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  دهيچك

لوز ي باس ـي كل ـيمـار يشـد كـه منجـر بـه ب     بايور م ـي ـزا درطيمـار ين عوامـل ب يع تري ازشا يكي يا كل يشياشر

 .باشـد  يد كننـدگان مـرغ در سراسـر جهـان م ـ          ي ـ تول ي بـرا  يان اقتـصاد  ي مـسئول ضـرروز    يمـار ين ب ي ـا.گردد يم

 در يباشـند بـه طـور گـسترده ا       يهـا م ـ   نولـون ين كه نـسل دوم فلورك     ينولون ها به خصوص انروفلوكساس    يفلورك

نولـون هـا در   يه از فلوركي ـ رويع و ب ـياستفاده وس.ردي گيار م مورد استفاده قريماري ها جهت درمان ب    يمرغدار

راز ي ـ ژDNA. دهـد يش م ـيزا را افزا  يماري ب يا كل يشين اشر ي در ب  يكيوتي ب يجاد مقاومت آنت  يور خطر ا  يصنعت ط 

 DNA  كد كنندهيجهش درژن ها .باشد يها م نولوني فلوركي هدف اصل IVزومراز يو توپوا ) IIزومرازيتوپوا(

ا يشي ـنولـون هـا در اشر  ي مقاومت بـه فلورك يعلت اصل) ParC , parE (IVزومراز يو توپوا) gyrA, gyrB(راز يژ

 بـه   يكيوتي ـ ب يل در مقاومـت آنت ـ    ي ـ دخ ي مرتبط بـا ژنهـا     يها  جهش يين مطالعه شناسا  يهدف ازا . باشد ي م يكل

ن يبه انروفلوكساسمقاوم  فوژن،يسك ديه توسط روش دي جداE.coli، 20ه ي جدا80از . باشدين ميانروفلوكساس

 قـرار گرفـت   ي درآنها مـورد بررس ـ ,parC,gyrB, gyrA parE يسپس حضور جهش درژن ها.  شدند ييشناسا

 كه ي مشاهده شد اما جهشparC در S80→I ,gyrB در F514→S ,gyrAدرS83→L  D87→N,  يجهش ها.

  . افت نشدي parEنه شود در يدآمير در اسييمنجر به تغ

  رازي ژDNA،نيانروفلوكساس  ،يكيوتي بيمقاومت آنت  ،يا كليشياشر :يديواژگان كل
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  PCR مخلوط واكنش هر ژن براي انجام -1جدول

 ��� �� ���	
 ��
��µl��  gyrA  gyrB  parC,parE 

dH2o 
10xbuffer 

Mgcl2(50mm) 
dNTP(10mm) 

Primer mix (10 pmd) 
Template 

Taq 

�/�� 

� 
�/� 

� 
� 
� 

�/� 

�/�� 

� 
�/� 

�/� 
�/� 

� 

�/� 

�� 

� 
� 

� 
� 
� 

�/� 
  

  

 

 Singl PCR پرايمر هاي واكنش - 2جدول

Primer Sequence(5′-3′)  
Size 
,bp 

gyrA 
  

  

gyrB 
 
  

parC 
  

parE  

 

TACACCGGTCAACATTGAGG   
TTAATGATTGCCGCCGTCGG    

  

GCGCGTGAGATGACCCGCCGT 
CTGGCGGTAGAAGAAGGTCAG  

  

AAACCTGTTCAGCGCCGCATT 
GTGGTGCCGTTAAGCAAA       

  

CTGAACTGCTGGCGGAGATG 
GCGGTGGCAGTGCGACGTAA 

648 
  

 
448  

  

 
395  

  

 
483  

  

 gyrA , gyrB , parC جهت تكثير PCRبرنامه  - 3جدول

, parE  
Gene Cycling condition 
gyrA 95ºC for 4 min,followed by 35 cycles of 

95ºC for 30 sec,64ºC  for  1 min,74ºC for 
2.30 min,and 74ºC for 5 min final 
extension 

gyrB 95ºC for 4 min,followed by 35 cycles of 
95ºC for 40 sec,63.5ºC for  40sec,72ºC for 
1 min,and 72ºC for 5 min final extension 

parC 95ºC for 4 min,followed by 35 cycles of 
95ºC for 40 sec,61ºC for   40 sec,72ºC for 
40 sec,and 72ºC for 5 min final extension 

parE 95ºC for 5 min,followed by 35 cycles of 
95ºC for 40 sec,61ºC  
for 1min,72ºC for 1 min,and 72ºC for 5 
min final extension        

        

  نتايج 
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  gyrA, gyrB, parC, parE نتايج تكثير ژن هاي - 1شكل
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gyrA                                             gyrB                                      parC  

 در بالاي هر شكل اولين و دومين Forward موتانت هاي مقاوم به انروفلوكساسين با استفاده ازپرايمر PCRاز محصول  توالي حاصل- 2شكل

  .جهش رخ داده منجر به تغيير در توالي اسيدآمينه نشده است#. تعلق داردk-12(wild type)و  ي نوكلوتيدي به ترتيب به موتانت توال

  

 parE , parC , gyrB , gyrA انواع جهش ها در ژن هاي -4جدول 
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18  10  8  I    N    N  L  

2    2    S    L  

      S  F  D  k-12       S  

,S: serine, L: Leucine  D: Aspartic ، N:Asparagin F: Phenyl alanin ,  I: Isoleucine.  
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