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، موجب اشريشيا کلیزا  های بيماری خصوص سويه منفی به های گرم گسترش مقاومت در باکتری

 .است های عفونی شده ها از جمله سيپروفلوکسازين در درمان بيماری بيوتيک بخشی آنتی کاهش اثر

يکی از . استجيراز   DNA، باکتری اشريشيا کلی در   بيوتيک یمهم اين آنت  هدف

جيراز مانع از اتصال   DNAاست که با اتصال به GyrIجيراز پروتئين   DNAهای کننده مهار

 درموتان gyrI بيان ژنبنابراين هدف از اين مطالعه بررسی . سيپروفلوکسازين به اين آنزيم می شود

در سلول  RNA ابتدا ژن بررسی بيان برای .بود اشريشيا کلیاکتری ب در مقاوم به سيپروفلوکسازين

اين ژن در موتان مقاوم به ميزان بيان  cDNAاز سنتز و پس شداستخراج رشد  ی نمايی مرحله

نتايج . شدگيری  اندازه  Real Time PCRبا روشی تيپ وحشی  سيپروفلوکسازين در مقايسه با سويه

در موتان مقاوم به سيپروفلوکسازين در فاز نمايی  gyrI ژنداد که نشان   Real Time PCRحاصل از

در حضور و عدم حضور سيپروفلوکسازين نسبت به  gyrI ژنافزايش بيان . رشد افزايش بيان دارد

افزايش بيان اين ژن در عدم حضور و (. >11/1P)دار بود  بيان اين ژن در سويه تيپ وحشی معنی

ی  برابر مقدار بيان شده در سويه 36و  8ترتيب  موتان مقاوم تقريبا بهدر حضور سيپروفلوکسازين در 

رسد که در موتان مقاوم به سيپروفلوکسازين بيش بيانی پروتئين  نظر می در نتيجه به. تيپ وحشی بود

GyrI ًدر حضور سيپروفلوکسازين عامل مهمی در مهار آنزيم در فاز نمايی رشد مخصوصا  DNA 

 . سيپروفلوکسازين باشد جيراز و مقاومت به

 

 های کلیدی واژه
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 ای یک باکتری هوازی، میله Escherchia coli (E. coli) باکتری

ی  ، از خانواده(Lim et al. 2010) منفی  شکل و گرم 

 .Eهای  تر سویه بیش(. Jang et al. 2017) است 1انتروباکتریاسه

coli عنوان یک فلور طبیعی  در دستگاه گوارش انسان و حیوان به

 زا هستند بیماری E. Coliهای  سویهاز  ضرر هستند، اما برخی بی

(Lim et al. 2010 .) ی ناشی از ها عفونتدرمانE. coli  ًمعمولا

چون  میکروبی داروهای ضدمصرف  شامل یک دوره

 Manges) است( یک آنتی بیوتیک مصنوعی) 2سیپروفلوکسازین

et al. 2015; Mobley and Alteri 2015; Reis et al. 2016 .)

و های نسل دوم بوده  زین متعلق به فلوروکینولونسیپروفلوکسا

 Drlica and) منفی دارد  های گرم ترین تاثیر را ضد باکتری بیش

Malik 2003.)  هدف این دارو درE. coli  آنزیمDNA جیراز  

جیراز یک آنزیم  DNA. (Shelton and Greenwood 1987) است

از دو  A2B2صورت تترامر  و به ضروری برای حیات باکتری است

 Von Wright and) است  شده  تشکیل GyrBو  GyrAواحد  زیر

Bridges 1981; Khil and Camerini-Otero 2002; Nakanishi 

et al. 2002; Pang et al. 2005) ،های تیب محصول ژنتر هکه ب 

gyrA وgyrB هستند(Yoshida 1990; Oram et al. 1992; Drlica 

and Zhao 1997 .)DNA ست که دو ا نها توپوایزومراز نوعتجیراز

 .Johnsen et al) است DNAدرهای منفی  ایجاد سوپرکویلقادر به 

2010; Hooper and Jacoby 2015 .)های مثبت  سوپرکویلو

 دارد در حال رشد را برمی DNAجلوی چنگال همانندسازی 

(Nakanishi et al. 1998.) ین به فلوکسازهنگامی که سیپرو

DNA نهایت  و در ود مانع از ادامه فعالیت آن شدهش متصل جیراز

 (.Romanowski et al. 2002) شود به مرگ سلول می منجر

های  جیراز هدف مهارکننده DNA علاوه بر سیپروفلوکسازین

برخی (. Chatterji et al. 2003) طبیعی و مصنوعی مختلفی است

ند جیراز اثر محافظتی بر سلول دارند؛ مان DNAهای  مهارکننده

روی کروموزوم باکتری  (gyrI) ی آن که ژن سازنده GyrIپروتئین 

E. coli قرار دارد (Sengupta and Nagaraja 2008 .)GyrI  اثر

ها با تثبیت  را که مانند کینولونز ارجی DNA دیگر های مهارکننده

 کند می   کنند را مهار می  عمل DNA-جیراز DNAکمپلکس کوالان 

                                                           
1
 Enterobactericea 

2
 Ciprofloxacin 

3
 DNA Gyrase 

(Nakanishi et al. 2002; Chatterji et al. 2003; Tran et al. 

2005; Jacoby and Hooper 2005 .) اتصالGyrI  به هولوآنزیم

DNA واحدهای آن موجب کاهش اتصال  جیراز و زیر

DNA   جیراز با DNAهای فعال را کاهش  تعداد آنزیم شود و می

 (. Tran et al. 2005; Nagaraja 2002) دهد می

ی گسترده از  تنها ناشی از استفاده  افزایش مقاومت، نه

 Manges et al. 2015; Mobley and Alteri) تها اس بیوتیک آنتی

2015; Reis et al. 2016)ها نظیر  ی ژنتیکی باکتری ، بلکه زمینهE. 

coli گذارد می بر آن تاثیر (Hiasa and Shea 2000.) عوامل ایجاد  

 ی زیر های رمزکننده ناشی از جهش در ژن E. coliمقاومت در 

  فعالیت پمپ  ، افزایش(gyrBو  gyrA)جیراز  DNAواحدهای  

 Pourahmad Jaktaji) است SOSو القای  AcrAB-TolCغشایی 

and Mohiti 2010; Pourahmad Jaktaji and Pasand 2016 .)

که بیان آن است  SOS  ژن رگولونgyrI  های قبلی طبق گزارش

 ایستاییها به فاز  و همچنین ورود سلول DNA دنبال آسیب به هب

در مطالعات دیگری و  (Baquero et al. 1995) شود یم ایجاد

ای بالای سیپروفلوکسازین باعث ه شد که تیمار با غلظت  مشاهده

با  E. coliهای  در موتان gyrBو  gyrAهای  ژنافزایش بیان 

 Pourahmad Jaktaji et) شود مقاومت بالا به سیپروفلوکسازین می

al. 2020 .)ها  انتظار میرود سلول راهکاری برای کنترل بیان این ژن

هم داشته دنبال تیمار با سیپروفلوکسازین در فاز نمایی رشد  هب

که در بالا ذکر شد یک راه مهار افزایش بیان  طوری همان. باشد

 GyrIجیراز یعنی  DNAی  ، بیان مهارکننده gyrBو  gyrAهای  ژن

با   در موتان gyrIبنابراین هدف از این پژوهش بررسی بیان . است

 . سیپروفلوکسازین در فاز نمایی رشد بودمقاومت بالای 

تیپ وحشی  E. coliباکتری های  سویهدر این پژوهش از 

(MG1655) و موتان PM1 ها در تحقیقات  این سویه. استفاده شد

 Pourahmad Jaktaji and) پیشین مورد استفاده قرار گرفته بودند

Pasand 2016 .)طور خلاصه موتان  بهPM1  دارای موتاسیون در

همین سبب دارای مقاومت بالا به  و به marRو  gyrAژنهای 

 gyrIآغازگرهای ژن طراحی (. 1جدول)باشد  وفلوکسازین میسیپر

(ID: 946546) ،افزار  استفاده از نرمبا صورت برخط  بهOLIGO
 
 و 

                                                           
4
 https://www.oligo.net/ 
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NCBIسایت 
 :ID) دار از ژن خانهچنین  هم (.2جدول ) شد  انجام 1

947676 )gapA آن از  آغازگرهای .شد  در این پژوهش استفاده

. (Pourahmad Jaktaji and Pasand 2016) ودبقبل طراحی شده 

LBها به محیط  از کشت تازه سویه RNAاستخراج جهت 
 عمای 2

 ،شرکت سیگما)بدون سیپروفلوکسازین ( آلمان ،شرکت مرک)

. سیپروفلوکسازین تلقیح انجام شد µg/ml ۶و دارای ( امریکا

 گراد با ی سانتی درجه ۳ شیکردار در دمای   در انکوباتورها  کشت

OD، در فواصل زمانی متعدد. ندگرفت  قرار rpm 192دور
ها  نمونه  

 UV/Visible اسپکتوفتومتر نانومتر با دستگاه ۶02در طول موج 

 ها با جذب و نمونهشد   گیری اندازه (انگلستان بیوکرومشرکت )

 یاسلول باکتریایی  .شدند جدا RNAبرای استخراج  ۶/2 نوری 

RNAمحلول محافظ 
برای جلوگیری از  (شرکت کیاژن آمریکا)  

استخراج سپس . شد طبق راهنمای کیت تیمار RNAتخریب سریع 

RNA طبق دستورالعمل کیت ،RNeasy
®
 Plus MiniKit ( شرکت

ها از آنزیم  از نمونه DNAجهت حذف  .شد  انجام( کیاژن آمریکا

DNase I (فاقد RNase)  به میزان گفته ( سوئد)شرکت فرمنتاز

بررسی کیفیت و کمیت بهمنظور . ده شدشده در راهنما کیت استفا

RNA  اینکه نمونهها فاقد  اطمینان از کسباستخراجی وDNA 

 PCRیک واکنش  (نمونه ۶)ها  نمونه ازیک هری برا ،باشند می

 .به غیر از مرحله ذوب انجام شد  مطابق جدول  gapA  برای ژن

سپس . گراد بود سانتی  درجه 11دمای اتصال آغازگر 

آلودگی   بعد از اطمینان از عدم. شد  ها انجام ورز نمونهالکتروف ژل

و میزان خلوص  RNA، جذب و غلظت DNAبا RNA  های  نمونه

 UV/Visibleها با دستگاه اسپکتوفتومتر  آن در هریک از نمونه

گیری  اندازهنانومتر  2۶2موج   در طول( شرکت بیوکروم انگلستان)

 M-MLV reverse) از کیت cDNA  جهت سنتز. شد

transcriptase YT4502  شد و   استفاده (چین تجهیز یکتاشرکت

 122غلظت . گرفت  کار طبق بروشور کیت انجام  تمام مراحل

بعد از سنتز . شد  استفاده cDNA ی برای تهیه RNAگرم از نانو

 YT4550) با استفاده از آغازگرهای تصادفی cDNAی  کتابخانه

واکنش  cDNAطمینان از سنتز برای ا ،(چین تجهیز یکتاشرکت 

                                                           
1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
2 Luria-Bertani 
3
 Optical Density 

4
 RNA protect bacteria reagent 

PCR مطابق شرایط ذکر شده در بالا و همچنین ژل الکتروفورز 

 یافته  جهش و وحشی تیپ های سویه در gyrI نژ بیان. شد  انجام

سه بار و هر بار دو نمونه ) Real Time PCR تکنیک ی وسیله به

ها از  منظور تکثیر نمونه به. شد گیری  اندازه( ها برای هریک از سویه

 SYBR Green qPCR master mix  (YT2551کیت سایبرگرین

. شد  مطابق با راهنمای کیت استفاده (چین ،تجهیز یکتاشرکت 

برای بررسی بیان نسبی  .ذکر شده است   شرایط دمایی در جدول

 Kozera)های زیر استفاده شد  مطابق با فرمول 1فافل  روشژن از 

and  Rapacz 2013 .) 

 

  ΔCt)gapA) = Ct (نمونه کنترل) – Ct (نه تیمار شده)   : 1 فرمول

E(target)           :2 فرمول
ΔCt)target)

/ E(gapA)
ΔCt)gapA) =بیان نسبی    

 

Ct و  های موردنیاز برای رسیدن به آستانه تعداد چرخهE  کارایی

  آمده برای بیان  دست هنتایج بنهایت  در .دهد می  واکنش را نشان

 SPSS افزار و با کمک نرم ۶جفت استفاده از آزمون تیها با  ژن

بیش بیان و  2بیان بیش از . مورد بررسی قرارگرفت 1۶  نسخه

 .از نظر آماری معنی دار در نظر گرفته شد 21/2کمتر از  Pمقدار 

 RNAهای  نمونه PCRالکتروفورز محصول   ژلاز انجام   بعد

آلودگی   از عدم کینشد که حا  هیچ باندی رویتشده،   استخراج

 RNAجذب و غلظت . (1 شکل) استژنومی  DNAها به  نمونه

در  UV/Visibleمتر دستگاه اسپکتوفتو  وسیله شده به  استخراج

 استخراج RNAکیفیت  .شد  گیری نانومتر اندازه 2۶2موج   طول

مناسب و از  A260/A280 نسبتمطلوب و   ها نمونهتمام شده برای  

برای  الکتروفورز  ی ژل نتیجه .بود (و بالاتر 2 ًمولامع) بالا  به 9/1

آغازگر اختصاصی ا ب cDNA ی نمونهPCR  محصول بررسی

gapA باند  آگارز روی ژلbp1۳1 از   بعد(. 2شکل) داد  را نشان

 استخراج RNAهای  نمونه PCRالکتروفورز محصول   ژلانجام 

ها به  ی نمونهآلودگ  از عدم نشد که حاکی  هیچ باندی رویتشده،  

DNA  (1 شکل) استژنومی. 

 

 
 

                                                           
5
 Pfaffl 

6
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 .ها مشخصات سویه -1 جدول

 

 

 

 
 .مطالعه در استفاده مورد پرایمرهای توالی -2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 .Real Time PCRشرایط دمایی واکنش  - جدول 
 حرارت درجه مرحله

 (گراد سانتی)

 زمان مدت

 (دقیقه، ثانیه)

 تعداد سیکل

 سیکل 1 دقیقه 1 81 اولیه واسرشتگی

  ثانیه 12 81 یواسرشتگ

 سیکل 2    ثانیه 11 11و  11 مراتصال پرای

 - ثانیه 22 ۳2 تکثیر

 - ثانیه 1هر سیکل  8۳-۶1 ذوب

 

ی دستگاه  وسیله شده به  استخراج RNAجذب و غلظت 

 گیری نانومتر اندازه 2۶2موج  در طول UV/Visibleمتر اسپکتوفتو

مطلوب و   ها نمونهتمام شده برای   استخراج RNAکیفیت . شد 

 .بود (و بالاتر 2 ًمعمولا) بالا  به 9/1مناسب و از  A260/A280 نسبت

 ی نمونهPCR  محصول برای بررسی الکتروفورز  ی ژل نتیجه

cDNA آغازگر اختصاصی ا ب gapAباند  آگارز روی ژلbp1۳1  را

 (. 2 شکل) داد  نشان

در  gyrI نژتکثیر منحنی  Real Time PCRبعد از انجام واکنش 

 فلورسنس های سیگنال افزایشموتان که های تیپ وحشی و  سویه

 سیکلهای پیشروی حین را سایبرگرین رنگ از شده  ساطع

 سیکل. افزار دستگاه ترسیم شد توسط نرمکند  می مشخص واکنش

 در .( شکل ) استنمودار و  آستانه خط محل تقاطع آستانه

 شاخص ی قله یک تنها gyrI نژ برای Real Time PCR واکنش

 عدم و نظر مورد نژ اختصاصی تکثیری دهنده نشان که شد  ایجاد

ی  درجه  1/9ن ژ ذوب این ی نقطه. است نومیژ DNA به آلودگی

 - /2 تا - ، بین منحنی استاندارد شیب (.  شکل) بودگراد  نتیسا

منحنی تکثیر و ذوب . ی متداول بررسی بیان بود در محدوده

 ی و موتانهای تیپ وحش در سویه gapAدست آمده برای ژن  هب

gapA ،ها  میزان بیان ژن. نیز تکثیر اختصاصی این ژن را تایید نمود

 از کمتر یمیزان خطا با ار تکرار آزمایشب میانگین سه) ها در سویه

 (.  جدول) بود 1/1تا  8/2کارایی هر واکنش بین  و 12%

موتان نسبت به میزان بیان  سویهدر  gyrIبیان ژن میزان ی  مقایسه

ه تیپ وحشی در حضور و عدم حضور آن در سوی

افزایش  1۶ ی نسخه SPSSافزار  استفاده از نرمسیپروفلوکسازین با 

 .(P <21/2) داری را نشان داد معنی

 

 

 

 MIC (µg/ml)میزان  فنوتیپی-خصوصیات ژنتیکی نام سویه
MG1655 1/2 2 تیپ وحشی، حساس به سیپروفلوکسازین 

PM1 gyrA(Ser83→Leu),marOR(20 bp duplication), 
 acrAB  بیش بیان و مقاوم به سیپروفلوکسازین 

122 

 دمای اتصال

 (گراد سانتی)

 اندازه محصول

 (باز جفت)

 طول توالی

 (باز جفت)

 رآغازگنوع  ترتیب توالی

  22 5′-AAG CGT AAA GTA ACC CGG CA-3′ gyrI   F 

11 1۳1 22 5′-CCG TGG GAA CAG ACG GTA AA-3′ gyrI   R 

11 1۳1 22 5′-ACTTACGAGCAGATCAAAGC-3′ gapA F 

 gapA R ׳AGTTTCACGAAGTTGTCGTT-3-׳5 22  
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 bp122مارکر  باسنتز شده  cDNAآنالیز  -2شکل      Kb1 مارکربا  DNAاستخراج شده به  RNAورز بررسی عدم آلودگی فژل الکترو -1شکل 

 

 
 gyrIمنحنی تکثیر ژن - شکل

 
 .gyrIمنحنی ذوب ژن - شکل 

 

 

 

 

212bp 

222bp 

122bp 
1۳1 bp 
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 .در فاز نمایی gyrIبیان نسبی ژن  - جدول 
 Pمقدار  بیان نسبی سویه

MG1655 1 - 

PM1 8۶/۳ 222/2 

 PM1(cip)* 2۳/۶  222/2 

 نمونه تیمار شده با سیپروفلوکسازین*
 

جدی برای سلامت  یک تهدید  ها مقاوم باکتری  های ظهور سویه

ی ژنتیکی  که زمینه این  در سراسر جهان است و باتوجه به

های  ی سیستم گذارد مطالعه می مقاومت تاثیر  ی ها بر نحوه باکتری

ی طبیعی است که  یک بازدارندهGyrI . یابد می  ضرورتمقاومت 

را که با تثبیت کمپلکس کوالان ز ارجی DNAهای  مهارکننده فعالیت

DNA جیراز-DNA بنابراین،. کند می  را مهار کنند می  عمل GyrI 

 Nakanishi) کند می  محافظت ها این مهارکنندهبرابر  ها را در سلول

et al. 2002; Chatterji et al. 2003; Tran et al. 2005.)  ژنgyrI 

است این رگولون توسط پروتئین بازدارنده  SOS متعلق به رگولون

lexA شود و به کمک پروتئین  مهار میRecA  این بازدارنده

و تحت  DNA دنبال آسیب به هب. شود شکسته و غیر فعال می

افزایش بیان  RecAسازنده پروتئین  recAشرایط استرسی ژن 

 Oh et al. 2001; Romanowski et al. 2002; Chatterji) یابد می

and Nagaraja 2002 .)ن ژن بیا های تحقیق قبلی افزایش  یافته

recA از تیمار با   های مقاوم به سیپروفلوکسازین پس را در موتان

 Pourahmad Jaktaji and Pasand) داد  سیپروفلوکسازین نشان

شده در شرایط عادی فعالیت پروموتر   چنین گزارش هم (.2016

است، در  زارجی GyrA DNAواحد  ی زیر ، که کدکنندهgyrAژن 

 .Pourahmad Jaktaji et al)یابد  می رشد افزایش  اواسط فازنمایی

های  دنبال افزایش بیان ژن هنیز ب gyrIبیان احتمال دارد که  (.2020

های  یافته. افزایش بیان یابد زارجی  DNA سازنده زیر واحدهای

در موتان مقاوم به  gyrIتحقیق نشان داد که بیان ژن 

ر سیپروفلوکسازین در حضور و عدم حضور سیپروفلوکسازین د

(. >21/2P)داری افزایش بیان داشت  طور معنی فاز نمایی رشد به

ها  ها و هم در یوکاریوت هم در پروکاریوت GyrIچنین  هم

شده  یک پروتئین حفاظت   GyrIدهد می  دارد، که این نشان وجود

اظ محافظت سلول در حاست و نقش مهمی در میزبان خود از ل

  نظر بهبنابراین  .(Yuan et al. 2017) ها دارد برابر سموم و بازدارنده

 GyrIرسد در شرایط استرسی مانند تیمار با سیپروفلوکسازین،  می

     .جیراز باشد DNAی فعالیت  کننده تنظیم  تواند یکی از عوامل می
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