
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  

  فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري وابسته به انجمن متخصصين بيماري هاي عفوني و گرمسيري
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باكتري اشرشياكلي مقاوم به ناليديكسيك اسيد  gyrAژن  87و 83 موتاسيون كدون هاي
  ARMS PCR به روش 

  
  6، رضا رنجبر 5،  زهرا سفيري4، محمدجواد سلطان پور 1، رحيم سروري.3، نعمت اله جنيدي جعفري 2، خانعلي نقوي *1علي كرمي
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  چكيده 
 83هاي توجه به اهيمت آنتي بيوتيك هاي رده كينولوني اين مطالعه با هدف تعيين وضعيت موتاسيون برروي كدونبا  :سابقه و هدف

  .انجام گرفت هاي ايزوله شده از نمونه هاي ادرار بيماران E.coliدر مقاومت دارويي به ناليديكسيك اسيد در  gyrAژن  87و
هاي ادرار بيماران مراجعه كننده به اعم از حساس و غيرحساس كه از نمونه E.coliنمونة مثبت  79در اين مطالعه: روش كار

به بررسي موتاسيون هاي عامل مقاومت  PCRطي چهار مرحله واكنش . جدا شده بود، مورد مطالعه قرار گرفتند )عج(...بيمارستان بقيه ا
در . هاي كلينيكي پرداخته شددر نمونه  gyrAاز ژن  87و  83ك اسيد در ناحيه شايع موتاسيون و بخصوص كدون هاي به ناليديكسي

  .خاتمه تعيين رديف ژني در ناحيه مورد نظر انجام گرديد
پـنچ مـورد   ولـي در نمونـه هـاي مقـاوم     . مويد عدم وجود موتاسيون در نمونه هاي حسـاس بـود    DNAنتايج تعيين رديف  :يافته ها

جـز موتاسـيون هـاي اصـلي مقـا ومـت بـه        ) 87(هـا  يكـي از موتاسـيون  . مشاهده شـد  87،97،107، 81،85موتاسيون در كدون هاي 
  .باشدناليديكسيك اسيد مي

نسـبت بـه    E.coliموجب بروز مقاومت  83يا  87بر اساس نتايج اين تحقيق، وجود حتي يك موتاسيون در كدون هاي  :نتيجه گيري
  . سيك اسيد مي شودناليدك

  .PCR   ،MICبيوتيكي، ناليديكسيك اسيد،  اشريشيا كلي، عفونت ادراري، مقاومت آنتي: واژگان كليدي
  
  

  مقدمه
ها محسوب مي يكي از اعضا مهم خانواده انتروباكترياسه E.coliباكتري 

اين باكتري شايعترين علت بعضي از عفونت هاي شايع باكتريايي . شود
ت هاي سيستم ادراري، باكتريمي و اسهال باكتريايي مسافران مانند عفون
اين . همچنين يكي از علل اصلي مننژيت دوران نوزادي است. مي باشد

در حاليكه مكان . باكتري به طور طبيعي در روده بزرگ كلونيزه مي شود
اصلي كلونيزاسيون طبيعي انتروباكترياسه ها در دستگاه گوارش مي باشد، 

با . ين محل ايجاد عفونت توسط آنها در سيستم ادراري استاما شايعتر
توجه به اينكه سيستم ادراري به طور طبيعي استريل و فاقد هر گونه 

از طريق مجراي ادرار به قسمت  E.coliباكتري مي باشد، ورود باكتري 

غير طبيعي بوده و موجب عفونت در ) كليه ها(هاي فوقاني سيستم ادراري 
  ).1(مي شود سيستم ادراري 

ها مانند كينولونها مانند ناليديكسيك اسيد و فلوروكينولون
سيپروفلوكساسين، دسته اي از آنتي بيوتيك هائي هستند كه در پزشكي و 

هاي عفوني كه توسط باكتري هاي روده اي دامپزشكي براي درمان بيماري
ظهور  اما. گيرندايجاد مي شوند، مورد استفاده قرار مي E.coliنظير 

هاي حساس تهديد  هاي مقاوم به عوامل ضدميكروبي، از ميان سويه ميكروب
جدي عليه سلامت دنيا محسوب شده و پزشكان، ميكروب شناسان و 

اين مشكل منحصر به مكان يا . داروسازان را با مشكل مواجه كرده است
  ).2(زمان خاصي نبوده و تبديل به يكي از معضلات بزرگ جهان شده است 
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ين بار با بروز و گسترش وسيع بيوتيكي براي اول هاي آنتي موضوع مقاومت

در . سيلين در استافيلوكوكوس ارئوس اهميت يافت هاي مقاوم به پني سويه
هاي گرم منفي چند مقاومتي، بزرگترين  باسيل 1980و اوايل  1970سال 

اخيراً موارد زيادي از مقاومت  .شدند مشكل كنترل عفونت محسوب مي
دراين بين ). 3و2(ه است مشاهده شد E.coliنسبت به اين داروها در 

مي تواند راهگشاي اصلي در جهت درمان  E.coliمطالعه ساختار ژنتيكي 
روش بسيار مؤثر، PCR ها باشد، بطوريكه هاي ناشي از اين باكتريعفونت

زا و از جمله  سريع و اختصاصي جهت شناسائي بسياري از عوامل بيماري
تا كنون تحقيقات بسياري در  باشد كه ها ميمقاومت در برابر آنتي بيوتيك

رابطه با استفاده از اين تكنيك در شناسائي ژن هاي عامل مقاومت بر عليه 
 gyrAها صورت گرفته كه در برخي از تحقيقات تنها ژن اكثر آنتي بيوتيك

مورد بررسي قرار  parCو gyrBهاي و در برخي ديگر علاوه بر اين ژن، ژن
اد مقاومت نسبت به ناليديكسيك، از مكانيسم غالب در ايج.گرفته است

و  DNA gyrase )gyrBتغيير ژن هاي توليدكننده زيرواحد آنزيم هاي 
(gyrA وTopo IV ) parE  وparC ( ،كه اهداف اين داروها مي باشند

-تحقيقات نشان داده اند كه يك ناحية كوچك در . ناشي مي شود
terminal N  پروتئينgyrA  در  106تا  67از آمينو اسيدE.coli  باعث

اين ناحيه اصطلاحاً ناحية تعيين . ايجاد مقاومت نسبت به داروها مي شود
چنين ناحيه اي . ناميده مي شود) GRDR( كننده مقاومت به كينولوني

-نيز شناسايي شده است و چنين به نظر مي رسد كه ناحية ParC در ژن 
terminal N  در پروتئين gyrA وParC هت زيادي به يكديگر شبا

در ناحية  E.coliها در باكتري بيشتر موتاسيون ). 4-6(داشته باشند
QRDR  ژنgyrA  رخ مي دهند كه  260/259و  248و در نوكلئوتيد

در ناحية . مي شود ASP-87و  ser-83منجر به تغيير آمينواسيد
QRDR  ژنparC و  239/238ها عمدتاً در نوكلئوتيد نيز موتاسيون

-Gluيا  ser-80افتد كه منجر به تغيير آمينواسيد مي اتفاق 251/250
شده عموماً به صورت منحصر به فرد رخ مي  موتاسيون هاي ياد. مي شود 84

دهند، اما مواردي از موتاسيون مضاعف نيز گزارش شده است كه در مورد 
جايگزين سرين و در  83معمولاً آمينواسيد لوسين در جايگاه  gyrAپروتئين 
آمينواسيد آسپارژين يا تيروزين جايگزين آسپارتيك اسيد مي  87جايگاه 

، موتاسيون در ژن ParCو  gyrAشده در  در مقايسه با موتاسيون ياد .شوند
از اهميت كمتري برخوردارند و نقش ناچيزي در توليد  parEو  gyrBهاي 

  ). 8- 9(مقاومت نسبت به آنتي بيوتيك هاي ياد شده دارند 
  

  روش كار
از شركت  PCRفرآيند  تحقيق كليه مواد مورد استفاده در در اين

Fermentas  و مواد مورد نياز براي تخليصDNA  ژنوميك و الكتروفورز
البرز  پودر ناليديكسيك اسيد از شركت. تهيه گرديد Rocheاز شركت 

نمونة ادرار  2500كه از بين  E.coliنمونه مثبت از نظر  79.دارو تهيه شد
 5طـي   )عـج (...عه كننده به آزمايشگاه باليني بيمارستان بقيـه ا بيماران مراج

 PCRجدا شـده بـود، جهـت واكـنش     ) 1384تا خرداد  1383بهمن (ماه 
با در نظر گرفتن تمام پارامترهاي لازم جهت طراحـي يـك   . انتخاب گرديد

پرايمر مناسب براي شناسايي ژن هاي مقـاوم بـه ناليديكسـيك اسـيد، بـه      
يـا سيسـتم تكثيـر مـنعكس كننـده         ARMS.شداقدام  ARMSروش 

. جهش، تكنييكي قدرتمند براي مشخص كردن جهش هاي نقطه اي اسـت 
در اين تكنيك از پرايمرهاي نوع جهش يافته و نرمال در دو لولـه جداگانـه   

 DNAاساس اين تكنيك بر اين پايه اسـتوار اسـت كـه    . استفاده مي شود

، زمـاني   5َ – 3نتهاي پرايمر در جهت َپلي مراز عمل پلي مريزاسيون را از ا
نباشد، يعني بـه  ) Mismatch(پرايمر، ناجور 3آغاز مي كند كه باز انتهاي َ
اگر عمل پلي مريزاسيون در لوله حـاوي پرايمـر   .ترادف مكمل خود بچسبد

نرمال انجام شود، نشان دهندة نبود جهش نقطه اي در باز مورد نظر است و 
در لوله حاوي پرايمر جهـش يافتـه انجـام شـود،     اگر عمل پلي مريزاسيون 

از ايـن  . نشان دهندة حضور جهش نقطه اي در بـاز مـورد نظـر مـي باشـد     
-نيــز يــاد مــي-PCR   COPوMAMA-PCR تكنيــك بــه عنــوان 

 gyrAژن  87و  83هـاي  بنابراين ما جهت طراحي پرايمر براي كدون.شود
. در آنها صورت مي گيرنـد  هاكه با استناد به اكثر مقالات، بيشتر موتاسيون

بدين صورت كـه بـا قـرار دادن    . را طراحي كرديم mismatchپرايمرهاي 
از آن به عنوان پرايمر جهـش يافتـه    3در پرايمر ريورس شمارة  tacكدون 

نيـز دو پرايمـر ريـورس     87استفاده گرديد و بـراي كـدون    83براي كدون 
بـود كـه بـه عنـوان      tacداراي كـدون   87ي يكي از پرايمرها. طراحي شد

و پرايمـر ديگـر داراي   ) 4پرايمر شمارة (پرايمر جهش يافته اول به كار رفت
بــود كــه از آن نيــز بــه عنــوان پرايمــر ريــورس دوم اســتفاده  aacكــدون 

از پرايمر شمارة يك به عنوان پرايمر فوروارد استفاده ). 5پرايمر شمارة (شد
يمر ريورسي كه خـارج ازمحـدوده   از پرايمر شمارة دو نيز به عنوان پرا. شد

 5و4بديهي اسـت از پرايمرهـاي   . بود، استفاده گرديد 87و  83كدون هاي 
  .2و  1شكل . بايد يكي جواب بدهد

  
  يافته ها  

تـوان نتيجـه گرفـت كـه پرايمرهـاي       با توجه به مواردي كه ذكرشـد مـي   
طراحي شده چه از نظر حساسيت و چه از نظـر اختصاصـي بـودن قابليـت     

توان از اين پرايمرهـا در   هاي مقاوم را با موفقيت داراست و مياسائي ژنشن
هاي هاي مقاومت دارويي به ناليديكسيك اسيد در نمونهشناسائي موتاسيون
:  هـا بـدين ترتيـب خواهـد بـود      PCRدر نهايت نتايج . باليني استفاده كرد

،  (+)P1,2آنهــا بــه ترتيــب  PCRواكــنش  4نمونــه هــايي كــه جــواب 
P1,3(+)  ،P1,4(+)  وP1,5(-)  و يا P1,2(+)،P1,3(+) ،P1,4(-)  و
P1,5(+)  باشــند، بــه عنــوانE.coli  مقــاوم بــه ناليديكســيك اســيد بــا

نمونه هايي كه جـواب  .شوندشناخته مي 83و  87موتاسيون در كدون هاي 
PCR  هاي آنها به ترتيبP1,2(+) ،P1,3(-)  ،P1,4(+)  وP1,5(-) يا 

P1,2(+) ،P1,3(-)  ،P1,4(-)  و P1,5(+) و ياP1,2(+) ،P1,3(-)  ،
P1,4(+)  و P1,5(-) باشد، نشان دهندة گونةE.coli    هايي هسـتند كـه

آن موتاسيون داشته  87فاقد موتاسيون بوده و كدون  gyrAژن  83كدون 
 :هـاي آنهـا بـه ترتيـب     PCRهمچنـين نمونـه هـايي كـه جـواب      . اسـت 

P1,2(+) ، P1,3(+ )  ،P1,4(-)  وP1,5(-) ــند ــايي  E.coli. باش ه
آن فاقد  87آنها موتاسيون داشته و كدون  gyrAژن  83هستند كه كدون 

حساس شـناخته مـي    E.coliهايي به عنون  E.coli. موتاسيون مي باشد
،  (-)P1, 2(+) ،P1,3 هـاي آنهـا بـه صـورت      PCRكـه جـواب    شـوند 

P1,4(-)  وP1,5(-)  در ادامه كار دو محصـول . باشدPCR     نمونـه هـاي
هـا بـه   بـراي بررسـي موتاسـيون     DNAجهت رديف (P1-2)شماره يك 

نتايج سكانسينگ همانطور كه انتظار مي . شركت سيناژن سفارش داده شد
رفت يكي از نمونه ها را به عنوان نمونه حسـاس بـدون موتاسـيون معرفـي     

، 81،85كرد ولي در مورد نمونه مقاوم پنچ مورد موتاسيون در كدون هـاي  
جز موتاسيون هـاي  ) 87(ها كه يكي از موتاسيون.مشاهده شد 87،97،107

  1كـه نتـايج آن در جـدول    .اصلي مقا ومت به ناليديكسيك اسيد مي باشـد 
  .آمده است
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مقاوم به  E.coliموتاسيون هاي موجود در نمونه: 1جدول  

 ناليديكسيك

  

بعنوان  P1پرايمرPCR -A : بررسي محصولات  -1شكل
Forward  و P2 بعنوانReverse  

اندازه  2كه جايگاه   bp100نشانگر اندازه وزن مولكولي ،  - 1چاهك شماره
جفت باز مي باشد يعني باند هـاي   450كه  PCRمحدوده مورد نظر قطعه 

  .جفت باز نشان داده شده است 500و  400اندازه مولكولي 
همچنان كـه ملاحظـه مـي      37تا  26نمونه هاي  – 13تا  2چاهك شماره

، فاقد باند مورد نظر بـوده منفـي    37و 29،36،  28،  27گردد نمونه هاي 
ديـده مـي شـود و      bp450مي باشند و در  بقيه نمونه ها باند مورد نظـر  

  )توضيحات تكميلي در متن( مثبت است 

  -B :PCRبررسي محصولات -2شكل
  Reverse بعنوان P3 و  Forwardبعنوان  P1پرايمرهاي

و  چاهك    bp 100نشانگر  اندازه وزن مولكولي ،   -   1و  21چاهك شماره 
 .منفي هستند كه16و 8مثبت بجز چاهك هاي شماره 20تا   2هاي شماره

  بحث 
هاي باليني  هاي مقاومت پلاسميدي و ترانسپوزوني در سويه رويداد شاخص 

به احتمال . ها كدام است آورد كه منشاء اين شاخص را پيش مي اين پرسش
هـا طـي زمـان طـولاني و بـه دنبـال يـك سـري          زياد برخي از اين شاخص

هاي كروموزومي موجود در باكتري يا بـه دنبـال    درپي در ژن هاي پي جهش
ايـن طـرح   . ها به وجـود آمـده باشـد    واردشدن در پلاسميدها و ترانسپوزون

اي نيـز   هاي گرم منفي روده ورد تكامل بتالاكتامازها در باكترياحتمالاً در م
  .)10(صادق است 
ها در درمـان بيمـاران    بيوتيك رويه و نامناسب آنتي آيد مصرف بي به نظر مي

هـا در   بيوتيـك  بستري در بيمارسـتان يـا بيمـاران سـرپايي، مصـرف آنتـي      
 ــ ه گــزينش كشـاورزي و دامپــروري و فشــار انتخــابي ناشــي از آن، منجــر ب

  . سازد ها را فراهم مي هاي مقاوم شده و امكان بقا و تكثير آن سويه
كـه باعـث    parCو  gyrBو  gyrAدر يك مطالعه موتاسيون در ژن هاي 

جدا شده از محصولات  E.coliمقاومت به ناليديكسيك اسيد در گونه هاي 
مـورد  13در . غذايي، حيواني و انساني مي شد مورد آناليز قرار گرفته اسـت 

اي در پـروتئين  نمونة حساس به ناليديكسيك اسيد هيچ تغيير اسـيدآمينه 
مشاهده نشد در حالي كه در همة گونه هـاي مقـاوم    gyrAو  ParCهاي 

به ناليديكسيك اسـيد حـداقل يـك مـورد تغييـر اسـيدآمينه در پـروتئين        
gyrA  كـه بـا نتـايج حاصـل از     . ديـده شـده اسـت    83يا  87در كدونهاي
 83يـا   87ما مبني بر وجود حداقل يك موتاسيون در كدون هـاي  مطالعه 

  )11.(مطابقت داشت
ميلـي   256بيشـتر از   MICدر مطالعه اي با ناليديكسيك اسيد بـا ميـزان   

در . وجـود داشـت  ) Leu )83بـه   Serگرم در ليتر فقط موتاسيون تبديل 
ي اين مطالعه مشخص گرديد كه حتي يك موتاسيون براي بروز سطح بـالائ 

اما براي بروز سطح بـالائي  . از مقاومت به ناليديكسيك اسيد كافي مي باشد
مـورد    gyrAموتاسـيون در ژن  2از مقاومت به سيپروفلوكساسين حداقل 

نتايج حاصل از اين مطالعه نيز با مطالعه حاضر مشابهت دارد . نياز مي باشد
)12.(  

به ناليديكسيك مقاوم  E.coiهاي مورد از گونه 80در يك بررسي ديگر 
-ميلي گرم در ليتر تشخيص داده شده 256بيشتر از  MICاسيد با ميزان 

مقاوم به ناليديكسك اسيد جدا شده   E.coli 61اند بصوري كه در گونة 
مشاهده  87و  83در كدون هاي  gyrAيك تغيير اسيدآمينه در پروتئين 

  ). 13و5(گرديد
  

  نتيجه گيري
اهميت  DNA gyraseآنزيم  Aيرواحد ز 83اطراف اسيدآمينه  منطقه
يا  Leuبه  Serاي در تشخيص مقاومت كينولوني داشته و تبديل ويژه
Trp موجب اين مقاومت مي شود.  

  
  
  
  
  

  كدون  تغيير اسيد آمينه
TAT →TTT 81  
TTG→TCG 85  
GCA→ GTA 87  
ATA→ACA 97  
CTA→ CCA 107  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  

  39فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال دوازدهم ، شماره 
  56ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ اشرشيا كلي gyrAموتاسيون ژن 

  
REFERENCES  

 
 

1. Gerald l. Mandell, John E. Bennett, Raphael Dolin. Principles and practice of infectious diseases: Michael 
S. Donnenberg. in: Enterobacteriaceae. Philadelphia, Elsevier Churchill Livingstone. 2005; P:2567-2587. 
 
2. Caballero – Granado F, et al., Comparative study of bacteremias caused by Enterococcus spp. With and 
without high-level resistance to gentamicin. J Clin Microbiol. 1998 Feb;36(2):520-5. 
 
3. Casetta A, Hoi AB, de Cespedes G, Horaud T. Diversity of structures carrying the high-level gentamicin 
resistance gene (aac6-aph2) in Enterococcus faecalis strains isolated in France. Antimicrob Agents 
Chemother. 1998 Nov;42(11):2889-92. 
 
4. Yolanda Sáenz, Myriam Zarazaga, Laura Briñas, Fernanda Ruiz-Larrea and Carmen Torres. Mutations in 
gyrA and parC genes in nalidixic acid-resistant Escherichia coli strains from food products, humans and 
animals. Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2003;51:1001–1005. 
 
5. Okuda J, Hayakawa E, Nishibuchi M, Nishino T., Sequence analysis of the gyrA and parC homologues of 
a wild-type strain of Vibrio parahaemolyticus and its fluoroquinolone-resistant mutants. Antimicrob Agents 
Chemother. 1999 May;43(5):1156-62.  
 
6. Qiang YZ, Qin T, Fu W, Cheng WP, Li YS, Yi G, Use of a rapid mismatch PCR method to detect gyrA 
and parC mutations in ciprofloxacin-resistant clinical isolates of Escherichia coli. J of Antimicrobial 
chemotherapy 2002; 49:549-552. 
 
7. Chenia HY, Pillay B, Pillay D. Analysis of the mechanisms of fluoroquinolone resistance in urinary tract 
pathogens. J Antimicrob Chemother. 2006 Oct 13; [Epub ahead of print]. 
 
8. Vila, J., Ruiz, J., Goñi, P. & Jiménez de Anta, T. (). Detection of mutations in parC in quinolone-resistant 
clinical isolates of Escherichia coli. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 1996;40:491–3. 
 
9. Giraud, E., Leroy-Sétrin, S., Flaujac, G., Cloeckaert, A., Dho-Moulin, M. & Chaslus-Dancla, E. 
Characterization of high-level fluoroquinolone resistance in Escherichia coli O78:K80 isolated from turkeys. 
Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2001;47:341–3. 
 
10. Maria del mar Tavio. 1999. Mechanisms involved in the development of resistance to fluoroquinolones 
in E.coli isolates. J. of Antimicrobial chemotherapy. 44: 735-742. 
 
11. Saenz Y, Zarazaga M, Brinas L, Ruiz-Larrea F, Torres C. Mutations in gyrA and parC genes in nalidixic 
acid-resistant Escherichia coli strains from food products, humans and animals. J Antimicrob Chemother. 
2003 Apr;51(4):1001-5. Epub 2003 Mar 13. 
 
12. Erac B, Gill A, Amyes SG, Gulay Z. Mutations of gyrA in ciprofloxacin resistant Escherichia coli 
strains. Mikrobiyol Bul. 2003 Apr-Jun;37(2-3):125-30. 
 
13. M.E. CULLEN. Cloning and characterization of a DNA Gyrase A Gene. Antimicrobiol agent. June 1989. 
p. 886-894.  

 

 

www.SID.ir


