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 ABSTRACT 
 

Background and Aim: Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) are the most common cause of urinary tract infections. The 
binding of these bacteria to epithelial cells and the formation of biofilms cause these bacteria to be further colonized and 
difficult to remove in the urinary tract. This study aimed to determine the antibiotic resistance and to evaluate the biofilm 
formation power in Escherichia coli isolated from pregnant women in the city of Karaj, Iran. 
Materials and Methods: This descriptive-analytical study was performed on 64 isolates of UPEC. Identification of these 
bacteria was determined using biochemical tests and antibiotic resistance by Kirby – Bauer method and according to the 
recommendation of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2017) guideline. The ability to form biofilms, using 
the microtiter plate method and the presence of papC and sfa genes was examined by Duplex PCR. 
Results:  Based on the results; the highest levels of resistance were related to cotrimoxazole (40.6%), and ampicillin (31.3%). 
The examination of biofilm formation by the phenotypic method also showed that of the isolates, 48.4% (strongly), 15.6% 
(moderately) and 21.8% (weakly) have biofilm formation power. Based on the obtained Duplex PCR results, 15 isolates had 
papC gene, 10 isolates had sfa gene and 9 isolates had both genes simultaneously. 100% of the isolates with both papC and 
sfa genes were able to produce biofilms.  
Conclusion:  The results showed that most UPEC causing urinary tract infections can form biofilms. Also, the abundance of 
papC and sfa genes encoding pili in these strains can act as one of the binding factors of this bacterium. 
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Introduction
Escherichia coli is the most common cause of urinary 

tract infections (UTI) in humans. Ecological status, 
ability to epithelial cell attachment, urinary lavage 
resistance, and biofilm formation are among the 
factors that make uropathogenic E. coli (UPEC) the 
leading cause of UTI in humans. This bacterium is an 

extremely diverse species that can colonize and 
persist in countless niches in animals, humans, and the 
environment (1). Some strains of E. coli can be 
distinguished from their common strains and cause 
more natural pathogenesis in the gastrointestinal 
tract, tissues, and other host organs. The diarrhea-
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causing E. coli are widely classified as extraintestinal 
pathogenic E. coli (ExPECs) (2). ExPECs strains are 
associated with human urinary tract infections. UPEC 
strains act as intracellular opportunistic pathogens 
and are superior to host sensitivity and behavior by 
using different virulence factors for colonization in the 
urinary tract (1, 2, 3). UPEC strains can colonize the 
urinary tract and bladder and cause inflammation of 
the bladder, as well as the ureter and kidneys causing 
pyelonephritis. Cell surface molecules and various 
structures involved in biofilm formation of UPEC (3). 
Biofilms are a collection of microbial cells that are 
irreversibly surface-dependent and are not destroyed 
by gentle washing (4). Besides, the tendency of 
planktonic cells to reach the surface of the mature 
biofilm causes phenotypic changes that have major 
consequences such as increased resistance to 
antimicrobial agents and resistance to host defense 
(5). More than 50% of all reported bacterial infections 
make up the biofilm. Biofilm growth of pathogenic 
bacteria often leads to infections that increase 
antibiotic tolerance and host immune responses (6). 
Bacterial attachment to uroepithelial cells allows the 
bacterium to resist the function of emptying the 
bladder and activating the message pathways in the 
host. Therefore, the attachment of bacteria to 
uroepithelial cells is an important step in the onset 
and spread of urinary tract infections, because unlike 
other bacteria, these bacteria do not wash out quickly 
(7). This binding occurs through one of the bacterial 
adhesion's called P-fimbriae, which is encoded by the 
pap or pyelonephritis associated pili gene (7). P-
fimbriae is involved in bacterial colonization of the 
upper urinary tract, attachment to the renal vascular 
endothelium, and ultimately pyelonephritis (7). 
Another important adhesin factor in this regard is S-
fimbriae, which is encoded by the sfa or S-fimbrial 
adhesion gene. The above genes are of the mannose-
resistant adenosine type and are located on an area of 
the chromosome called the Pathogenicity Islands (8). 
The pap and sfa genes are the most common genes 
encoding pili in E. coli isolated from UTI that can help 
bacterial attachment to the host tissues and form 
antibiotic-resistant biofilms. Identification of biofilm-
producing UPEC strains is important to better 
understand the pathogenicity and antibiotic 
resistance of this bacterium in UTI (9). On the other 
hand, determining the antibiotic resistance pattern of 
E. coli causing UTI in the country, to identify drugs 
effective in the initial treatment of UTI and emerging 
resistance, can be very effective in controlling the 
disease. Therefore, this study aimed to determine the 
antibiotic resistance pattern of E. coli causing UTI, 
evaluate the biofilm formation using the microtiter 
plate method, and investigate papC and sfa fimbriae 
genes using the Duplex PCR method. 

 

Materials and Methods 
Collection, Isolation, and Identification 

In this descriptive-analytical study, during 3 months 
(from February to May 2017), 100 urine samples from 
pregnant women suspected of UTI were collected 
from comprehensive health centers in Karaj, Iran. To 
isolate E. coli and ensure the purity of the samples, 
each sample was cultured on McConkey agar and 
nutrient agar medium, and the presence of E. coli was 
confirmed by routine microscopic and biochemical 
tests. 

Determination of Antibiotic Susceptibility by Disk 
Diffusion Method 

Kirby-Bauer disk diffusion method was performed to 
determine the antibiotic susceptibility of E. coli 
isolates against six different antibiotic classes in 
Mueller-Hinton agar (Merck, Germany) according to 
the CLSI recommendations (2017). The antibiotic disks 
included ampicillin (AM, 10μg), cotrimoxazole (SXT, 
25μg), ciprofloxacin (CP, 5μg), gentamicin (GM, 10μg), 
nitrofurantoin (FM, 300μg), and amikacin (AN, 30μg) 
(Padtan Teb Co, Iran). Reference strains of E. coli ATCC 
25922 were used as quality control of the antibiotic 
disks (10). 

Evaluation of Biofilm Formation in UPEC by 
Microtiter Plate Method 

In this method, a 24-hour culture of bacteria in Luria 
Bertani (LB) liquid medium was dilute as 0.5 
McFarland turbidity and pour 10 μL into 990 μL of 
sterile LB medium to prepare a 1% dilution and then 
200 µL was added to three cavities of the plate. After 
24 hours of incubation at 37°C, first, it was washed 
with saline phosphate buffer three times at pH 7.3 to 
remove the bacteria that are not connected to the 
plate wall. It is then fixed with 250 μL of pure 
methanol for 15 minutes. Then, 200 µL crystal 
violet staining 2% was added and after 5 minutes, it 
was washed with phosphate-buffered saline. After 
that, 160 µL of glacial acetic acid 33% v / v was added 
to every well, after 15 minutes of incubation of the 
plates at 37°C, the light absorption of stained wells 
was detected with a wavelength of 570 nm in the 
ELISA reader (Stat Fax - 4200). 

 The results were divided according to Table 1, 
without the ability to form biofilms (-), weak (+), 
medium (++), and high strength (+++). To increase the 
accuracy of the experiment, each sample was 
repeated three times and the average obtained was 
considered as the final result of the experiment (4). 

DNA Extraction for Duplex PCR 

The boiling method was used to extract the DNA 
content of bacterial isolates (4). After extracting the 
DNA, evaluated qualitatively and quantitatively using 
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a spectrophotometer, and electrophoresis was carried 
out on 1% agarose gel. The extracted DNA was stored 
at -70°C until further analysis. 

Duplex PCR Reaction for the Detection of papC 
and sfa Genes 

Amplification reactions were carried out in 25 µL 
volumes comprising; one microliter of target DNA (10 
ng / μL ), 12.5 μL of dye Master mix2X (CinaGen, Co., 
Tehran, Iran), 1 μL of each Forward and Revers primers 
(20 p/mol) (Forward primers for papC F 5́ -
GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3 and Revers 
PapC R 5́- ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3 and 
Forward primers for sfa F 5́- 
CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3 and Revers 
primers sfa R 5-́ CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA-3) 
and 9.5 μL double distilled water. 

Each program includes 30 cycles of PCR 
amplification under the following conditions: Initial 
denaturation at 94°C for 3 minutes, 30 thermal cycles 
including denaturation at 94°C for 1 minute, annealing 
at 59°C for 45 seconds, extension at 72°C for 1 minute 
and final extension it was 72°C for 5 minutes. The 
amplified products were visualized after 
electrophoresis on a 1% agarose gel and finally 
evaluated with a UV transilluminator. In the PCR test, 
distilled water was used as a negative control and the 
reference strain of E. coli ATCC 10536 was used as a 
positive control. 

Statistical Analysis 

The results were evaluated by Excel 2010 (Microsoft 
Office, Microsoft, Washington D.C, USA) and SPSS 
2016 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and the non-
independence test in inferential statistics to 
investigate the relationship between qualitative 
variables. P-value≤0.05 was analyzed as the 
significance level. 

Results 
Collection, Isolation, and Identification  

Based on microscopic and biochemical tests, E. coli 
was isolated from 64 (64%) samples obtained from 
patients suspected of UTI. 

Antibiotic Susceptibility Test 

The results of the antibiogram test showed that out 
of 64 isolates, 20 (31%), 26 (40%), 8 (12.52%), 5 (8.7%), 
3 (4.6%) and 2 (3.1%) isolates were resistant to 
ampicillin (AM), trimethoprim-sulfamethoxazole 

(SXT), ciprofloxacin (CP), gentamicin, nitrofurantoin 
(FM), and amikacin (AN), respectively (Table 2). 

Biofilm Formation by Microtiter Plate Method 

The results of the study showed that out of 64 
isolates studied, 31 isolates (48.4%) with high power, 
10 isolates (15.6%) with moderate power and 14 
isolates (21.8%) had biofilm formation capacity as a 
weak and only 9 isolates (14.2%) lacked biofilm 
production capacity. In other words, 85.8% of total 
isolates had the ability to biofilm formation. The 
results showed that there was high antibiotic 
resistance among bacteria with a high and moderate 
capacity of biofilm formation in comparison to 
bacteria with weak or without biofilms formation, 
however, no significant association was observed 
between antibiotic resistance and biofilm formation 
(P≤0. 05). 

 Detection of papC and sfa Genes in UPEC Isolates 
by Duplex PCR 

Detection of papC and sfa genes was performed 
using the Duplex PCR technique. Duplex PCR reaction 
on DNA extracted from E. coli isolated in this study 
showed that 15 isolates (23.44%) had papC gene and 
10 isolates (15.62%) had sfa gene and 9 isolates 
(14.06%) have both sfa and papC genes, 
simultaneously (Figure 1). Also, out of 15 E. coli 
isolates that had papC gene, 14 isolates (93.3%) had 
the ability to biofilms formation and out of 10 E. coli 
isolates that had sfa gene, all (100%) could produce 
biofilms, and all nine strains containing both genes 
could produce biofilms as well. The results of this 
study showed that the papC gene is more abundant 
among the isolates studied. The presence of papC and 
sfa genes in these bacteria and their ability to produce 
biofilms are shown in Table 3. Examination of the 
results on the relationship between the presence of 
papC gene and the ability to form biofilms showed 
that the P-value = 0.36, which is higher than 5%, 
indicating no significant relationship between the 
presence of papC gene and biofilm formation, but 
given that Cramér's V coefficient is 0.224, indicating 
that there is a weak correlation between the variables. 
Regarding the relationship between the presence of 
the sfa gene and the ability to form biofilms, the P-
value was = 0.624, which is higher than 5%, indicating 
a lack of a significant relationship between the 
presence of the sfa gene and biofilm formation, but 
considering that here too, Cramér's V coefficient was 
0.166; it showed that there is a weak correlation 
between the variables. 
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Figure 1. The results of electrophoresis of PCR products to identify genes papC (328 bp) and sfa (410 bp), wells 1, 2, 4, 5, 6, and 8 are 

positive for both genes papC (328 bp) and sfa (410 bp), and wells 3 and 7 are positive only for papC (328 bp). 

Discussion 
Uropathogenic E. coli pathotypes are responsible for 

70-90% of community-acquired UTI and 50% of 
hospital-acquired UTI (12). UPEC damages the host 
tissue by colonization and biofilm formation in the 
mucosal epithelium. The attachment of urogenital 
bacteria to the epithelial cells is usually very important 
for biofilm formation because these bacteria do not 
wash out as quickly as other bacteria (13). This 
bacterium can form intercellular aggregates similar to 
biofilm structures within the bladder epithelium; 
therefore, biofilm formation plays an important role in 
the pathogenesis of UPEC (9). The papC and sfa genes 
are the most common genes encoding pili in E. coli 
isolated from UTI that can help bind the bacterium to 
host tissues and form antibiotic-resistant biofilms. 
Identification of biofilm-producing UPEC strains is 
important to better understand the pathogenicity and 
antibiotic resistance of this bacterium in UTI. On the 
other hand, determining the antibiotic resistance 
pattern of E. coli causing UTI to identify effective drugs 
in the initial treatment of disease and the emergence 
of resistance can be important in controlling urinary 
tract infections. In different parts of Iran, several 
studies have been performed on E. coli strains isolated 
from UTI (9); however, the overall results on the 
significant and pervasive resistances or emerging 
resistances of E. coli are not available in the country. 
Also, the trend of changing the pattern of antibiotic 
susceptibility of this main pathogen of the urinary 
tract in the country is not known. Considering the 
aforementioned points, the study was done on 100 
samples of urine collected from pregnant women 
suspected of UTI, with ages between 20 and 25 years. 
Based on the results, E. coli was isolated from 64 (64%) 

samples obtained from patients suspected of UTI. 
These results show that E. coli is still the most common 
cause of urinary tract infections. In this study, the 
resistance of UPEC bacteria causing UTI to antibiotics 
was investigated. Based on the results; the highest 
levels of resistance were related to cotrimoxazole 
(40.6%), ampicillin (31.3%), ciprofloxacin (12.5%), 
gentamicin (7.8%), nitrofurantoin (4.6%), and 
amikacin (3.1%), respectively, which is consistent with 
the results of a study conducted by Mattai et al. in 
2004 (14). E. coli isolated in this study showed the 
highest sensitivity to amikacin (96.9%), which is 
consistent with the study of Abdollahi Kheirabadi et 
al., in 2012, who reported the sensitivity of E. coli 
isolated from urinary specimens to amikacin (98%) 
(15). Also, in a study conducted by Milani et al., on the 
antibiotic susceptibility of bacteria isolated from 
people with UTI, the highest resistance was to 
ampicillin (95.3%) and the lowest resistance was to 
amikacin (6.6%) (16). According to the results of this 
study, the level of resistance to ampicillin was higher 
than our findings, but in our study, most of the isolates 
were sensitive to amikacin. The results of the present 
study showed that more than 47% of the isolates were 
resistant to more than two groups of antibiotics. In a 
study conducted by Eslami et al. in Iran in 1995, 85.5% 
of isolates showed resistance to more than two 
antibiotics (17). In a study by Molina_Lopez et al., 
(2011) in Mexico City, multidrug resistance strains of 
UPEC showed similar results (18). In their study, the 
lowest resistance was to amikacin and nitrofurantoin, 
which is consistent with the results of the present 
study (18). In the study of Mansouri et al., the 
resistance to ciprofloxacin was 41%, gentamicin was 
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34.8% and cotrimoxazole was 93.5%, which has a 
higher resistance compared to the present study (19); 
this may be due to differences in geographical areas 
and sources from which the bacterium has been 
isolated. One of the factors that play a role in 
pathogenesis as well as resistance to antimicrobial 
agents is the potential of biofilm formation. The first 
step in the process of colonization or infection is the 
attachment of bacteria to the host cell. In this study, 
the strength of biofilm formation was investigated by 
the microtiter plate method, which is a standard 
qualitative method (4). 

In this study, 48.4% of the isolates were strong 
biofilm producers, 15.6% were moderately potent, 
21.8% were weak and 14.2% were not biofilm 
producers. In the study of Sevanan et al. in 2011, they 
used the biofilm formation method in the tube (Tube 
Method) and showed that 9.4% of the isolates were 
high strength biofilm producer, 34.4% of the isolates 
were moderately potent, and 40.6% of the isolates 
with weak power could produce biofilm and 15.6% 
could not produce biofilm; These results showed more 
biofilm formation compared to microtiter plate 
method (20). Rawa’a Al-Chalabi et al. also reported in 
2010 that 90% of UPEC strains can form biofilms (21). 
In a 2012 study by Ponnusamy et al., out of 100 strains 
of UPEC, 72 strains showed positive biofilm 
phenotypes, of which 17% were high strength, 19% 
were moderately potent, and 36% of the isolates were 
with weak power (22). In a study conducted by 
Katongole et al. in 2020 on 200 UPEC isolates, biofilm 
production was reported to be 62.5% (23). The results 
of this study show a slight difference compared to our 
study, which could be due to the type of method used 
to measure the biofilm and differences in the sources 
of the sample.   

In this study, the Duplex PCR method was used to 
evaluate the presence of papC and sfa genes in UPEC 
isolates. The results showed, 15 isolates (23.4%) 
carried the papC gene and 10 isolates (15.6%) had the 
sfa gene and 9 isolates (14.06%) have both sfa and 
papC genes, simultaneously. In a study by Katongole 
et al., 22% and 13% of papC and sfa genes were 
reported, respectively (23). In the study of Tarchouna 
et al., the frequency of papC was 41% and the 
frequency of the sfa / foc gene was 34% (24). In a study 
conducted by López-Banda et al. in Mexico on 108 E. 
coli isolated from women with UTI, pathogenic genes, 
and drug resistance were examined in phylogenetic 
groups, and the frequency of sfaS and papC was 
reported to be 1.9% and 62%, respectively (25). In a 
study conducted by Najafi et al. in 2017 in Bushehr, 
Iran, on 140 UPEC isolates, the frequency of the papC 
gene was 38.6% and the frequency of the sfa / foc 
gene was 0.7% (26). The prevalence of the papC gene 
was 53.3% in a study by Asadi et al., in 2014 (27). In a 

study by Abe et al., in 225 E. coli in Brazil, they 
determined the frequency of pap and sfa genes to be 
45.8% and 29.8%, respectively (28). A 2008 study by 
Grude et al. on 30 fluoroquinolone-resistant UPEC in 
Norway found that the frequency of pap and sfa genes 
was 27% and 0%, respectively (29). In the study of Tiba 
et al., which was performed in 2008 on 162 UPEC 
isolates in Brazil, the frequencies of pap, afa, and sfa 
genes were reported to be 32.7%, 27.8%, and 6.2%, 
respectively (30 ). In 2006, Arisoy et al. determined the 
frequency of pap and sfa genes to be 22.98% and 
6.21%, respectively, by examining 161 UPEC isolates 
(31). In another study performed by Fathollahi et al. 
on E. coli, isolated from various forms of UTI, the 
prevalence of pap operon was reported (32). Out of 
123 E. coli isolates collected from UTI by Karimian et 
al., 27% had pap gene and 14.6% had sfa gene (33). In 
Bahalo et al. study, the frequency of the pap gene was 
40% and the sfa gene was 30% (34). On the other 
hand, in the report of Mohajeri et al., the frequency of 
the pap gene was 20.5% and the frequency of the sfa 
gene was 21.5% (35). As shown in the results of 
various studies, in almost all of them, the amount of 
pap gene is higher than sfa gene, which is consistent 
with the results of our research, but there is also a 
difference in the mentioned percentages, which may 
be due to differences in the number of isolates, type 
of samples, location of collection, the type of primer 
and even the protocol used for PCR. In a 2018 study by 
Zamani et al. on UPEC, the relationship between 
biofilm formation potential and genes involved in the 
attachment was evaluated and it was reported that 
there is a moderate to a strong relationship between 
sfaS and biofilm formation ability in biofilm-producing 
isolates (36). However, no significant relationship was 
observed between the presence of the papC gene and 
the ability to biofilm formation (36). Also, in the study 
of Katongole et al., it was found that 50% of isolates 
containing the papC gene were able to biofilm 
formation, but 53.8% of isolates containing the sfa 
gene were able to produce biofilms (23). The results of 
the present study also showed that 14 isolates (93.3%) 
that had the papC gene, and all (100%) isolates that 
had sfa gene, could produce biofilms. Also, all 9 
isolates that had both studied genes simultaneously 
could produce biofilms. However, the results indicate 
the role of these genes in biofilm formation; the 
statistical study showed that up to the level of P-value 
≤ 0.05, there was no significant relationship between 
antibiotic resistance and biofilm formation, as well as 
between the ability to form biofilm and having papC 
and sfa genes because there were many isolates 
biofilms lacked the above genes, or although antibiotic 
resistance was higher among isolates capable of 
biofilm, a significant number were sensitive to the 
antibiotics studied despite their ability to produce 
biofilms. This confirms that; although biofilm 
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production increases antibiotic resistance in bacteria, 
drug resistance does not depend only on the presence 
of biofilm and many other factors such as the presence 
of degrading enzymes, the presence of effusion 
pumps, changes in the site of action, etc. also play a 
role in resistance. However, having fimbriae are 
effective in biofilm formation, but in addition to 
fimbriae, numerous other factors in bacteria 
(including the presence of capsules and surface 
proteins, etc.) are effective in biofilm formation, and 
these results are consistent with the results of other 
studies (1, 4, 6, 7, 8, 20, 22).  

Conclusion  
According to the results of this study, UPEC is still 

the main cause of UTI and can produce a biofilm and 
the binding power of this bacterium in this field has an 
irreversible role. On the other hand, the ability to 
create biofilms in 100% of isolates that have papC and 
sfa genes encoding fimbriae shows that fimbriae can 
play an effective role in this feature. The results also 
showed that there is a direct relationship between 
biofilm formation power and increased drug 
resistance in UPEC bacteria; Therefore, determining 

the pattern of E. coli antibiotic resistance in isolates 
obtained from UTI nationwide is very important in 
identifying effective drugs in the prevention and initial 
treatment of UTI.  
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 يهاها به سلوليباکتراین    اتصال   . عفونت دستگاه ادراري است  عامل  ترینیعشا  یوروپاتوژن اشریشیا کلی:  زمینه و اهداف
هدف از این   ی حذف شوند. سختبهبیشتر در مجاري ادراري کلونیزه و    هايباکتراین   گردد، تای م یوفیلم سبب  ب  یلتشک وتلیال  اپی 

شده از زنان باردار در  يیوروپاتوژن جداساز  اشریشیا کلیدر    تشکیل بیوفیلمقدرت    بررسی  ی وبیوتیکمطالعه تعیین مقاومت آنتی
 .بود  شهر کرج

شناسایی   یوروپاتوژن انجام شد.   اشریشیا کلیجدایه    64ي  بر روتحلیلی    – توصیفی    صورتبهاین مطالعه  :  مواد و روش کار
از تستها  يباکتراین   استفاده  آنتی وبیوشیمیایی    يهابا  مطابق توصیه موسسه    بوئر و   -بیکر روشطریق  از    یبیوتیکمقاومت 

و حضور    یکروتیترپلیتروش م استفاده از    با،  تشکیل بیوفیلم  تواناییتعیین شد.    CLSI (2017)استاندارد آزمایشگاهی و بالینی  
 . ی شدبررس  Duplex PCRروش به sfa و papي هاژن

بررسی   )، بود. ٪3/31سیلین (یآمپ) و  ٪6/40کوتریموکسازول (  بهنتایج، بیشترین میزان مقاومت مربوط    بر اساسها:  یافته
با توان ضعیف، داراي قدرت    ٪8/21  متوسط و  با توان  ٪6/15،  بالا  توان  با  ٪  4/48نیز نشان داد که    فنوتیپی  به روشتشکیل بیوفیلم  

 9و   sfa ژن  واجد  جدایه papC  ،10ژن    واجد  جدایه  Duplex PCR، 15آمدهدستبه  نتایج  اساس  تشکیل بیوفیلم دارند. بر
بودند، توانایی ایجاد بیوفیلم   sfa و  papC یی که داراي هر دو ژن  هاجدایه  ٪100  .بودندهر دو ژن    دارايزمان  طور همبهجدایه نیز  
 .  را داشتند

. رادارندي ادراري، توانایی تشکیل بیوفیلم  هاعفونتعامل    یوروپاتوژن  اشریشیا کلی  بیشتر نتایج نشان داد که:  گیرينتیجه
  ها اتصال این باکتري  یکی از عواملعنوان  بهتوانند  یم ها  در این جدایه  نیزکد کننده پیلی     sfa و papC يهاژنهمچنین فراوانی  

 .کند عمل
 Duplex PCR اشریشیا کلی یوروپاتوژن، بیوفیلم،  :هاواژه کلید
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 مه مقد     
انسان  ها عفونت ترین عامل  یع شا ،  اشریشیا کلی  ادراري در  ي 

است. جایگاه اکولوژیک، توانایی اتصال و مقاومت در برابر خاصیت  
عواملی هستند که سبب    ازجمله و تشکیل بیوفیلم،    شویندگی ادرار 

ي ادراري در  ها عفونت ترین عامل  اصلی  عنوان ، به UPECگردد تا  می 
متنوع است که توانایی    العاده فوق گونه  ین باکتري یک ا   انسان باشد. 

نیچ در  پایداري  و  شدن  در  ی ب هاي  کلونیزه  هاي  یزبان م شماري 
انسانی و محیط را   از  )1( دارد  حیوانی،  اشریشیا  هاي  یه سو . بعضی 

از  ی م   کلی  و  یه سو توانند  شوند  متمایز  خودشان  کامنسال  هاي 
ي  ها اندام   ها و زایی طبیعی بیشتر را در دستگاه گوارش، بافت یماري ب 

این   کنند.  ایجاد  میزبان  پاتوژن  یه سو دیگر  گسترده    طور به هاي 
  ي ا روده پاتوژن خارج    اشریشیا کلی اسهال زا یا    اشریشیا کلی   عنوان به 

(Extra-intestinal Pathogenic E.coli)   از  )2(شوند  ی م ي  بند طبقه .
با    UPECیوروپاتوژن یا    اشریشیا کلی هاي  یه سو ،  ها   ExPECمیان  

  UPECهاي  یه سو زایی مجاري ادراري انسان در ارتباط است.  یماري ب 
کنند و با توجه به  ی م داخل سلولی عمل    طلب فرصت پاتوژن    عنوان به 

یري فاکتورهاي ویرولانس  کارگ به حساسیت و رفتار میزبان و توسط  
کنند  ی م مختلف براي کلونیزه شدن در دستگاه ادراري برتري کسب  

توانند در مجاري ادراري و در مثانه  ی م   UPECهاي  یه سو   . )3،2،1(

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
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کنند و همچنین از طریق حالب    کلونیزه شده و ایجاد التهاب مثانه 
و    ها مولکول ها صعود کرده و باعث ایجاد پیلونفریت شوند.  یه کل به  

در   بیوفیلم  تشکیل  در  سلولی  مختلف سطح  اشریشیا  ساختارهاي 
 . )3(هستند  دخیل  یوروپاتوژن    کلی 

  طور به ي میکروبی هستند که  ها سلول ي از  ا مجموعه بیوفیلم ها  
سطح  ناپذ برگشت  به  بین  وس به و    اند وابسته یر  از  ملایم  شستشو  یله 

تمایل    ). 4( روند  ی نم  این،  بر  متصل ها سلول علاوه  غیر   ي 

(Planktonic)     کند  ی م به سطح بیوفیلم بالغ، تغییرات فنوتیپی را ایجاد
ي از قبیل افزایش مقاومت به عوامل ضد  ا عمده یامدهاي  پ که داراي  

میکروبی و مقاومت در برابر دفاع میزبان است. این تغییرات فنوتیپی  
تغییر   کلی ي  ها سلول باعث  متصل   اشریشیا  غیر  حالت  حالت    از  به 

 . ) 5( شود  ی م متصل  

از  باکتریایی  ها عفونت همه    ٪ 50  بیش  بیوفیلم    شده گزارش ي 
بیوفیلم  ی م تشکیل   رشد  به  ي باکتر دهند.  منجر  اغلب  پاتوژن  هاي 

ایمنی  ي  ها پاسخ ها و  بیوتیک آنتی شود که تحمل به  ی م یی  ها عفونت 
 . ) 6( دهد  ی م میزبان را افزایش  

 دهد ی م  اجازه  باکتري  به  تلیال اپی یورو   ي ها سلول  به  باکتري  اتصال 

 در  پیام  انتقال  مسیرهاي  شدن  فعال  و  مثانه  تخلیه  عملکرد  مقابل  تا در 

 تلیال اپی یورو   ي ها سلول  به  باکتري  اتصال  رو، ین ازا  .کند  میزبان مقاومت 

  است، زیرا  ادراري  مجاري  عفونت  گسترش  و  شروع  براي  مرحله مهم  یک 
.  ) 7(  شوند ی سرعت شسته نم به   ها، ها، این باکتري ي باکتر   یر برخلاف سا 

 که   Pفیمبریه   نام  به  باکتریایی  هاي  ین ادهس  از  یکی   واسطه به  اتصال  این 

 اتفاق  شود ی م  کد   pyelonephritis associated pili  یا   papژن   توسط 

فیمبریه  ) 7( میافتد    .P   ادراري  مجاري  در  باکتري  کلونیزاسیون  در 

 نقش  پیلونفریت  ایجاد  یتاًنها  و  کلیوي  اندوتلیوم عروق  به  اتصال  فوقانی، 

از ) 7( دارد    موضوع  این  با  رابطه  در  ادهسینی مهم  ي فاکتورها  دیگر  . 

 .شود ی م  کد   S fimbrial adhesion  یا   sfaژن   توسط  که  است   Sفیمبریه  

 اي یه ناح  روي  بر  و  بوده  مانوز  مقاوم به  هاي  ین ادهس  نوع  از  فوق  ي ها ژن 

 . ) 8( دارند   قرار  زایی یماري ب  جزیره  نام  به  کروموزوم  از 

پ   ي ها ژن   ترین یع شا   sfaو    pap  ي ها ژن  کننده  در    یلی کد 
به    توانند ی هستند که م   ي جداشده از عفونت ادرار   ي ها ی کل   یشیا اشر 

مقاوم    ي ها   یوفیلم ب   یل و تشک   یزبانی م   ي به بافت ها   ي باکتر   ین اتصال ا 
  تولیدکننده   UPEC  هاي سویه   یی بیوتیک کمک کنند. شناسا به آنتی 

بهتر    ي برا   یوفیلم ب  مقاومت    زایی بیماري درك    ین ا   بیوتیکی آنتی و 
  یین تع   ی . از طرف ) 9(   است   یت حائز اهم   ي عفونت ادرار   یجاد در ا   ي باکتر 
آمده  دست به هاي  جدایه در    ی کل   یشیا اشر   بیوتیکی آنتی مقاومت    ي الگو 

  داروهاي شناخت    ي در راستا   ، در سطح کشور   ي ادرار   ي ها عفونت   از 

  نوظهور   هاي مقاومت   یجاد و ا   ي ادرار   هاي عفونت   یه در درمان اول   مؤثر 
ا  ادرار   یع پاتوژن شا   ین در    هاي عفونت در کنترل    تواند می   ي، عفونت 
  ن ی با توجه به مطالب ذکرشده ا   بنابراین  ؛ باشد  بسیار، بااهمیت  ي ادرار 
  ی کل   یشیا اشر در    ی بیوتیک مقاومت آنتی   یزان م   یین با اهداف، تع   یق تحق 

عفونت  تشک   ی بررس   ي، ادرار   ي مجار   ي ها عامل  با    یوفیلم ب   یل قدرت 
و    papC  ي ا یمبریه ف   ي ها ژن   ررسی ب یت و  پل یتر ت یکرو استفاده از روش م 

sfa    با استفاده روشDuplex PCR   شد ها انجام  آن   ین و ارتباط ب. 

 ها روش مواد و  
نمونه از    100ي  بر رو تحلیلی    – توصیفی    صورت به این مطالعه  

تا    20که داراي سنین بین    ي باردار ها خانم مربوط به    کشت باکتري 
 انجام شد.  (UTI) مشکوك به عفونت دستگاه ادراري   سال   25

 یی: شناسا ي، جداسازي و  آور جمع 
بررسی، طی مدت   این  تا    1395سال    ماه بهمن از  ( ماه    3در 

ي باردار  ها از خانم ۀ ادرار  نمون   100) تعداد  1396ماه سال  یبهشت ارد 
ادراري   از مراکز بهداشت جامع  (UTI)مشکوك به عفونت دستگاه   ،

جداسازي    منظور به ي گردید و سپس  آور جمع سلامت شهرستان کرج  
  ها نمونه از    هرکدام ،  ها نمونه لص بودن  و اطمینان از خا   یشیا کلی اشر 
آگار و سپس بر    بر روي محیط کشت مک کانکی   ء مجزا ابتدا   طور به 

ي میکروسکوپی  ها تست روي کشت نوترینت آگار کشت داده شدند و با  
 ید شد.  تائ   اشریشیا کلی و بیوشیمیایی متداول حضور باکتري  

 دیفیوژن بیوتیکی به روش دیسک  تعیین حساسیت آنتی 
جداسازي شده    اشریشیا کلی بیوتیکی  براي تعیین حساسیت آنتی 

هاي مختلف از روش دیسک دیفیوژن یا انتشار در  بیوتیک نسبت به آنتی 
کربی  روش  به  و   - آگار  استاندارد    بوئر  موسسه  توصیه  با  مطابق 
. در این تحقیق حساسیت  انجام شد   CLSI (2017)آزمایشگاهی و بالینی  

به شش    شریشیا کلی ا   هاي جدایه   ي  ها کلاس از    بیوتیک آنتی نسبت 
شامل   کوتریموکسازول µg10  (AM)  سیلین ی آمپ مختلف،   ،  µg25  

(SXT)  ،  سیپروفلوکساسینµg5  (CP)  ،  جنتامایسینµg10  (GM)  ،
شده از  یه ته    µg30(AN)آمیکاسین  و    µg300  (FM)نیتروفورانتوئین  

ینتون  مولره شرکت پاتن طب و با روش انتشار دیسک در محیط کشت  
؛  انجام گردید   CLSI (2017)آگار (مرك المان) و بر اساس دستورالعمل  

کلی   رفرنس   ي یه سو از    و  کنترل    ATCC 25922  اشریشیا  براي 
 . )10(بیوگرام استفاده شد  هاي آنتی یسک د 

 ت یترپلیکروتیمبا روش  UPECبررسی تشکیل بیوفیلم 
ساعته باکتري در محیط مایع لوریا    24در این روش از کشت  

یکرولیتر  م   10و سپس    رقت نیم مک فارلند تهیه نموده   ابتدا   (LB)  برتانی 
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برتانی   990از آن را به   استریل    (LB)  میکرولیتر از محیط لیتر لوریا 
به  آن  از  یکرولیتر  م   200  تهیه گردد و سپس مقدار   ٪ 1ریخته تا رقت  

  24سه حفره از پلیت مخصوص کشت بافت ته صاف اضافه شد، بعد از  
مرتبه با    3  آن را درجه سلسیوس ابتدا    37ساعت انکوباسیون در دماي  

هایی که به جدار  ي باکتر داده تا    شستشو    7pH/ 3بافر فسفات سالین با  
میکرولیتر متانول خالص    250با  پلیت متصل نیستند خارج شوند. سپس  

با اضافه نمودن    فیکس گردید. آن    دقیقه   15مدت    به    200در ادامه 
یزي  آم رنگ دقیقه عمل    5به مدت    ٪ 2میکرولیتر رنگ کریستال ویوله  

صورت    شستشو و در ادامه با استفاده از بافر فسفات سالین عمل    انجام 

با   سپس  و  اسید    160گرفت  گلایسیال  است میکرولیتر    ٪ 33یک 
از    عنوان به حجمی/حجمی   بعد  پرکرده،  انکوباسیون    15حلال  دقیقه 

  شده رنگ ي  ها چاهک درجه سلسیوس جذب نوري    37ها در دماي  پلیت 
 Stat(   یدر ر نانومتر در دستگاه الیزا    570  موج طول با کریستال ویوله، با  

Fax - 4200)   .بررسی شدند 

فاقد قدرت تشکیل    صورت به )  1نتایج بر اساس جدول شماره ( 
بندي  یم تقس (+++)  بالا  و قدرت    ++) متوسط ( +)،  (   یف ضع )،  - (   لم یوفی ب 

گردید. براي بالا بردن دقت آزمایش هر نمونه سه مرتبه تکرار و متوسط  
  )4(شد  نتیجه نهایی آزمایش در نظر گرفته    عنوان به   آمده دست به 

 یکروتیترپلیت م   درروش ها بر اساس قدرت تشکیل بیوفیلم  ي باکتر بندي  یم تقس   . 1جدول  

Biofilm formation Adherence Mean OD value 

None None OD ≤ ODc 

Weak Weak ODc < OD ≤ 2 ODc 

Moderate Moderate 2 ODc < OD ≤ 4 ODc 

High Strong 4 ODc < OD 

OD    نانومتر   570موج  طول نوري نمونه مورد آزمایش در    جذب = میزان 

ODc    نانومتر   570موج  طول نوري نمونه کنترل منفی در    جذب میزان  = میانگین 

 

 Duplex PCRباکتري جهت انجام  DNAاستخراج 
محتواي   استخراج  روش  جدایه    DNAبراي  از  باکتریایی  هاي 

  ی و ف ی ک   ی اب ی ارز   ، DNAپس از استخراج  .  )4(شد  جوشاندن استفاده  
  ٪ 1ژل آگاروز    ي آن با استفاده از اسپکتروفتومتر و الکتروفورز بر رو   ی کم 

شد.   انجام    شده استخراج   DNAانجام  زمان  درجه    - 70در    PCRتا 
 سلسیوس نگهداري شدند. 

واکنش   وجود    دیتائ منظوربه  Duplex PCRانجام 
کلی  هاي جدایه در  sfaو    papCي  هاژن  شیا  شری   ا

 یوروپاتوژن
  میکرولیتر شامل یک میکرولیتر   25در حجم نهایی    PCRواکنش  

DNA   هدف   )μL  /ng20 -10  ،(μL5 /12    رنگی از    2Xماسترمیکس 
کلون،  سینا  از   μL 1شرکت  هریک    20(   وبرگشت رفت ي  ا یمره پرا از 

- PapC F 5́یکومول)( پ 

GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG-3́   و PapC R 5́- 

ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA-3́  وsfa F 5́- 

CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3́    وsfa R 5́- 

CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA-3́ (    وμL  5 /9    آب
چرخه تکثیر و تحت    30شامل    PCR  و هر برنامه   مقطر دو بار تقطیر 

سیکل    30یقه،  دق   3به مدت    C94°شرایط زیر بود. دناتوراسیون اولیه  
دقیقه، اتصال    1به مدت    C94°شامل دناتوراسیون در دماي    حرارتی 

مدت  به    C72°دماي  در  ثانیه، تکثیر   45به مدت    C59°پرایمر در دماي  
پس از    دقیقه بود.   5به مدت    C72°دقیقه و تکثیر نهایی در دماي    1

در    شد و   الکتروفورز   ،محصول حاصل از آن، Duplex PCR  اتمام مراحل 
دستگاه   با  لومیناتور   UVپایان  د  مور    (UV transluminator)  ترانس 

عنوان نمونه  به   از آب مقطر   PCRدر انجام آزمایش    ارزیابی قرار گرفت. 
عنوان  به   ATCC 25922  اشریشیا کلی   رفرنس   ي یه سو از    کنترل منفی و 

 کنترل مثبت استفاده شد. 

 آنالیز آماري 
 ,Microsoft Office)  2010ي اکسل  افزارها نرم یله  وس به ها،  یافته 

Microsoft, Washington D.C, USA)  ،SPSS 2016 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA)     از آزمون عدم استقلال در آمار ارزیابی شد و 
بین  استنباط  ارتباط  بررسی  براي  و  متغ ی  شد  استفاده  کیفی  یرهاي 

05 /0P-value ≤   تحلیل گردید   ه تجزی   داري معنی   طح عنوان س به. 
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 یافته ها 

 ي: سازخالصي، جداسازي و آورجمع
و    اساسبر    بیوشیمیایی  آزمایشات  از  حاصل  نتایج 

از    64میکروسکوپی   نمونه    100نمونه  بیماران   اخذشدهاز  از 
 ) بودند. %64( اشریشیا کلیمشکوك به عفونت ادراري آلوده به 

 بیوتیکی:  نتایج تعیین حساسیت آنتی 

 – Kirbyبیوگرام با استفاده از روش  نتایج حاصل تست آنتی 

Bauer  داد از    جداشده  ،UPECجدایه    64مجموع    از  نشان 
  سیلین ی آمپ ) مقاوم به  ٪31(  یهجدا  20ي عفونت ادراري  هانمونه 

(AM)  ،26    جدایه) کوتریموکسازول  ٪40مقاوم  به   ((SXT)  ،8  
به    )٪ 52/12(  یهجدا جدایه  5،  (CP)یپروفلوکساسین  س مقاوم 

به جنتامایسین    )8/7٪( به ٪6/4مقاوم (  جدایه  3،  (GM)مقاوم   (
(  2و    (FM)نیتروفورانتوئین   به٪1/3جدایه    (AN)  یکاسینآم   ) 

 .  )2(جدول  مقاومت بودند

 

 بائر _ی با روش کربی  بیوتیکآنتینتایج حاصل از تست تعیین مقاومت  .2جدول 

 مقاوم (%) نیمه حساس (%) حساس(%) بیوتیکآنتی هايدیسک

 6 /62 %(40 )2 /6% (4 )2 /31% (20( (AM)میکروگرم  10سیلین یآمپ

 4 /59% (38 0 )6 /40%(26( (SXT)میکروگرم  25کوتریموکسازول 

 5 /87% (56 0 )5 /12% (8( (CP)میکروگرم   5سیپروفلوکساسین 

 2 /92% (59 0 )8 /7 %(5( (GM)میکروگرم  10جنتامایسین 

 4 /95%(61 0 )6 /4% (3( (FM)میکروگرم  300نیتروفورانتوئین 

 9 /96 %(62 0 )1 /3 %(2( (AN)میکروگرم  30آمیکاسین 

 

 :تیترپلیکروتیمنتایج تست تشکیل بیوفیلم با روش 
 موردمطالعهجدایه    64نتایج حاصل از بررسی نشان داد که از  

) با توان متوسط  ٪6/15(  یهجدا  10) با توان بالا  ٪4/48جدایه (  31
عیف داراي قدرت تشکیل بیوفیلم  ض  طوربه )  ٪21/ 8جدایه (  14و  

به    .بودند) فاقد قدرت تولید بیوفیلم  ٪2/14یه (جدا  9بودند و فقط  
 .بودندها توان تشکیل بیوفیلم را دارا  یهاز کل جدا  ٪8/85ی  عبارت

باکتري نتا که  داد  نشان  توان یج  متوسط  و  بالا  توان  با  که  هاي 
تشکیل بیوفیلم را داشتند نسبت به باکتري که با توان ضعیف و یا  

بیوتیکی بیشتري فاقد توان تشکیل بیوفیلم بودند، از مقاومت آنتی 
معنی   برخوردار ارتباط  ولی  و  بودند،  دارویی  مقاومت  بین  داري 

 مشاهده نشد.   ≥ P)05/0تشکیل بیوفیلم ( 

 هايجدایه در  sfaو    papCي  هاژن بررسی وجود    نتایج

شیا کلی شری  :Duplex PCRیوروپاتوژن از  ا
 Duplexبا استفاده از تکنیک    sfaو    papي  هاژنآشکارسازي  

PCR  .انجام شد 

واکنش   انجام  روي    Duplex PCRبا  هاي   DNAبر 
در این تحقیق مشخص   جداشدههاي  یکلاشریشیا  از    شدهاستخراج

که   (  15گردید  ژن٪ 44/23جدایه  داراي   (  papC    جدایه   10و
 طوربه )  %06/14یه ( جدا  9تعداد   بودند و sfa  ) داراي ژن62/15٪(

همچنین از   .)1شکل  هستند (  papCو    sfa ي هاژنداراي    زمانهم
جدایه   14بودند،    papCکه داراي ژن    اشریشیا کلی  جدایه  15بین  

تو3/93٪( دارا  )  را  بیوفیلم  تشکیل  از    بودندانایی  جدایه   10و 
 بودند،  sfaي که داراي ژن  اشده   یوروپاتوژن جدایه  اشریشیا کلی

 جدایه  9  و تمامبودند  توانایی ایجاد بیوفیلم را    ) داراي ٪100همگی (
بودند همگی داراي    زمانهمطور  به  موردمطالعهکه داراي هر دو ژن  

این مطالعه نشان داد که ژن    توانایی ایجاد بیوفیلم نیز بودند. نتیجه
papC  فراوانی بیشتري دارد. درصد موردمطالعههاي  در بین جدایه ،

درصد توانایی ایجاد   ها وي باکتراین    sfaو    papCي  هاژنحضور  
ج در بررسی نتای  است.   شدهداده، نشان  3بیوفیلم، در جدول شماره  

و توانایی تشکیل بیوفیلم نشان    papCخصوص رابطه بین وجود ژن  
است،   %5است که چون بالاتر از     =36/0P-valueداد که مقدار  

و تشکیل  papC بین حضور ژن    دار معنی   عدم ارتباط  دهندهنشان
  0/ 224برابر    Cramér's V  بیوفیلم است ولی با توجه به اینکه ضریب

یرها وجود دارد. در  متغرتباط ضعیفی بین  داد که ای مبود، نشان  
بین وجود ژن   رابطه  نیز،   sfaخصوص  بیوفیلم  تشکیل  توانایی    و 

 دهنده نشاناست و    %5بود که بالاتر از   =P-value 624/0مقدار  
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، هست و تشکیل بیوفیلم    sfa بین حضور ژن  دارمعنی  عدم ارتباط
  166/0برابر    Cramér's V  ضریب  ولی با توجه به اینکه در اینجا نیز،

 .یرها وجود داردمتغداد که ارتباط ضعیفی بین ی م بود، نشان 

 

 

 
 papCهر دو ژن   8و  6، 5، 4، 2، 1ي هاچاهک ،  sfa (410 bp) و papC (328 bp)ي هاژنجهت شناسایی  PCR . نتایج الکتروفورز محصول1شکل 

(328 bp)  وsfa (410 bp) فقط 7و  3، مثبت و چاهک  papC (328 bp)   مثبت است 

 

 sfaو   Cpapي هاژن یکروتیترپلیت و فراوانی مبا روش  UPEC. نتایج تشکیل بیوفیلم3جدول

Negative 
Biofilm 

Formation 

Weak 
Biofilm 

Formation 

Moderate 
Biofilm 

Formation 

Strong 
Biofilm 

Formation 
No of 

Isolates 
Organism and papC, 

sfa genes 

9(14.2%) 14(21.8%) 10(15.6%) 31(48.4%) 64(100%) E. coli 

1(1.56%) 3(4.69%) 5(7.81%) 6(9.38%) 15(23.44%) papC 

0 3(4.69%) 2(3.13%) 5(7.81%) 10(15.62%) sfa 

0 2(3.13%) 2(3.13%) 5(7.81%) 9(14.06%) papC and sfa 

 

 بحث
عفونت    ٪70-90عامل    یوروپاتوژن  یکل  یشیااشر  یپپاتوتا

و    ی اکتساب  ي ادرار   ي مجار جامعه  عفونت   ٪ 50از    ي ادرار   ي هااز 
  یوفیلم، ب  یلتشک  و  شدن  یزه. کلون)12(ان است  یمارستاز ب  یاکتساب

م   یمخاط  تلیوماپیدر    یوروپاتوژن  یکل  یشیااشر بافت    یزبان به 
باکتررساند.ی م   یبآس سلول  یوروژنیتال   ي هاي اتصال   يهابه 
است   یمهم و اساس  یاربس  یوفیلمب  یلتشک  ي تلیال معمولاً برااپی

این  ز سا  هاي باکتر یرا  شسته به   هاي باکتر  یربرخلاف  سرعت 

مشابه    یسلول  ینقادر است تجمعات ب  ي باکتر  ینا   ).13(  شودینم
  ین دهند؛ بنابرا  یل مثانه تشک  تلیوماپیدرون    یوفیلم،ب  ي ساختارها

پاتوژنز    ینقش مهم  یوفیلمب  یلتشک .  )9(  کندی م   یفاا  UPECدر 
  یشیااشردر    یلیکدکننده پ   ي هاژن  ترینیع شا  sfaو    pap  ي هاژن
به اتصال    توانندیهستند که م   ي جداشده از عفونت ادرار   هاي یکل
مقاوم به    ي ها  یوفیلم بیل  و تشک  یزبانیم  ي به بافت ها  ي باکتر  ینا

  یدکننده تول  UPEC  هاي یه سو  ییشناسا  بیوتیک کمک کنند.آنتی 
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  ین ا  یبیوتیکو مقاومت آنتی   زایییماري درك بهتر ب  ي برا  یوفیلمب
  یین تع  یاست. از طرف  یت حائز اهم  ي عفونت ادرار  یجاددر ا  ي باکتر
عفونت    هاي در جدایه    یکل  یشیااشر  یبیوتیکمقاومت آنتی   ي الگو
مؤثر در درمان   ي شناخت داروها  ي کشور در راستادر سطح    ي ادرار

پاتوژن    یننوظهور در ا  ي هامقاومت   یجادو ا   ي ادرار  ي هاعفونت   یهاول
ادرار  یعشا عفونت  تواندیم  ي،عفونت  کنترل   ي ادرار   ي هادر 

  هايیهسو  ي بر رو  یراناگرچه در مناطق مختلف ا  باشد.  یتبااهم
شده است  انجام یمطالعات ي جدا سده از عفونت ادرار  یکل یشیااشر

برآ)9( اما  مقاومت   یقاتتحق  ینا  یجنتا  یکل  یند؛  مورد   ي هادر 
در سطح   یکل  یشیااشرنوظهور    ي هامقاومت   یاو    یرشاخص و فراگ

ن تغ  ین. همچنیستکشور در دسترس   یتحساس  ي الگو  ییرروند 
اصل  ینا  یبیوتیکآنتی  کشور   يادراردستگاه    ی پاتوژن  سطح  در 

 . یستمشخص ن

ا  بنابراین مطالب ذکرشده  به  توجه  اهداف،   یقتحق  ینبا  با 
آنتی   یزانم  یینتع عامل    یکل   یشیااشردر    یبیوتیکمقاومت 

 یشیا اشر  یوفیلمب  یل قدرت تشک  یبررس  ي،ادرار  ي مجار  ي هاعفونت 
 ي هاژنفراوانی      ررسی ب  و   فنوتیپیروش  به    یوروپاتوژنیک  یکل
  ین ارتباط ب  ،Duplex PCRبا استفاده روش    sfaو    pap  ي ا  یمبریهف

  ي باردار هاخانم شده از  ي آور جمعادرار    ي نمونه   100ي  بر روو  ها  آن
مشکوك به عفونت دستگاه  و    سال  25تا    20که داراي سنین بین  

 بودند، انجام شد.  (UTI) ادراري 

اساس و    بر  بیوشیمیایی  آزمایشات  از  حاصل  نتایج 
از    64میکروسکوپی   نمونه    100نمونه  بیماران   اخذشدهاز  از 

) بودند. این  %64(  اشریشیا کلیمشکوك به عفونت ادراري آلوده به  
که داد  نشان  کلی  نتایج  عامل یعشاهمچنان    اشریشیا  ترین 

 ي ادراري است.هاعفونت 

عفونت ادراري    مسبب   UPECدر این مطالعه مقاومت باکتري  
به   بر اساسموردبررسها  بیوتیکآنتی نسبت  نتایج؛    ی قرار گرفت. 

مقاومت   میزان  ترتبیشترین  مربوط  به  کوتریموکسازول    بهیب 
(ی آمپ)،  6/40٪( (س)،  ٪ 3/31سیلین  )،  ٪5/12یپروفلوکساسین 

) %1/3) و آمیکاسین (٪6/4)، نیتروفورانتوئین (٪8/7جنتامایسین (
در سال   و همکاران،   Mattaiي که توسط  امطالعه  که با نتایج  بود،  

 .)14( صورت گرفت، مطابقت دارد  2004

بیشترین    جداشده  هاي یکلاشریشیا  بررسی،  این  در 
  بامطالعه ) نشان دادند که  ٪9/96(  یکاسینآم حساسیت را نسبت به  

Abdollahi Kheirabadi   ،که حساسیت    2012ال  در سو همکاران

به هانمونه از    جداشده  هاي ی کلاشریشیا   نسبت  را  ادراري  ي 
 . )15(دارد ) گزارش نمودند مطابقت ٪98آمیکاسین (

و همکاران، در طی    Milaniهمچنین در تحقیقی که توسط  
حساسیت   2005تا   1998ي  هاسال  روي  ی بیوتیک آنتی بر 
افراد    جداشدههاي  ي باکتر بیشترین   UTI  مبتلابهاز  شد،  انجام 

) و کمترین مقاومت را به  ٪3/95( سیلینی آمپمقاومت را نسبت به  
. با توجه به نتایج این تحقیق، )16(گزارش نمودند ٪ 6/6  آمیکاسین

هاي ما بیشتر بوده سیلین نسبت به یافته ی آمپمیزان مقاومت به  
اغلب   نیز  ما  مطالعه  در  ولی  آمیکاسین   هاجدایهاست  به  نسبت 

 .دادندیت نشان  حساس

از   به   هاجدایهاز    ٪47نتایج مطالعه حاضر نشان داد، بیش 
دو از  در    موردمطالعه ها  بیوتیکآنتی گروه    بیش  بودند.  مقاوم 

 2010و همکاران، در ایران در سال     Eslamiي که توسط  امطالعه
شد   از    5/85انجام  دو   هاجدایهدرصد  از  بیش  به  مقاومت 

و    Molina_Lopez  در مطالعه  .) 17( را نشان دادند  بیوتیکآنتی 
مقاومت چندگانه در   در  2011همکاران، در سال   مکزیکوسیتی، 

 . )18( داد ی منتایج مشابهی را نشان  UPECهاي یهسو

مطالعه این  و    در  آمیکاسین  به  نسبت  مقاومت  کمترین 
مطالعات   مشابه  که  بود  و     Molina_Lopezنیتروفورانتوئین 

 . )18( است   2011همکاران، در سال 

به     Mansouri  ي مطالعهدر   مقاومت  میزان  همکاران،  و 
جنتامایسین  %41یپروفلوکساسین  س کوتریموکسازول    8/34٪،  و 
که    5/93٪ مقابود  بالاتري   بامطالعهیسه  در  مقاومت  از  حاضر 

است   که)19(برخوردار  مناطق  یم این    ؛  تفاوت  علت  به  تواند 
 است.  جداشده هاآنجغرافیایی و منابعی باشد که باکتري از 

که  عواملی  از  به    پاتوژنزدر    یکی  مقاومت  در  همچنین  و 
  . استکند قدرت تشکیل بیوفیلم  ی معوامل ضد میکروبی نقش ایفاء  

به    ي مرحله در فرایند کلونیزاسیون و یا عفونت، اتصال باکتر  یناول
است.   میزبان  به سلول  را  بیوفیلم  تشکیل  قدرت  مطالعه  این  در 

محسوب  مروش   استاندارد  کیفی  روش  یک  که  یکروتیترپلیت 
 .)4( گرفت  ی قرار موردبررسشود ی م

توانایی ایجاد بیوفیلم،    ازنظر  هاجدایهاز    ٪4/48  در این بررسی
هم    ٪ 2/14و    ضعیف  هاآن از    ٪  8/21با توان متوسط و    ٪6/15،قوي 

و همکاران،    Sevananدر مطالعه  فاقد توانایی تشکیل بیوفیلم بودند.
  (Tube Method)، از روش تشکیل بیوفیلم در لوله  2011در سال  

که   دادند  نشان  و  کردند  بالا،    باقدرت  هاجدایهاز    ٪4/9استفاده 
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متوسط،  هاجدایهاز    4/34٪ توان   هاجدایهاز    ٪6/40 باقدرت  با 
نیز فاقد توانایی ایجاد     ٪6/15توانایی ایجاد بیوفیلم و   داراي  ضعیف

بودند کهبیوفیلم  روش    ؛  با  مقایسه  تشکیل  مدر  یکروتیترپلیت 
دادند   نشان  را  بیشتري  همچنین  )20(بیوفیلم   .Rawa’a Al-

Chalabi     از    ٪90کردند که    رشگزا  2010و همکاران، در سال
 رادارند یوروپاتوژن توانایی تشکیل بیوفیلم  اشریشیا کلیهاي یهسو

، از بین  2012در سال     و همکاران،   Ponnusamy  . در تحقیق)21(
کلی سویه    100 بیوفیلم    72یوروپاتوژن،    اشریشیا  فنوتیپ  سویه 

، هاجدایه  ٪19با توان بالا،    ٪17  هاآن مثبت را نشان دادند که از بین  
و   متوسط  توان  تشکیل    وانت  با  ٪36با  بیوفیلم  دادند  ی مضعیف 

در سال  و همکاران،     Katongoleي که توسط  امطالعه  در  .)22(
یوفیلم  انجام شد، میزان تولید ب  UPECایزوله    200  و بر روي   2020

 لعهبامطا. نتایج این تحقیق در مقایسه  )23(  یدگردگزارش    5/62%
را تفاوت  کمی  که  ی منشان    ما  بکار ی م دهد  روش  نوع  تواند 

منابع    شدهگرفته  در  تفاوت  علت  به  و  بیوفیلم  سنجش  براي 
 . باشد  هانمونهجداسازي 

، براي بررسی حضور  Duplex PCRدر این مطالعه از روش  
در این   .استفاده شد  یشیا کلیاشر  sfa و  papC  ي ویرولانسهاژن

مشخص   ي   64از    )٪4/23(  یهجدا  15گردید  مطالعه  جدایه 
) نیز داراي ژن ٪6/15(  یهجدا  10و    papC، داراي ژن  موردمطالعه

sfa    حضور هر دو ژن    زمانهم   طوربه ) نیز  ٪06/14جدایه (  9بودند و  
 و  papC  و همکاران، فروانی ژن   Katongoleمطالعه    در  داشتند.

sfa  ترت د23(  یدگرد گزارش    %13و    %22یب  به  مطالعه ).   ر 

Tarchouna   و همکاران، میزان فروانیpapC  41%  ژن  و فروانی 

sfa/foc  34%    ي که  امطالعه . در  )24(شد  گزارشLópez-Banda   
  جداشده   اشریشیا کلی   ایزوله  108و همکاران، در مکزیک و بر روي  

و مقاومت   زایماري بي  هاژناز زنانی که داراي عفونت ادراري بودند،  
در   فیلوژنیک  هاگروهدارویی  آن موردبررسي  در  و  گرفت  قرار  ی 
  ید گردگزارش    % papC،  62 و فروانی ژن    sfaS،   9/1%  فراوانی ژن

  2017و همکاران، در سال     Najafiاي که توسط  . در مطالعه)25(
انجام شد، میزان   UPECجدایه    140ي  بر رو و    در شهر بوشهر ایران

فراوانی ژن   papC، 6/38%فراوانی ژن   گزارش   sfa/foc   ،7/0% و 
ژن فروانی    2014در    و همکاران،   Asadiدر مطالعه    .)26(  یدگرد

papC  ،3/53%    در)27(بود سال    Abe et alکه    ي امطالعه  .  در 
برز  ،2008 انجام   یوروپاتوژنیک  یکل  یشیااشر  225  ي وربر  یلدر 

فراوان ترت  sfaو    pap  ي هاژن  یدادند  به   ٪ 8/29و    ٪8/45  یبرا 
مطالعه )28(کردند    یینتع در  در   Grude  ي .  همکاران،  سال   و 

رو  2008 به    یوروپاتوژنیک  ی کل  یشیااشرنمونه    30  ي بر  مقاوم 
 sfaو    pap  ي هاژن  یها در نروژ مشخص شد که فراوانولونینفلوروک
  یز نو همکاران،   Tiba در مطالعه  .)29( است %0و   %27 یببه ترت

در   روي   2008سال  که  بر    ی کل  یشیااشر  جدایه  162  و 
  sfaو    pap  ،afa  ي هاژن  یفراوان انجام شد،  یلدر برزیوروپاتوژنیک  

ترت گردید    ٪ 2/6و    ٪8/27،  ٪ 7/32  یببه  در سال    . )30(گزارش 
  یکل  یشیااشرجدایه    161  یبا بررس  و همکاران،   Arisoy  یزن  2006

و    %98/22  یبرا به ترت  sfaو    pap  ي هاژن  یفراوان  یوروپاتوژنیک
 . )31نمودند ( ین مع 21/6%

و همکاران، بر روي     Fathollahiدر مطالعه دیگر که توسط  
از اشکال مختلف عفونت ادراري   جداشده  اشریشیا کلیجدایۀ    130

 تحقیق در  .)32( د  گزارش ش  ٪61را    papانجام شد، شیوع اپران  
Karimian     از شده آوري   اشریشیا کلیجدایه    123و همکاران،از 

  sfaهم داراي ژن    %6/14، و  papژن   داراي  %27ادراري، ي هاعفونت 
 % pap  ،40و همکاران، فراوانی ژن     Bahaloمطالعه   . در)33( بودند  
و    Mohajeriگزارش   در طرفی . از)34( شد  بیان    sfa  ،30%و ژن  

ژن   فراوانی  ژن    pap  ،5/20%همکاران،  فراوانی   sfa  ،5/21%و 
مختلف )35(  یدگرد گزارش   تحقیقات  نتایج  در  همانطوریکه   .
در مقایسه با ژن    papمیزان ژن    هاآندر همه    یباًتقر  شدهمشخص

sfa    در   تفاوتکه با نتایج تحقیق ما مطابقت دارد اما    هست بیشتر
نیز وجود دارد که ممکن است به دلیل تفاوت   ذکرشدهي  درصدها

نوع  هاجدایهتعداد    در و آور جمعو محل    هانمونه ،  پرایمر  نوع  ي، 
ي که امطالعهباشد. در    PCRبراي انجام    مورداستفادهحتی پروتکل  

روي    Zamaniتوسط    2018  در سال بر  که   UPEC  و همکاران 
ي دخیل در هاژنانجام شد، ارتباط بین قدرت تشکیل بیوفیلم و  

بین  که  گزارش گردید  آن  در  و  قرار گرفت  ارزیابی  مورد   اتصال 

sfaS یوفیلم ب  یدکنندهتول   هاي و توانایی تشکیل بیوفیلم، در جدایه 
  papC ی بین وجود ژنارتباط وجود دارد، ول قوي، تا متوسط ي ها

توانایی تشکیل ارتباط   و  .  )36(نشد    هي مشاهددار معنی   بیوفیلم 
  %50و همکاران، مشخص شد که     Katongole  همچنین در مطالعه

ولی    رادارندتوانایی تشکیل بیوفیلم    papCاز جدایه هاي حاوي ژن  
را داشتند    قابلیت تولید بیوفیلم  sfaاز جدایه هاي حاوي ژن    8/53%
 جدایۀ   15. نتایج مطالعه حاضر نیز همچنین نشان داد، از بین  )23(

) و از  ٪3/93جدایه (  14بودند،    papCکه داراي ژن    اشریشیا کلی
)  ٪100همگی (  بودند،  sfaکه داراي ژن    اشریشیا کلیجدایه    10

جدایه که داراي هر   9  و تمامبودند  توانایی ایجاد بیوفیلم را    داراي 
بودند همگی داراي توانایی ایجاد    زمانهم طور  به  موردمطالعهدو ژن  
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نتایج   این  اگرچه،  بودند.  ژن   دهنده نشانبیوفیلم  این  در نقش  ها 
حال و در کل، بررسی آماري نشان داد ین باااما  ؛  ایجاد بیوفیلم است

بیوفیلم  ی و تشکیل  بیوتیکآنتی بین مقاومت    ≥ P)  05/0(تا سطح  
 papCهاي و همچنین بین توانایی تشکیل بیوفیلم و دارا بودن ژن

هاي زیادي بودند ي وجود ندارد، چراکه جدایهدارمعنی رابطه    sfa و
ژن   باوجودکه   فاقد  بیوفیلم  ایجاد  یا توانایی  و  بودند  فوق    هاي 

بین  ینکه مقاومت آنتی باوجودا هایی که داراي ییجدابیوتیکی در 
ب تعداد  توانایی  ولی  بود،  بیشتر  باوجود هم    یتوجهقابلیوفیلم، 

آنتی  به  بیوفیلم  تولید  حساس  موردبررسهاي  بیوتیکتوانایی  ی 
تولید بیوفیلم   اگرچه  که؛  هستید این نکته  مؤبودند. این مطلب  

آنتی  مقاومت  افزایش  باکتري سبب  در  ولی    ،شودی مها  بیوتیکی 
مقاومت دارویی فقط به وجود بیوفیلم بستگی ندارد و عوامل متعدد  

آنزیم  ازجملهدیگري   وجود  یهتجزهاي  وجود  ي هاپمپکننده، 
افلاکس، تغییرات در جایگاه اثر و غیره در ایجاد مقاومت نقش دارد 

  مؤثرهاي کد کننده پیلی در ایجاد بیوفیلم  اگرچه ژنین  و همچن
 (ازجمله   هاي باکتر  است ولی علاوه بر پیلی عوامل متعدد دیگري در

 اندرموثهاي سطحی و...) در ایجاد بیوفیلم  ین پروتئوجود کپسول و  
، 15،  20،  22(و این نتایج با نتایج مطالعات دیگر نیز مطابقت دارد  

8 ،7 ،6 ،4،1(. 

 گیري نتیجه
مطالعه این  از  حاصل  نتایج  اساس   همچنان   UPEC  بر 

ترین عامل عفونت مجاري ادراري بوده و توانایی ایجاد بیوفیلم  یاصل
انکاري را  یرقابل غ و قدرت اتصال این باکتري در این زمینه نقش  

هاي  از جدایه  %100طرفی توانایی ایجاد بیوفیلم در    از  .هستدارا  
داراي  پیلی  sfa  و  papCي  ها ژن  که  کننده  نشان   کد  هستند 

بودن  ی م دارا  که  نقش  می   پیلی دهد  ویژگی  این  در  ي  مؤثرتواند 
داشته باشد. نتایج همچنین، نشان داد که ارتباط مستقیمی بین  

بیوفیلم تشکیل  دارویی  قدرت  مقاومت  افزایش  باکتري   و  در 
UPEC  بیوتیکیآنتی مقاومت    ي الگو  یینتع  بنابراین،؛  وجود دارد  

در    ي ادرار  ي هاعفونت   آمده ازدستهاي بهجدایهدر    یکل  یشیاراش
 هايعفونت  یهدر درمان اول مؤثر داروهاي در شناخت  ،سطح کشور

 . است بسیار، بااهمیت ي ادرار  هاي عفونت و کنترل   ي ادرار
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