااک 211 ،تلقاایس شااد. سااپس

فقاط م ایط    ،میکروتیتر پلیت ریخته شاد. در چاهاک شااهد   

 10سااعت در   24و به مادت  قرار داده شد LBکشت استریب 

م تاوی داخاب    ،ساپس  شاد.  گرماگذاری ،گرادسانتی یدرجه

بار با سرم فیزیولونی  1ها خالی و شستشوی چاهک ،هاچاهک

باه شادت تکاان داده شادند تاا       هاا استریب انجام شاد. پلیات  

  %90میکرولیتر اتانول  211های غیر متصب حذف شوند. سلول

. بعاد از  شاوند هاا تثبیات   ها اضافه گردید تاا سالول  به چاهک

هااا تخلیااه و در دمااای دقیقااه، م توبااات چاهااک 11گذشاات 

 211هاا باا   ها خشاک گردیاد. چاهاک   سطس پلیت ،آزمایشگاه

 ،دقیقاه  1باه مادت    (CV) %2میکرولیتر از کریساتال ویولاه   

ها با آب شاهری باه   دقیقه ، چاهک 1آمیزی شدند. بعد از رنگ

به عنوان  %11میکرولیتر اسید استیک  211آرامی شسته و  با 

ها در دمای دقیقه انکوباسیون پلیت 11بعد از  .پر شدند ،حلال
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های رنگ شاده باا   جذب نوری چاهک ،گرادسانتی یدرجه 10

توساط دساتگاه    ،ناانومتر  492طاول ماود   کریستال ویوله در 

ELISA Reader  .خوانده شد 

از هیدروکربن اکتان، ، UPECبرای بررسی هیدروفوبیسیتی 

 ،ابتدا استفاده شد.، (MATH) به عنوان یک سطس مورد اتصال

هاای حااوی م ایط    ساعته از بااکتری در لولاه   21تا  18کشت 

تهیاه و  ی سانتیگراد، درجه 10کشت لوریا برتانی برا  در دمای 

 یهاا باه وسایله   هاای بااکتری، لولاه   آوری سلولبه منظور جمع

ی درجاه  21دماای  در ،  rpm 1111 دستگاه ساتنریفیون با دور

 دقیقه سانتریفیون شدند.   11به مدت  گراد،سانتی

 باافر فسافات   ،حاصاب مایع رویی خاارد و باه رساوب    سپس، 

(PBS) سوسپانسیونی باا کادورت معاادل     ،اضافه شد. از رسوب

لیتار از  میلای  1/1 ،بعاد  یمک فارلند تهیه شاد. در مرحلاه   1/1

جاذب ناوری   ی کووت منتقب و برداشته و به لوله ،سوسپانسیون

باه   ،نانومتر خوانده شد. این جاذب ناوری   041طول مود  آن در

 گزارش گردید. Aعنوان جذب نوری اولیه یا 

بااه هاار   ،از هیاادروکربن اکتااان  لیتاارمیلاای 1/1سااپس 

 ،ثانیااه بااا دور متوسااط 121بااه ماادت  سوسپانساایون اضااافه و

دقیقاه در یاک م اب بادون      11هاا باه مادت    ورتکس شد. لوله

حرکت قرار داده شد تا فاز آبی و آلی از ه  جادا شاوند. ساپس    

خوانده شد و باه   ،نانومتر 041 طول مود ی درجذب نوری فاز آب

ثبت گردید. نتاایج حاصاله باه صاورت      Bعنوان جذب ثانویه یا 

هااای باااکتری بااه  درصااد هیدروفوبیساایتی یااا اتصااال ساالول  

 (.  9)، م اسبه گردید 1ا استفاده از فرمول ب ،هیدروکربن اکتان

 

      
100




A

BA
 درصد هيدروفوبيسيتي 

 .3فرمول 

 

 ها يافته
جادا   ینموناه  111های بیوشایمیایی بار روی   پس از تست

اشریشایا  نموناه   01 ،شده از بیماران مبتلا باه عفونات ادراری  
 جدا شد.   کلی

دیساک پلیات   بیوتیکی که به روش در بررسی مقاومت آنتی

Kirby–Bauer هاا مقااوم   از ایزولهمورد(  11) %02 انجام شد

  مقااوم باه کوتریموکساازول،    (ماورد  11) %42سیلین، به آمپی

 (ماورد  11) %18مقاوم به سیپروفلوکساازین،   (مورد 10) 22%

مقاوم به نیتروفورانتاوئین   (مورد 1) %4مقاوم به جنتامایسین، 

ها نسبت به آمیکاساین حساسسایت نشاان    بودند و تمام ایزوله

 .  دادند

باا اساتفاده    E. coli یکیوتیبیمقاومت آنت یالگو، 1در جدول 

 ، نشان داده شده است.Kirby-Bauerاز روش 

 

 .بوئر-با استفاده از روش کربي  E.coliوتيکي يب: الگوی مقاومت آنتي3جدول 
 

 هاآنتي بيوتي 
 مقاوم

 )تعداد( درصد

 نيمه حساس

 )تعداد( درصد

 حساس

 )تعداد( درصد

 24( 11) 4( 4) 02( 11) سيلينآمپي

 18( 41) 1( 1) 42( 11) کوتريموکسازول

 08( 14) 1( 1) 22( 10) سيپروفلوکسازين

 82( 10) 1( 1) 18( 11) جنتامايسين

 90( 00) 1( 1) 4( 1) نيتروفورانتوئين

 111( 01) 1( 1) 1( 1) آميکاسين

 

هاااای از میاااان بااااکتری  ،در بررسااای تشاااکیب بیاااوفیل  

قادرت   %10قدرت بسایار کا ،    %21 ،بیوفیل  یدهندهتشکیب

بارای اتصاال و تشاکیب     ییقادرت بسایار باالا    %01 ومتوسط 

فاقد قدرت تشاکیب   %4 ،از بین آنها ،بیوفیل  داشتند. همچنین

 هیدروفوبیساایتی باااکتریمیاازان (. 1)شااکب  بیااوفیل  بودنااد
UPEC  با آزمون اتصال میکروبی به هیادروکربن (MATH) ،

 بود. 21%

 

 
 

 .ميکروتيتر پليتبا روش  UPECتشکيل بيوفيلم  :3شکل
 

 بحث
، بیشاترین  اشریشیا کلی یوروپااتونن باکتری  ،در این مطالعه

سایلین و کمتارین   بیاوتیکی را نسابت باه آمپای    مقاومت آنتی

با برخی  ،حساسیت را نسبت به آمیکاسین نشان داد. این نتایج

 2111مطالعات دیگر مشابه بود. میلانای و همکااران در ساال    

بیشترین مقاومت را نسابت   ،هااز ایزوله %1/91نشان دادند که 

و  (%0/0) سیلین و کمترین مقاومات را باه آمیکاساین   به آمپی

با توجه به نتایج این ت قیح،  .دارند (%2/11سیپروفلوکسازین )

هاای ماا بیشاتر    سیلین نسبت به یافتاه میزان مقاومت به آمپی
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 دریافتناد  2111(. منصوری و همکاران در سال 11) بوده است

مایساین  ا، جنت%41که میازان مقاومات باه سیپروفلوکساازین     

( که در مقایسه باا  11) است %1/91و کوتریموکسازول  8/14%

 . ایان امار،   است بوده از مقاومت بالاتری برخوردار ،ما یمطالعه

تواند به علت تفاوت مناطح جغرافیاایی و مناابع جداساازی    می

و همکارانش در  Mattaiای که توسط در مطالعهباکتری باشد. 

دسات  ه نتایج مشابه این مطالعاه با   ،صورت گرفت 2114سال 

 جدا شده در این بررسای،  اشریشیا کلی هایباکتری (.12) آمد

 .بیشااترین حساساایت را نساابت بااه آمیکاسااین نشااان دادنااد 

اشریشایا  ، حساسایت  2111خیرآبادی و همکاارانش در ساال   
، را نسبت به آمیکاسین های ادراریهای جدا شده از نمونهکلی

 گزاش کردند. 98%

 ،از نظر توانایی تشکیب بیاوفیل   هاایزوله %01در این بررسی 

 2112و همکااران در ساال    Ponnusamyبسیار قوی بودناد.  

از نظر توانایی تشاکیب بیاوفیل  بسایار     %0/21نشان دادند که 

میزان تشاکیب   حاضر،که در مقایسه با ت قیح  (4) قوی بودند

تواناد باه   مای . ایان مساأله   نشان دادنداز خود  یبیوفیل  کمتر

ی بیوتیکعلت پایین بودن سطس بهداشت، افزایش مقاومت آنتی

اربااب سالیمانی و همکااران،    ها باشد. و منابع جداسازی نمونه

 روپاتوننیو اشریشیا کلیمیزان هیدروفوبیسیتی  ،ت قیقیطی 

ه (، کاه در مقایساه باا نتاایج با     11) گزارش کردند %01/11 را

 .دهاد درصد بالاتری را نشان مای حاضر، دست آمده در ت قیح 

Alhaji    میاااانگین درصاااد   2111و همکااااران در ساااال ،

(. دلیب اصالی  14) م اسبه کردند %90/04هیدروفوبیسیتی را 

تواناد تفااوت   مای  ،حاضار  یتفاوت این دو ت قیاح باا مطالعاه   

 ای، سطس بهداشت و منابع جداسازی باکتری باشد.  منطقه

نتایج حاصب از این بررسی نشاان داد کاه تشاکیب بیاوفیل      

بیااوتیکی در باعااا ایجاااد مقاوماات آنتاای   UPEC باااکتری

شااود. عفوناات دسااتگاه ادراری ماای یهااای ایجادکنناادهسااویه

، اشریشیا کلای یوروپااتونن  باکتری مشخص شد که  ،همچنین

 ،ل بااه سااط ی نظیاار هیاادروکربن اکتاااندارای قاادرت اتصااا

 باشد.  می

پیشانهاد   ،تربرای دستیابی به اطلاعات جامع و ارزیابی دقیح

هاای  عفونات  یشود که دیگر عوامب باکتریایی ایجاد کنندهمی

های دخیب در تشکیب بیاوفیل   ادراری در انسان، همچنین نن

پیشاگیری از  این باکتری مورد مطالعه قرار گیارد و نیاز بارای    

هاا، بررسای حساسایت    مقاومت این باکتری به آنتای بیوتیاک  

در دسااتور کااار  ،بیااوتیکی قبااب از تجااویز دارو و درمااانآنتاای

 های تشخیص طبی قرار گیرد.آزمایشگاه
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