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OmpF هايي مانند باشد كه جذب فلوروكينولونهاي گرم منفي ميهاي غشاي خارجي باكترييكي از پروتئين
 به عنوان يك مكانيسم ompFبنابراين تنظيم بيان ژن . كندسيپروفلوكساسين به داخل سلول باكتريايي را تسهيل مي

 هايو موتان gyrAهاي در موتان ompFيان ژن هدف اين تحقيق سنجش ب. موثر در مقاومت ضد ميكروبي است
هاي كم و متوسط براي سيپروفلوكساسين و MICهاي فوق با در موتان ompFبيان ژن . بود gyrA marRمضاعف 

 نتايج حاصل از واكنش. در زمان واقعي سنجش شد PCRبا روش  MG1655تتراسيكلين در مقايسه با تيپ وحشي 
PCR داري را بين ميزان بيان ف معنيدر زمان واقعي، اختلاompF مقاومت  .ها و تيپ وحشي نشان نداددر موتان

  .نشد ompFهاي بررسي شده باعث كاهش بيان ژن پايين و متوسط به سيپروفلوكساسين و تتراسيكلين در موتان
 

 هاي كليدي واژه
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ها ممكن است مقاومت به داروهاي ضد باكتريايي را از باكتري
هاي متنوعي نظير تغيير پروتئين هدف عامل ضد طريق مكانيسم

 ،)جيراز DNAآنزيم  GyrAمانند تغيير در زير واحد (باكتريايي 
كاهش بيان يا تغيير در كانال پروتئيني خارج سلولي وارد كننده 

هاي و افزايش بيان پمپ) E. coli در OmpF مانند(دارو به سلول 
 .Eدر  AcrAB-TolCمانند پمپ ( خارج كننده دارو از سلول 

coli (بروز دهند )2003 Ruiz(.  
ها، است كه فعاليت يكي از انواع فلوروكينولون 1سيپروفلوكساسين

دارد  E. coliهاي گرم منفي نظير اي در مقابل باكتريگسترده
)2003 Ruiz .( باكتري از اهداف سيپروفلوكساسين در سلول يكي

اتصال اين آنتي  .است )IIتوپوايزومراز (جيراز  DNAآنزيم 
باعث مهار فعاليت  DNAجيراز متصل به  DNAبيوتيك به آنريم 

ميل تركيبي  اموتاسيون در زيرواحدهاي جيراز ظاهر .شودآنزيم مي
 Barnard and). بردها را كاهش و يا از بين ميآن به فلوروكينولون

Maxwell 2001) . پورينOmpF  كانال پروتئيني غير اختصاصي
هايي مانند باشد كه ورود مواد غذايي و آنتي بيوتيكمي

ژن كد micF . كندها را به درون سلول تسهيل ميفلوروكينولون
هاي و باكتري E. coliآنتي سنس است كه در  RNAكننده يك 

را پس از رونويسي،  ompFشود و بيان خويشاوند آن يافت مي
 Frost and)( كندهاي محيطي، كنترل ميتنشهنگام مواجه شدن با 

Delihas 2001  . اپرون marRABهايي بيوتيكبه آنتي در مقاومت
. نقش دارد 3ها و تتراسيكلين، فلوروكينولون2مانند، كلرامفنينكل

و يك فعال كننده  MarRيك مهاركننده به نام  ،وناين اپر
. (Alekshun et al. 1997) كندرا كد مي MarA رونويسي به نام

. شودجلوگيري مي marOبه اپراتور  MarRطي دو مسير از اتصال 
دومين و  marRدر  كنندههاي غير فعالاولين مسير وقوع موتاسيون

ات متنوع نظير مسير در معرض قرارگيري باكتري با تركيب
-مي MarRكلرامفنيكل و تتراسيكلين است كه باعث مهار فعاليت 

مانع ورود  Cohen et al. 1993; Seone et al. 1995)( .MarAشود 
و به عبارتي كاهش غير  micFتركيبات سمي، از طريق بيش بيان 

تاثير كاهش  .شودمي) micFواسطه ه ب( OmpFمستقيم پورين 

                                                            
1 Ciprofloxacin  
2 Chloramphenicol  
3 Tetracycline  

قبلا گزارش  E. coliبيوتيكي در مقاومت آنتي در ايجاد ompF بيان
   .)Kishii and Takei 2009( شده است

هاي در نمونه ompFهدف اين تحقيق بررسي ميزان بيان ژن 
مقاوم به  gyrA marRو موتان مضاعف  gyrAموتان 

هاي تيپ در مقايسه با نمونهو تتراسيكلين سيپروفلوكساسين 
  .بود 4عيدر زمان واق PCRوحشي، با روش 

با مقاومت پايين به  gyrAهاي در اين تحقيق از موتان
استفاده  W49و  W25  ،W26موتانسه سيپروفلوكساسين شامل 

. Pourahmad and Mohiti 2010; Pourahmad et al. 2012)(شد 
 RE16 )Pourahmadو  RE6هاي حاصل از آنها همچنين كلون

and Ebadi 2013( رفتند نيز مورد استفاده قرار گ)1جدول .(
ها جزو انواع اين كلون ،بندي از پيش تعريف شدهبراساس تقسيم

با مقاومت متوسط به سيپروفلوكساسين و تتراسيكلين هستند 
)George and Levy 1983; Kishii and Takei 2009(.  سويه

MG1655 از  .به عنوان سويه كنترل مورد استفاده قرار گرفت
 هاتتراسيكلين جهت كشت موتان µg/ml 5مايع حاوي  LBمحيط 

نانومتر  650ها در طول موج نمونه ODپس از اينكه  ،استفاده شد
 از محلول .استفاده شدند RNAشد، براي استخراج  6/0برابر 

براي  RNeasy Protect Bacteria Kitكيت 5RNAمحافظ 
طبق دستورالعمل آن استفاده  RNAجلوگيري از تخريب سريع 

) كياژن( RNeasy mini Kit دستورالعمل كيتسپس مطابق . شد
 DNAهاي جهت حذف آلودگي. انجام شد RNAاستخراج 

 زطبق دستورالعمل كيت فرمنتا DNaseتيمار كروموزومي فرايند 
)DNase I, RNase- free (روي نمونه RNA  استخراج شده انجام

بازاي  10Xبراي اين منظور از يك ميكروليتر آنزيم و بافر . شد
در حجم نهايي ده ميكروليتر از آب عاري از  RNAميكروگرم  يك

 جهت تكثير يك ژن ضروري PCRاز واكنش . نوكلئاز استفاده شد
rpsl  و براي بررسي صحت فرايند تيمارDNase  و اطمينان از

جذب و  استفاده شد RNAدر نمونه حاوي  DNAعدم آلودگي به 
ها با دستگاه نهو ميزان خلوص آن در هر يك از نمو RNAغلظت 

نانومتر بررسي  260در طول موج  UV/Visibleاسپكتروفتومتر 
  . شد
  

                                                            
4 Real-time PCR    
5 RNA protect bacteria reagent  
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  .هاكنترل و موتان مشخصات فنوتيپي و ژنتيكي سويه - 1جدول 

كلرامفنينكلMIC ژنتيكي خصوصيات
)µg/ml(  

MIC  تتراسيكلين
)µg/ml(  

MIC  سيپروفلوكساسين
)ng/ml(  

/ موتان/ سويه
 كلون

 MG1655 35 3 4 تيپ وحشي

، ) GyrA )Ser83→ Leu در  موتاسيون داراي وحشي تيپ از شده جدا موتان
MarR  )Met74→ Thr (  

5 4 75 W25 

 GyrA)Ser83→ Leu( 5 4  75  W26 در موتاسيون داراي وحشيتيپ از شده جدا موتان

و)GyrA)Ser83→ Leuدر موتاسيون داراي تيپ وحشي از شده جدا موتان
  marO اپراتور در بازي تجف20تكرار 

5 5  625  W49 

 RE6  1000  45 45 هابا همان موتاسيون W25كلون حاصل از 

 RE16  1000  30 40 هابا همان موتاسيونW49  كلون حاصل از

  
  .در زمان واقعي PCR مورد استفاده در واكنشهاي آغازگرويژگي  -2 جدول

  )جفت باز( اندازه محصول ژن ('3 − '5) ترتيب توالي  آغازگرنوع 
  ACTTACGAGCAGATCAAAGC gapA 170  (F)رفت 

    AGTTTCACGAAGTTGTCGTT (R)برگشت 
 CGTACTTCAGACCAGTAGCC ompF 209 (F)رفت 

    GAACTTCGCTGTTCAGTACC  (R)برگشت 
  

 RevertAidTM Reverseاز كيت فرمنتاز  cDNAبراي سنتز 

Transcriptase)( دستورالعمل ق استفاده شد و تمام مراحل كار طب
  cDNAبراي سنتز RNAميكروگرم  دواز . كيت انجام گرفت

 در زمان واقعي PCRهاي در اين تحقيق همه واكنش. استفاده شد
توالي آغازگرهاي . مطابق با دستورالعمل كيت تاكارا انجام شد

هاي حرارتي قبلا ه شده و واكنشيارا 2در جدول استفاده شده 
   ).Viveiros et al. 2007(توصيف شده است 

 Pfaffl( هاي حاصل به روش سنجش بيان نسبي ارزيابي شدندداده

et al. 2002.(  همچنين براي هر موتان دو نمونه جهت واكنش
PCR  ها با ژن براي اين منظور همه داده). دو تكرار(د شتهيه

بيان كمي . به عنوان كنترل داخلي نرمال شدند gapAضروري 
  :آيدست مينسبي از نسبت زير بد

نسبت  = (EompF )∆Ct/(EgapA)∆Ct 

∆Ct= Ctسويه تيپ وحشي – Ctموتان 

E)(  بازدهيPCR  در زمان واقعي وCt  نقطه تماس منحني تكثير
  در آن ميزان   كه  سيكلي است واقع   در  است و  آستانه  خط با 

 تجزيه. شودفلورسنس محصولات از يك حد آستانه بيشتر مي
 16نسخه  SPSSافزار زمون تي به وسيله نرمآماري از طريق آ

-دار بودن اختلاف بيان ژن مورد نظر در سويهانجام شد و معني

 .)P>05/0(ارزيابي شد ) تيپ وحشي(هاي موتان و سويه كنترل 
با كمك آغازگرهاي تصادفي از  cDNAبعد از سنتز كتابخانه 

RNA براي اطمينان از سنتز هاي خالصcDNA هاي ژنgapA و 
ompF واكنش ،PCR هاي براي هر يك از نمونهcDNA  با

 1شكل. انجام شد ompFو  gapAآغازگرهاي اختصاصي ژن 
و  ompFهاي ها براي ژننتيجه ژل الكتروفورز يكي از نمونه

gapA با انجام واكنش . دهدرا نشان ميPCR  ،در زمان واقعي
ها از نمونه براي هريك )Ct( آستانه چرخهها و منحني تكثير نمونه

دو  منحني ذوب اين). 2شكل(شد  تعيينافزار دستگاه توسط نرم
هاي مورد نظر را نشان داد كه تكثيراختصاصي ژنتنها يك قله  ژن

نقطه ذوب  .باشدژنومي در واكنش مي DNAو عدم آلودگي به 
ompF  وgapA  گراد بود درجه سانتي 86و  87به ترتيب

  ).3شكل(
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اندازه هر . مي باشد gapAو  ompFو دو چاهك بعدي به ترتيب مربوط به ژن  DNA نشانگرچاهك اول از چپ مربوط به . PCRكتروفورز محصول ژل ال -1شكل

  . محصول زير نويس شده است

  
  . ها استبه موتانمنحني آبي كمرنگ مربوط به سويه تيپ وحشي و مابقي مربوط . هادر سويه كنترل و موتان ompFمنحني تكثير ژن  -2شكل 

  
 برابر بابه ترتيب  gapAو  ompFژن  برايمنحني استاندارد  شيب
-بود كه در محدوده متداول براي بررسي بيان مي -1/3و  - 522/3

هاي بدست آمده جهت محاسبه بيان استفاده Ctبنابراين از . باشد
 Pfafflها و نمونه كنترل با روش در موتان ompFبيان نسبي  .شد

et al. (2002)  مقايسه نتايج بيان ژن  ).3جدول(محاسبه شد
ompF نسبت به سويه تيپ وحشي  هاي موتاندر هر يك از نمونه

تواند اين مسئله مي ).P>05/0(داري را نشان نداد تفاوت معني

- دهنده اين باشد كه مقاومت سطح پايين و متوسط اين موتاننشان

 ompFباعث كاهش بيان ژن ها به سيپروفلوكساسين و تتراسيكلين 
هاي اين تحقيق مشابه تحقيق قبلي در اين زمينه يافته. نشده است

-ممكن است با بررسي سويه البته. )Vinson et al. 2010(است 

هايي با مقاومت بيشتر براي سيپروفلوكساسين و تتراسيكلين، 
  نسبت موتان  هاي در سويه  ompF  بيان در   داريمعني اختلاف 

  

bp 1000   

  
  
  

bp 250  
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  هادر سويه كنترل و موتان ompFمنحني ذوب ژن  -3شكل 

  
   ompFبيان نسبي ژن  -3جدول 

كلون/موتان/سويه ompFژن  بيان نسبي
1±  0   MG1655 

8/0  ±  01/0  ٌW25 

85/0 ± 012/0  W26 

756/0 ± 02/0  W49 

7/0 ± 015/0  RE6 

75/0 ± 01/0  RE16 
  

تحقيق مشابه از  كه در يكطوريه ب. به تيپ وحشي يافت شود
 µg/ml4 سويه مقاوم به سيپروفلوكساسين كه مقاومت آنها بين  12

را نشان  OmpFسويه كاهش توليد  11 ،بود µg/ml32 تا بيش از
  .(Karczmarczyk et al. 2011)دادند 

ارتباط با  تواند درمي چندگانه مقاومت در نتيجه پيدايش فنوتيپ
هاي با مقاومت بالا به در موتان ompFژن  mRNAبيان  كاهش

ولي مقاومت سطح پايين و متوسط به آنها . ها باشدفلوروكينولون
  . شودنمي ompFژن  mRNAبيان  منجر به كاهش
 سپاسگزاري

 و شهركرد دانشگاه سپاسگزاري را از به اين ترتيب كمال تشكر و
 مالي حمايت جهت شهركرد دانشگاه فناوري زيست پژوهشكده

   .داريم تحقيق اين
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