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 AcrAB-TolCهاي آلي به توليد بيش از حد كمپلكس گانه و تحمل حلالبيوتيك چندمقاومت آنتي E. coliدر 
 MarA. شودكنترل مي MarAويسي نظير هاي رونكنندهبه وسيله فعال acrABبيان اپرون . استنسبت داده شده

، بازدارنده خودي اپرون MarRتوسط  طبيعيشود كه بيان اين اپرون به صورت كد مي marRABتوسط اپرون 
mar ،بيوتيك هاي داراي مقاومت آنتياهداف اين تحقيق جداسازي موتان. شوددر يك سطح پايين نگه داشته مي
ها MIC .باشدمي marORهاي احتمالي در و تعيين محل موتاسيون E. coliي باكتر gyrAهاي گانه از موتانچند

با سطوح متفاوت مقاومت براي  gyrAموتان  دههاي تتراسيكلين و كلرآمفنيكل در بيوتيكبراي آنتي
هاي آلي حلال هاي مختلف ازتحمل نسبت. هاي متوالي در محيط مايع تعيين شدسيپروفلوكساسين با روش رقت

 ناحيه بالادست ژن شامل marORناحيه  با تكثيرحضور جهش . در محيط جامد تعيين شدن و سيكلوهگزان هگزا
marR  و خود ژنmarR  با استفاده ازPCR افزار با استفاده از نرم. و تعيين توالي بررسي شدCLC  توالي حاصل با
مقايسه  .دست آمد مقايسه شده ب NCBI كه از پايگاه اطلاعاتي) MG1655(از سويه تيپ وحشي  marORتوالي 
ميانگين . تر بودندبه تتراسيكلين اندكي مقاوم MG1655موتان نسبت به  دهموتان از سه نشان داد كه  هاMIC ميانگين

موتان، دو موتان يك سه در بين . موتان فوق رشد بهتري بر روي هگزان داشتند سهنشان داد كه   هاشمارش كلني
. بالاتر براي تتراسيكلين استفاده شدند MICسازي كلون هاي با موتان در جدا سهاين . داشتند marORجهش در 

هاي اوليه داشتند و ها رشد بهتري بر روي هگزان در مقايسه با موتاننشان داد كه اين كلون هاشمارش كلنيميانگين 
به تنهايي در توليد  marORدر  ايجاد جهشبنابراين  .پيدا نكردند marORها جهش اضافي در ناحيه همچنين آن

 .كافي نيست AcrAB-TolCشدن كامل دارويي و فعال فنوتيپ مقاومت چند
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   مقدمه
فرم شايع مقاومت كلينيكي مي ، ١)MDR( مقاومت چند دارويي

ايجاد كننده  موجودباشد و به عنوان توانايي زنده ماندن يك 
هاي مختلف يا مواد شيميايي هاي كشنده از داروبيماري در دز

مناسب و مكرر مصرف نا .)Nikaido 2009(شود متنوع تعريف مي
ها در برابر آنها طول زمان، باعث مقاومت باكتري ها دربيوتيكآنتي
تواند در نتيجه مقاومت چند دارويي مي .)Bennett 2008(شود مي

هاي انتشار به افزايش انتشار به خارج به وسيله عملكرد پمپ
توانند بيش از يك ها مياين پمپ. خارج چند دارويي ايجاد شود

   ).Li and Nikaido 2009(نوع دارو را به خارج پمپ كنند 

هاي باكتريايي ترين علت بعضي از عفونتشايع E. coliباكتري 
اسهال مسافران و از  باكتريمي،هاي سيستم ادراري، مانند عفونت

 ).Li and Nikaido 2006(علل اصلي مننژيت دوران نوزادي است 
است  AcrAB-TolCاصلي، سيستم  RNDدر اين باكتري، پمپ 

- مقاومت آنتي E. coliدر . باشدئي ميكه يك سيستم سه جز

هاي آلي و هم تحمل نسبت به حلال ٢)MAR(بيوتيك چندگانه 
به توليد بيش از حد اين پمپ نسبت داده شده كه به وسيله 

گري ميانجي SoxSيا  MarA كننده سراسريبيان تنظيم افزايش
توليد شده  AcrABهاي رونويسي، مقدار كنندهاين فعال. شودمي
 برندثر انتشار به خارج را بالا ميودهند و به طور مافزايش مي را
)Piddock, 2006(.  

 شودكد مي mar جايگاهتوسط  MarAكننده تنظيم E. coliدر 
)Cohen et al.1989( . اپرونmarRAB  يك واحد رونويسي است

و  MarR ،MarAهاي كد كننده پروتئين چارچوب ژنيكه از سه 
MarB ت استشكيل شده)Alekshun and Levy 1997; Cohen et 

al. 1993.(  پروتئينMarR  آمينو  144يك بازدارنده خودي با
را با اتصال  marRABاسيد است كه به صورت منفي بيان اپرون 

. دارددر يك سطح پايين نگاه مي marOبه دو ناحيه درون 
شود مي MarAمنجر به افزايش بيان  MarRغيرفعال شدن 

)Cohen et al.1993(.  ساختار كريستاليMarR دهد كه نشان مي
كه هر زيرواحد آن محتوي يك  داشتهدايمر  ساختاراين پروتئين 

                                                            
1 Multidrug resistance 
2 Multiple antibiotic resistance  

باشد مي ٣بالدار -با ساختار هليكس DNAموتيف اتصال به 
)Alekshun et al. 2001(.  پروتئينMarR هاي داراي مهاركننده

مينوفن، ال، استمتعددي مثل ساليسيلات، تتراسيكلين، كلرامفنيك
بيوتيك چندگانه را بالا باشد كه مقاومت آنتيآسپيرين و غيره مي

   ).Rosner 1985; Seone and Levy 1995(برند مي
اي از جهش در را به عنوان نتيجه marRABاپرون  marهاي موتان

marO  ياmarR هايي كه باعث افزايش كنند اما جهشبيان مي
اند قرار گرفته marRشوند مكرراً در يبيوتيك ممقاومت به آنتي

)Cohen et al. 1993( .هاي ها شامل حذف و جهشاين موتان
 marOهايي در و همچنين جهش marRاي منفرد متفاوت در نقطه

 Maneewanakul( باشدمي يجفت باز 20هستند كه شامل تكرار 

and Levy 1996; Alekshum et al. 2000.(  با توجه به اهميت
تواند توسط آنتيهايي نظير عفونت ادراري كه ميمان عفونتدر

هاي بيوتيكي نظير سيپروفلوكساسين انجام شود بررسي موتان
هاي ايجاد مقاوم به سيپروفلوكساسين از لحاظ حضور موتاسيون

  .باشدكننده فنوتيپ مقاومت چندگانه ضروري مي
- ه از آنتيك ها محسوب شدهها از جمله سيپروفلوكساسينكينولون

توانند مي باشند ومي DNAهاي ايجاد كننده آسيب در بيوتيك
 .Cirz et al(بيوتيك شوند هاي مقاوم به آنتيمحرك ظهور موتان

لازم به ذكر است كه مقاومت سطح پايين به تتراسيكلين و  .2005)
گرم بر ميكرو 10يك تا كلرامفنيكل به عنوان مقاومت به غلظت 

مقاومت سطح . شودها تعريف ميبيوتيكآنتي ليتر از اينميلي
-ميكرو گرم بر ميلي 50تا  10متوسط به عنوان مقاومت به غلظت 

 50مقاومت به غلظت بيش از  ليتر و مقاومت سطح بالا به عنوان
شود ها تعريف ميبيوتيكليتر از اين آنتيگرم بر ميليميكرو

)George and Levy 1983(.   
هاي با مقاومت چندگانه ي موتانزجداساق اهداف اصلي اين تحقي

و بررسي  E. coliاز انواع مقاوم به سيپروفلوكساسين در باكتري 
و ها اين موتان marRهاي احتمالي در ژن حضور موتاسيون

  .ها بودسنجش تحمل حلال
 

                                                            
3 Winged helix 
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   هامواد و روش
به عنوان  MG1655سويه  اشرشياكلي در اين مطالعه از باكتري 

مقاوم به سيپروفلوكساسين با  gyrAموتان  10و از  باكتري شاهد
MICبيوتيك جهت جداسازي كلونهاي مختلف براي اين آنتي -

 Pourahmad and Mohiti)هاي مقاوم به تتراسيكلين استفاده شد 

 QRDRها داراي موتاسيون در ناحيه اين موتان). 1جدول( (2010
، gyrAژن  باشند كه درجيراز مي DNAآنزيم  Aاز زير واحد 

 Pourahmad and Mohiti)است به لوسين تبديل شده 83سرين 

 LBآگار و محيط كشت مايع  LBمحيط كشت جامد . (2010
. برات براي تهيه كشت تازه باكتري مورد استفاده قرار گرفت

و ) Sigma USA(هاي تتراسيكلين و كلرامفنيكل بيوتيكآنتي
براي تعيين ) Merk Germany(هاي هگزان و سيكلوهگزان حلال

  . تحمل حلال مورد استفاده قرار گرفتند
  

مقاوم به  gyrAهاي بيوتيك سيپروفلوكساسين براي موتانآنتي MIC -1جدول
  آن

MIC*  موتان/ نام سويه  )ليترميلي/ گرمنانو( سيپروفلوكساسين  
35  MG1655 

62,5  EM1 
62,5  EM2 
75  EM3 
75 EM4 
125 EM5 
125  EM6 
312  EM7 
312  EM8 
625  EM9 
625  EM10 

  .دنباشميانگين سه تكرار آزمايش ميها داده *
  

- مربوط به آنتي )MIC( در مرحله اول حداقل غلظت مهاري

هاي تتراسيكلين و كلرامفنيكل براي سويه تيپ وحشي بيوتيك
MG1655  موتان  10وgyrA  اوليه)EM1  تاEM10 ( با استفاده از

 Lalitha 2004( .MIC( لي تعيين شدسازي متواروش رقيق
بيوتيك است كه رشد مرئي يك كمترين غلظت يك آنتي

اين  .ميكروارگانيسم را بعد از انكوباسيون مهار خواهد كرد
و نتايج موتان و كلون سه بار تكرار شد  ،آزمايش براي هر سويه

    .شدبه صورت ميانگين سه تكرار بيان 

در سويه تيپ  PCRستفاده از با ا marORناحيه در مرحله بعد 
براي اين منظور . تكثير شد gyrAهاي و موتان MG1655وحشي 

 E.coli K12 مربوط به باكتري marOR توالي ناحيهبا استفاده از 
هاي آغازگر طراحي توالي Primer 3 افزارنرمو  MG1655 سويه
 هايبه ترتيب داراي توالي رفت و برگشتآغازگر . شد

-´5 و ´GGTGGTTGTTATCCTGTGTA-3-´5 نوكلئوتيدي

CGGCAGGACTTTCTTAAGC-3´ در اين مطالعه . بود
براي  DNAهاي باكتري به منظور استخراج مستقيماً از كلوني

كه با حل كردن كلوني  طورياستفاده شد به  PCRانجام واكنش 
درجه  95دادن اين محلول تا دماي  باكتري در آب مقطر و حرارت

ژنومي باكتري  DNAدقيقه، محلول حاوي  3 گراد به مدتسانتي
-درجه سانتي 95چرخه شامل  30طي  DNAتكثير . به دست آمد

گراد به مدت يك دقيقه درجه سانتي 45 ،ثانيه 45گراد به مدت 
با استفاده از دستگاه به مدت يك دقيقه  گراددرجه سانتي 72

ظر بعد از تكثير قطعات مورد ن .انجام شد TECHNEترموسايكلر 
 8/0آگارز هاي مورد نظر بر روي ژل ، نمونه PCRتوسط روش

نهايت پس از  در. الكتروفورز شدند، )Merk Germany( درصد
افزار هاي حاصل با استفاده از نرمتعيين توالي محصولات، توالي

Chromas  وCLC  با توالي ناحيهmarOR  از باكتريE. coli K12 
بر روي  gyrAموتان  10با كشت  .مقايسه شد MG1655سويه 
 5وتيك تتراسيكلين با غلظت آگار حاوي آنتي بي LBهاي محيط
-بيوتيك جداهاي مقاوم به اين آنتيليتر، كلونگرم بر ميليميكرو

   .نامگذاري شدند RE22تا  RE1سازي و از 

هاي مقاوم به تتراسيكلين مشابه با روش كلون MICدر مرحله بعد 
و اين آزمايش سه بار تكرار شد  .شدگفته شده در قبل تعيين 

در مرحله بعد تحمل  .شدنتايج به صورت ميانگين سه تكرار بيان 
 .Asako et al( هاي مقاوم به تتراسيكلين تعيين شدحلال آلي كلون

محيط براي اين منظور محيط كشت انتخابي تهيه شد اين  .)1997
 1/0ر آن ليتميلي 100آگار است كه به ازاء هر  LBهمان محيط 

مولار نيز به آن ميلي MgSo4 (10(گرم گلوكز و سولفات منيزيم 
هاي بيوتيك، رقتهاي مقاوم به آنتيسپس از كلون. شوداضافه مي

در مرحله بعد بر روي پليت محتوي محيط كشت . متوالي تهيه شد
ميكروليتر از هر رقت به صورت يك قطره اضافه شد و  5انتخابي، 

هاي هاي هگزان و سيكلوهگزان با نسبتحلالليتر از ميلي 5
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-سپس پليت. ها اضافه شدبه اين پليت) 1:3) (1:1) (3:1(مختلف 

پس از . گذاري شدند گراد گرمادرجه سانتي 37ها در انكوباتور 
ها بررسي ها از نظر رشد يا عدم رشد باكتريساعت پليت 24

موتان و  ،ويهاين آزمايش براي هر س .)Asako et al. 1997(شدند 
كلون سه بار انجام شد و نتايج به صورت ميانگين سه تكرار بيان 

    .دش
مطابق با مراحل گفته شده براي  PCR ادر مرحله بعد مجدد

هاي جداسازي شده مقاوم به در مورد كلون gyrAهاي موتان
تتراسيكلين نيز انجام گرفت و نتايج به دست آمده پس از تعيين 

 MG1655سويه  E. coli K12از باكتري  marORبا ناحيه توالي 
  .مقايسه شد

 
    نتايج و بحث

MIC بيوتيك تتراسيكلين و كلرامفنيكل براي سويه آنتي
MG1655 ليتر به دست آمدميكروگرم بر ميلي 4و  3، به ترتيب .

اين مقادير مشابه با مقاديري بود كه قبلاً براي اين سويه گزارش 
بيوتيك براي اين دو آنتي Kohanski et al. 2010( .MIC( شده بود

هاي جداسازي مقاوم به سيپروفلوكساسين و كلون gyrAموتان  10
هاي موتان). 2جدول (شده مقاوم به تتراسيكلين نيز تعيين شد 

EM3 ،EM4  وEM9 هاي تتراسيكلين و بيوتيكنسبت به آنتي
 تر بودندكلرامفنيكل در مقايسه با سويه تيپ وحشي مقاوم

  . )2جدول(
هاي لازم به ذكر است كه تحمل حلال سويه تيپ وحشي و موتان

gyrA موتان،  هفتكه تحمل حلال طوريه قبلا تعيين شده بود ب
به اين صورت كه . بود )MG1655(مشابه سويه تيپ وحشي 

همگي در مجاورت هگزان قادر به رشد بودند ولي در مجاورت 
. زان قادر به رشد نبودندسيكلوهگ -هاي مختلف از هگزاننسبت
هاي داراي ميانگين كلني) EM9 و EM3، EM4(موتان  سهولي 

 بودندروي هگزان نسبت به سويه تيپ وحشي  بيشتري
)Pourahmad Jaktaji et al. 2012.(   

 :به دست آمدند به شرح زيرتر به تتراسيكلين هاي مقاومكلون
و  EM4ز ا RE15تا  EM3 ،RE12از  RE11تا  RE1هاي كلون

RE16  تاRE22  ازEM9 .هاي حاصل مقاومت سطح متوسط كلون
  .هاي تتراسيكلين و كلرامفنيكل دارندبيوتيكبه آنتي

- و كلون gyrA هايتتراسيكلين و كلرامفنيكل براي موتان  MIC-2جدول

  دنباشميانگين سه تكرار آزمايش ميها داده .هاهاي حاصل از آن
    MICs) ليترميلي/ ميكروگرم(

  تتراسيكلين  كلرامفنيكل  كلون/موتان

4 3  EM1 

4 3  EM2 

5 4  EM3 

5 4  EM4 

4 3  EM5 

4 3  EM6 

4 3  EM7 

4 3  EM8 

5 5  EM9 

4 3  EM10 

40 30  RE1 

40 30  RE2 

40 35  RE3 

40  35  RE4 

45 45  RE5 

45  45  RE6 

45 45  RE7 

45  45  RE8 

35 30  RE9 

35  30  RE10 

40 35  RE11 

30 20  RE12 

40 35  RE13 

35 30  RE14 

40 30  RE15 

40 30  RE16 

35 30  RE17 

35 30  RE18 

30 20  RE19 

35 30  RE20 

30 20  RE21 

35 30  RE22 
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  دنباشها ميانگين سه تكرار آزمايش ميداده. هال از آنهاي حاصو كلون gyrA هايتحمل حلال آلي سويه كنترل، موتان -3جدول

  كلون/ موتان/ سويه  )بدون حلال( تعداد باكتري درلكه  )هگزان(تعداد باكتري درلكه كلون/موتان )بدون حلال(تعداد باكتري درلكه  )هگزان(اكتري درلكهتعداد ب
105×24  106×20  RE10 104×19  106×30  MG1655  
106×4  106×24  RE11 105×6  106×22  EM3  
105×17  106×10  RE12 105×6  106×22  EM4  
106×6  106×25  RE13 105×5  106×17  EM9  
105×30 106×20 RE14 105×24 106×19 RE1  
105×27 106×22 RE15 105×25 106×19 RE2  
106×2 106×5 RE16 106×3 106×25 RE3  
105×25 106×20 RE17 106×4 106×25 RE4  
105×27 106×21 RE18 106×6 106×28 RE5  
105×19 106×11 RE19 106×6 106×27 RE6  
106×7 106×19 RE20 106×8 106×28 RE7  
105×27 106×19 RE21 106×7 106×29 RE8  
105×28 106×23 RE22 105×28 106×22 RE9  

  
). 3جدول (هاي جدا شده، تعيين شد تحمل حلال آلي كلون

هاي مختلف ها قادر به رشد در مجاورت تراكمهيچكدام از كلون
شود طور كه در جدول مشاهده ميولي همان. سيكلوهگزان نبودند

، RE3 ،RE4، RE5 ،RE6 ،RE7 ،RE8 ،RE11ها مانند برخي از آن
RE13 ،RE16  وRE20 ي هگزان نسبت به داراي رشد بهتري رو

ها، اين كلون. مادري بودند gyrAهاي سويه تيپ وحشي و موتان
ل تتراسيكلين و كلرامفنيك MICهايي هستند كه مقادير كلون

  .ها دارندبالاتري نيز نسبت به بقيه كلون
اوليه و  gyrAهاي در سويه تيپ وحشي، موتان marORناحيه 
و بر روي  PCRكلين، هاي جداسازي شده مقاوم به تتراسيكلون

جفت  marR ،435اندازه ژن ). 1 شكل(ژل آگارز الكتروفورز شد 
. جفت باز بود 700و كل ناحيه تكثير شده در اين مطالعه  بودهباز 

در سويه تيپ وحشي، موتان  marORپس از تعيين توالي ناحيه 
هاي جداسازي شده و مقايسه آن با توالي اوليه و كلون gyrAهاي 

، مشخص شد MG1655سويه  E.coli K12يه از باكتري اين ناح
در ) T→C(داراي جايگزيني سيتوزين به جاي تيمين  EM3كه 

بود كه كدون  marRدر توالي نوكلئوتيدي ژن  221موقعيت 
اگرچه نواحي ). 2شكل(به ترئونين تبديل شد  74متيونين 

 74اين ناحيه يعني كدون . آن بدون تغيير بود marboxپروموتر و 

هاي كلون. باشدمي MarRمربوط به  DNAجزء موتيف اتصال به 
به غير موتاسيون در كدون نيز ) EM3 )RE1→RE11حاصل از 

داراي اضافه شدن  EM9. هيچ تغيير جديدي را نشان ندادند 74
در ناحيه ) GCAACTAATTACTTGCCAGG(جفت باز  20

موقعيت جفت باز پايين دست  6بود كه اين ناحيه  marOاپراتور 
 marbox .)3شكل (شود از پروموتر مفروض شروع مي - 10

هاي حاصل از همچنين كلون. بدون تغيير بود EM9مربوط به 
EM9 )RE16→RE22 ( 20تنها حاوي همين تكرار پشت سر هم 

ه ب. جفت باز در ناحيه اپراتور بودند و حاوي تغيير اضافي نبودند
و ساير ) EM4 )RE12→RE15هاي حاصل از كلون ،EM4علاوه 
  . بودند marORفاقد هر گونه تغيير در ناحيه  gyrAهاي موتان

قاوم به سيپروفلوكساسين براي م gyrAهاي در اين تحقيق از موتان
بيوتيك چند گانه هاي داراي فنوتيپ مقاومت آنتيسازي موتانجدا

بيوتيك تتراسيكلين كه منجر به از آنتي دين ترتيباستفاده شد ب
  . دششود استفاده مي E. coliمقاومت چند گانه در القاي 

سيپروفلوكساسين براي  مقاوم به gyrAهاي علت استفاده از موتان
 آن بودهاي داراي فنوتيپ مقاومت چند دارويي سازي كلونجدا

هاي هاي با فنوتيپ مقاومت چندگانه از سويهكه معمولاً كلون
شوند و سازي نميبيوتيك به طور مستقيم جداحساس به آنتي
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يك نظير بيوتهاي مقاوم به يك نوع آنتيحتماً بايد از موتان
 Lindgren et(د كرها استفاده سيپروفلوكساسين براي جداسازي آن

al 2003( .هاي يافته موتانتماس افزايشmar  با عوامل انتخابي
- هاي متعدد مييي با مقاومت بسيار بالا به داروهامنجر به موتان

كند بيوتيك چند گانه را تشديد ميفنوتيپ مقاومت آنتيشود و 
)George and Levy 1983( .  

  

  
هاي مقاوم به تتراسيكلين و كلون PCRژل الكتروفورز محصولات  -1شكل
 از چپ به راست به ترتيب نشانگر با. اوليه بر روي ژل آگارز gyrA هايموتان
  .RE6 و kb 1 ،EM3 ،EM9  ،RE16 ، RE21 ، RE3 اندازه

  
از لحاظ حضور موتاسيون ايجاد كننده  E. coliهاي بررسي موتان
- شايع E. coliدارويي از اين نظر اهميت دارد كه  مقاومت چند

هاي باكتريايي نظير عفونت ترين عامل ايجاد برخي از عفونت
موارد زيادي از مقاومت نسبت  اباشد و اخيرادراري و گوارشي مي

از . استوناگون در اين باكتري مشاهده شدههاي گبيوتيكبه آنتي
ها حتي در حيوانات عالي نيز هاي اين پمپكه هومولوگ آن جا

 درمدل  موجودتوان به عنوان وجود دارند از اين باكتري مي
هاي سرطاني بررسي مقاومت چند دارويي از جمله مقاومت سلول

فاده كرد تر استپيچيده موجوداتنسبت به عوامل شيمي درماني در 
)Alekshun et al. 2000; Altmann et al. 2004( .  

حتي انواع با  gyrAهاي كه هيچكدام از موتان نشان دادنتايج 
MIC  بيشتر براي سيپروفلوكساسين، به خودي خود داراي فنوتيپ

 gyrAهاي نيستند ولي برخي از موتان مقاومت چند دارويي
)EM3 ،EM4  وEM9 (ين فنوتيپ را به تدريج اه ممكن است ب

نظير  marRABكننده اپرون دنبال قرار گرفتن در معرض القا
سه موتان  اين اين مسئله با اين يافته كه. دكننتتراسيكلين كسب 

gyrA تر هستند و در مقايسه با سويه اندكي به تتراسيكلين مقاوم
  .كنند، آشكار شدتيپ وحشي بهتر روي هگزان رشد مي

از لحاظ حساسيت به تتراسيكلين  gyrAتان مو هفتاين يافته كه 
و فاقد موتاسيون در  بودهو تحمل حلال مانند سويه تيپ وحشي 

marOR دلالت بر اين دارد كه علت بالاتر بودن بودند ،MIC  براي
سيپروفلوكساسين نسبت به سويه تيپ وحشي ممكن است در 

هاي هدف ارتباط با حضور موتاسيون در ساير ژن
دو ژن آخر . باشد parEو  gyrB ،parCسين نظير سيپروفلوكسا
باشند كه هدف فرعي مي IVهاي توپوايزومراز واحدكد كننده زير

   ).Hooper 2000(است  E. coliبيوتيك فلوروكينولون در آنتي
كه باعث جايگزيني يك  MarRپروتئين  73جهش در كدون 

آمينه اسيدآمينه هيدروفيل، سيستئين، به جاي آرژنين، يك اسيد
نقش بسيار اساسي در  و استشود قبلاً گزارش شدهبازي، مي

همچنين گزارش شده كه تغيير . دارد DNAبه  MarRاتصال 
ديگري در اين كدون كه باعث جايگزيني يك اسيدآمينه 

شود باعث ايجاد مقاومت هيدروفيل، سرين، به جاي آرژنين مي
 ;Cohen et al. 1993(شود چند گانه و تحمل سيكلوهگزان مي

Asako et al. 1997; Alekshun et al. 2000(  
 MarRپروتئين  74داراي جهش در كدون  EM3همچنين موتان 

است كه باعث قرار گرفتن ترئونين، يك اسيدآمينه هيدروفيل، به 
اين تغيير . شودمي متيونين، يك اسيدآمينه هيدروفوب جاي

كه باعث  74تغيير در كدون . موجب تحمل سيكلوهگزان نشد
جايگزيني ايزولوسين، يك اسيدآمينه هيدروفوب، به جاي متيونين 

پروتئين  4αموقعيت كدون در هليكس . استشود گزارش شدهمي
MarR  اعلام شده و جزء موتيف اتصال بهDNA  اين پروتئين

)MarR-M (باشد مي)Alekshun et al. 2000( .  
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 CLCافزار نتيجه حاصل از بررسي همولوژي بين تيپ وحشي و سويه موتان با استفاده از نرم. MarRدر ) ACG(ترئونين  به) ATG( 74تبديل متيونين  -2شكل

  .)تغيير يافته تغيير حاصله به صورت خط در زير ناحيه(و منحني كروماتوگرام مربوطه ) تغيير حاصله به صورت كروشه(
  

  

  
نتيجه حاصل از بررسي همولوژي بين تيپ وحشي و سويه موتان با . marOدر اپراتور  (GCAACTAATTACTTGCCAGG)جفت باز  20تكرار  -3شكل

  .)تغيير حاصله به صورت خط در زير ناحيه تغييريافته(و منحني كروماتوگرام مربوطه ) تغيير حاصله به صورت كروشه( CLCافزار استفاده از نرم
  

، تغيير در MarR پروتئين DNAعلاوه بر تغيير در دمين اتصال به 
 EM9موتان . شودمكان اتصال پروتئين هم مانع از فعاليت آن مي

. باشدمي MarRداراي تغيير در مكان اپراتور و در ناحيه اتصال 
-جفت باز مي 20اين جهش كه به صورت تكرار پشت سر هم 

كه اين  ههمچنين نشان داده شد. استباشد قبلاً گزارش شده
 .Cohen et al(د شومي MarAرونويسي  موتاسيون باعث افزايش

كد كننده رپرسور پمپ  acrRعلاوه موتاسيون در ژن ه ب ).1993
AcrAB-TolC شود و يا تغيير در باعث افزايش بيان پمپ مي

تواند باعث افزايش مقاومت به هاي غشايي ميميزان بيان پورين
هاي تانكه مانند مو EM4اين يافته كه موتان . ها شودبيوتيكآنتي

EM3  وEM9  اندكي نسبت به سويه تيپ وحشي به تتراسيكلين
سيپروفلوكساسين بيشتر از تيپ  MIC حاويو  بودهتر مقاوم

شايد دلالت بر  باشد،مي marRفاقد موتاسيون در ژن  و وحشي 
هاي سازنده و يا موتاسيون در ژن acrRوجود موتاسيون در ژن 

 gyrAها در اين موتان ن اين ژنهاي بياها و يا مهاركنندهپورين
 gyrAموتان  سههاي حاصل از از طرف ديگر كلون. داشته باشد

)EM3 ،EM4  وEM9 ( فاقد موتاسيون اضافي در ژنmarR 
ها تداوم تتراسيكلين در اين كلون MICعلت افزايش . بودند

- مي AcrAB-TolCالقاي پمپ  احتمالا تماس با تتراسيكلين و

  . باشد
  سپاسگزاري

از معاونت پژوهشي دانشگاه شهركرد جهت تامين بودجه و 
كارشناس آزمايشگاه ژنتيك اين دانشگاه آقاي بني مهدي كمال 

 .تشكر و قدرداني را داريم

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
94

.1
0.

3.
10

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
08

 ]
 

                               7 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1394.10.3.10.0
http://mg.genetics.ir/article-1-1375-en.html


  د و همكارانراضيه پوراحم          ...مقاوم به  gyrAهاي در موتان marRبررسي ژن 
 

 406  1394پاييز/3شماره/همددوره/ ژنتيك نوين

 

  
   منابع

Alekshun MN, Levy SB (1997) Regulation of 
chromosomally mediated multiple antibiotic resistance: the 
mar regulon. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 
41:2067-2075. 
Alekshun MN, Levy SB, Mealy TR, Seaton BA, Head JF 
(2001) The crystal structure of MarR, a regulator of 
multiple antibiotic resistance, at 2.3 Å resolution. Nature 
Structural Biology 8: 704-710. 
Alekshun MN, Yang SK, Levy SB (2000) Mutational 
analysis of MarR, the negative regulator of marRAB 
expression in Escherichia coli, suggests the presence of 
two regions required for DNA binding. Molecular 
Microbiology 35:1394-1404. 
Altmann SW, Davis HR, Zhu LJ (2004) Niemann-Pick C1 
Like protein is critical for intestinal cholesterol absorption. 
Science 303:1201-1204. 
Asako H, Nakajima H, Kobayashi K, Kobayashi M, Aono 
R (1997) Organic solvent tolerance and antibiotic 
resistance increased by overexpression of marA in 
Escherichia coli. Applied and Environmental 
Microbiology 63:1428-1433. 
Bennett PM (2008) Plasmid encoded antibiotic resistance: 
acquisition and transfer of antibiotic resistance genes in 
bacteria. British Journal of Pharmacology 153:347-357. 
Cirz RT, Chin JK, Andes DR, Crecy-Lagard V, Craig WA, 
Romesberg FE (2005) Inhibition of mutation and 
combating the evolution of antibiotic resistance. PLOS 
Biology 3: 1024-1033. 
Cohen SP, Hachler H, Levy SB (1993) Genetic and 
functional analysis of the multiple antibiotic resistance 
(mar) locus in Escherichia coli. Journal of Bacteriology 
175:1484-1492. 
George AM, Levy SB (1983) Amplifiable resistance to 
tetracycline, chloramphenicol, and other antibiotics in 
Escherichia coli: involvement of a non-plasmid 
determined efflux of tetracycline. Journal of Bacteriology 
155:531-540. 
Hooper DC (2000) Mechanisms of action and resistance of 
older and newer fluoroquinolones. Clinical Infectious 
Diseases 31:24-28. 

Kohanski MA, Depristo MA, Collins JJ (2010) Sublethal 
antibiotic treatment leads to multidrug resistance via 
radical- induced mutagenesis. Molecular Cell 37:311-320. 
Lalitha MK (2004) Manual on antimicrobial susceptibility 
testing. Journal of the Indian Microbiology Association 
17-22. 
Li XZ, Nikaido H (2006) Clinically relevant 
chromosomally encoded multidrug resistance efflux 
pumps in bacteria. Clinical Microbiology Reviews 19:382-
402. 
Li XZ, Nikaido H (2009) Efflux-mediated drug resistance 
in Bacteria: an Update. Drugs 69:1555-1623.  
Lindgren PK, Karlsson A, Hughes D (2003) Mutation rate 
and evolution of fluoroquinolon resistance in Escherichia 
coli isolates from patients with urinary tract infections. 
Antimicrobial. Agents and Chemotherapy 47: 3222-3232. 
Maneewannakul K, Levy SB (1996) Identification of mar 
mutants among quinolone-resistant clinical isolates of 
Escherichia coli. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 
40:1695-1698. 
Pourahmad Jaktaji R, Mohiti E (2010)  Study of mutations 
in the DNA gyrase gyrA gene of Escherichia coli.  Iranian 
Journal of Pharmaceutical Research 9: 43-45. 
Nikaido H (2009) Multidrug resistance in bacteria. Annual 
Review of Biochemistry 78:119-146.  
Piddock LJV (2006) Clinically relevant chromosomally 
encoded multidrug resistance efflux pumps in bacteria. 
Clinical Microbiology Review 19: 382-402.  
Pourahmad Jaktaji R, Ebadi R, Karimi M (2012) Study of 
organic solvent tolerance and increased antibiotic 
resistance properties in E. coli gyrA mutants. Iranian 
Journal of Pharmaceutical Research 11:596-600. 
Rosner JL (1985) Nonheritable resistance to 
chloramphenicol and other antibiotics induced by 
salicylates and other chemotactic repellants in Escherichia 
coli K-12. Proceedings of the National Academy of 
Sciences USA 82:8771-8774. 
Seoane AS, Levy SB (1995) Characterization of MarR, the 
repressor of the multiple antibiotic resistance (mar) operon 
of Escherichia coli. Journal of Bacteriology 177:3414-
3419. 

  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
94

.1
0.

3.
10

.0
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 m
g.

ge
ne

tic
s.

ir
 o

n 
20

26
-0

1-
08

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1394.10.3.10.0
http://mg.genetics.ir/article-1-1375-en.html
http://www.tcpdf.org

