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Abstract
Escherichia coli is a Gram-negative bacterium, the second most common bacteria
in the intestine and the main indicator of urban water pollution, is the most
common cause of urinary tract infection and also is one of the main factors in
food poisoning and diarrhea. Drug resistance of this bacterium to antibiotics is
a global challenge. Horizontal gene transfer (HGT) is the movement of genetic
material between unicellular and other gene transfer pathways which is an
important factor in the evolution of many organisms, antibiotic resistance in
bacteria, gene function. Antibiotic resistance in E. coli can be transferred to
another species of bacteria through HGT mechanisms. Today, Bioinformatics
methods have been used to understand and detect genes transfer from HGT
mechanism. In this study, bioinformatics tools such as PredictBias, ACLAME,
Mobil Genetic Elements (MGEs), PAI-ID, and Alien_Hunter were used in order to
genes analysis that related from antibiotic resistance in E. coli. Bioinformatics
and MIC assays results showed horizontal transfer of resistance genes. Also, 26
of 30 genes showed transcription in all software. Most of the genes that
identified show over 50% GC-content. put P gene with 178, blaCMY with 62,
BlaTEM with 43, and aac-6 with 66 homologies in the PredictBias and ACLAME
websites. mob (A-C) and rep (A-C) gene families are the highest numbers of
horizontal gene transfer from infection bacteria strain. Those cluster genes are
the highest resistant of laboratory tests that carries resistant genes such as
blaSHV and blaCHV on the blaCMY plasmid.
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  چکيده

Escherichia	coli  یک باکتری گرم منفی، دومین باکتری از نظر فراوانی در روده
ترین عامل عفونت ادراری و از عوامل اصلی مسمومیت غذایی و اسهال و شایع

ای دارد. صلی آلودگی آب شهری اهمیت ویژهعنوان شاخص ااست. همچنین به
عنوان یک چالش جهانی مطرح ها بهبیوتیکی به آنتیاين باکتر  یمقاومت داروي

رت صوها بهژنانتقال شود. به فرآیند انتقال ماده ژنتیکی در مسیری غیر از می
تواند شود. این فرآیند میگفته می (HGT)انتقال افقی ژن فرزندی  -والد رابطه

ر ها تغییبیوتیکهای ایجادکننده مقاومت به آنتیها از جمله ژنروی عملکرد ژن
های متحرک به د از طریق ژنتوانمی coli	E.ایجاد کند. ایجاد مقاومت در باکتری 

ها هم انتقال پیدا کند. امروزه از ابزارهای بیوانفورماتیکی های دیگر باکتریگونه
شود. یافته با مکانیزم انتقال افقی استفاده میهای انتقالبرای فهم و ردیابی ژن

، PredictBiasمانند  از ابزارهای بیوانفورماتیکیبا استفاده  مطالعهاین در 
ACLAME ،Mobil	 Genetic	 Elements	 (MGEs) ،PAI‐IDA  وAlien‐

Hunter  بیوتیک در باکتری دخیل در مقاومت به آنتی هاینبه بررسی برخی ژ
E.	coli های بیوانفورماتیکی و روش پرداخته شد. نتایج بررسیMIC  انتقال افقی
تقال را نشان افزارها انژن در کلیه نرم ۳۲ژن از  ۲۶های مقاومت را نشان داد. ژن

بودند.  %۵۰بالای  GCشده دارای درصد بازهای های شناساییدادند. بیشتر ژن
 ۴۳با  BlaTEMتوالی،  ۶۲با حدود  blaCMYتوالی،  ۱۷۸با  P	putهایی مانند ژن

به دست  ACLAMEو  PredictBiasهای توالی در سایت ۶۶با  aac‐6توالی و 
بیشترین احتمال انتقال  repژنی و خانواده  mobBو  mobC ،mobAآمدند. 

 هایزا نشان دادند. بیشترین مقاومت در تستهای بیماریافقی را بین سویه
  نشان دادند. blaCMYروی پلاسمید  blaCHVو  blaSHVهای آزمایشگاهی را ژن
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  مقدمه

یک باکتری گرم منفی به شکل  (coli	E.) اشریشیا کلیباکتری 
زی هواباسیل و از خانواده انتروباکتریاسه است. این باکتری بی

اختیاری، بدون اسپور و اغلب متحرک است. همچنین دومین 
باکتری از نظر فراوانی در روده و شاخص اصلی آلودگی آب شهری 

شود.گوشت، شیر، آب و ماهی در معرض به فاضلاب محسوب می
آلودگی به این باکتری و سبزی خام و سالاد مهمترین منبع آن 
هستند. این باکتری از طریق تماس مستقیم در هنگام خردکردن 

یرپاستوریزه و مصرف های لبنی غگوشت و استفاده از فرآورده
های تواند انتقال یابد. برخی سویهنشده میسبزیجات خام ضدعفونی

شوند. این باکتری آن موجب مسمومیت غذایی و اسهال می
های عفونت ۹۰%ترین عامل عفونت ادراری است که حدود شایع

مقاومت دارویی . [1]دهدادراری در زنان را به خود اختصاص می
خصوص در بیماران بستری در هب یت زیادیاهم اشریشیا کلی
در سراسر جهان  coli	E. مقاومت ضدمیکروبی در. ها داردبیمارستان
های زیادی ، نگرانیآناست و سرعت افزایش مقاومت  گزارش شده

. [2]یافته ایجاد کرده استکشورهای در حال توسعه و توسعه در
تیکی بین به فرآیند انتقال ماده ژن (HGT)انتقال افقی ژن 

بدون داشتن ها و یا ژن انتقال عمودیها در مسیری غیر از ارگانیزم
گفته فرزندی و یا رابطه سلول مادری سلول دختری  -رابطه والد

ها، ماده ژنتیکی از والد به فرزندان شود. در انتقال عمودی ژنمی
ها یکی از مهمترین عوامل . انتقال افقی ژن[3]کندانتقال پیدا می
ها در . از انتقال افقی ژن[4]ها استبیوتیکی در باکتریمقاومت آنتی
کامل م یا پدیده در تز این مکانی شود.نیز استفاده می مهندسی ژنتیک

ها از طریق ژنوم باکتری %۱۷تا  ۱۰و در حدود دارد ها نقش باکتری
 در برابرها سازگاری باکتری. دست آمده استه انتقال افقی ژن ب

. [5	,3]است ایجاد شدههای محیطی از طریق انتقال افقی ژن ترساس
هایی هستند که در ژنوم یشامل توال (MGE) مواد ژنتیکی متحرک

هایی های ساختاری و یا ژنی توالیاکنند. این مواد دار حرکت می
 هد.دجاشدن را درون و بین ژنوم به آنها میهستند که قابلیت جابه

دوده متفاوت انتقال گزارش شده است. در موجودات مختلف مح
از طریق  MGE. [4]استها خارج ژنومی منشا این توالیعمدتاً 
القایی  عناصرهای های مختلفی مانند استفاده از واسطهروش
ند. کرا تسهیل  و آنباشد  داشتهتواند در انتقال افقی ژن دخالت می

کنند و هنگامی ها تغییر ایجاد توانند در عملکرد ژناین عناصر می
ب یا تخریقرار بگیرند با  ژنوم میزبان دردر نزدیکی محل ورود ژن که 

ها موجب تغییر در عملکرد ژن ورود ژن محلها در سازی ژنغیرفعال
 اشندداشته ب مزایایی را برای میزبانتوانند این عناصر می. وندشمی

ر عمییک توالی تنظیمی، تتاثیر ممانعت از توان که از جمله می
را نام  دروزوفیلا حفظ تلومر درو یا  ایدورشته DNA هایشکست

است که در  ABO ژن گروه خونی ،هااز این ژن ایبرد. نمونه
ر های دیگاند. اکثر ژنداران از طریق انتقال افقی ژن منتقل شدهمهره

های در بررسیم مربوط بودند. ز های درگیر در متابولیبه آنزیم
 اندمنتقل شده HGT ژن از طریق حدود بیستنسان، در اشده انجام

 قبلاً ژن خارجی اضافی در ژنوم انسان شناسایی شد که  ۱۲۸۸و 
 م لیپید درگیرز ها در متابولیگزارش نشده بود. بعضی از این ژن

 ند که شامل تجزیه اسیدهای چرب و ایجاد گلیکولیپیدهاهست
ش التهابی، واکن های دخیل درژن ها شاملژن . سایر[6]ستا

د. هستنهای ضدمیکروبی سم دهی ایمنی سلول و واکنشسیگنال
 اتآمینه، تغییر  هایم اسیدز متابولیهای دخیل در هرچند ژن

نیز انتقال افقی نشان اکسیدانی های آنتیو فعالیت هاینئپروت
ترین ه بیشک یی هستندهاها و آغازیان میکروارگانیزم. باکتریاندداده
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روی  HGT . بررسی[7]در آنها اتفاق افتاده استانتقال افقی 
ها که از قارچاولیه  هایگونه ژن در ۵۰بیش از  ایجاد هاویروس

در  HGT بیشتر رسد. به نظر می[8]د را نشان داده استانمنشا گرفته
ها از نیایی است که گاهی اوقات بین نیای مشترک نخستی
. جزایر [5]اده استها رخ دینداران و نیای مشترک نخستمهره

 (PAIs)زایی و نیز جزایر بیماری (REIs)مقاومت میکروبی 
های بسیار مهمی در ژنوم هستند که در مراحل مختلف انتقال جایگاه
. [9]ها نقش اساسی دارندها و همچنین در تکامل باکتریافقی ژن

	.Eمقاومت دارویی در باکتری  coli  به یک مشکل جهانی در
. [10]ف پزشکی و دامپزشکی تبدیل شده استهای مختلحوزه
 زیادیبـا مقاومت به تعداد  ،coli	E.های مقاوم در باکتری ایزوله
ز طریق ااند. مقاومت در این باکتری بیشتر ایجاد شدهبیوتیک آنتی
افزارهای . امروزه نرم[11]شودمتحرک انجام میی هاژن

ه با یافتانتقالهای گویی ژنبیوانفورماتیکی متعددی برای پیش
اند و استفاده از آنها در حال مکانیزم انتقال افقی طراحی شده

SIGI[13]‐توان به افزارها می. از جمله این نرم[12]گسترش است

HMM ،IslandPath[14] ،IDA‐PAI[15] ،Centroid[16] ،
Alien_Hunter[17] ،MibolomeFinder[18] ،IslandPick[19] ،

EDIG[20] ،GIST[21] و IslandViewer[22] اشاره کرد.	
 ها نشان دادهای انتقالی از باکتری به آرکیدر بررسی ژن ایمطالعه

ها انتقال افقی پیدا کرده ها و آرکیها بین باکتریژن %۱۵که حدود 
افزار جدیدی براساس مرزهای روش و نرم آریستوتلیس. [5]است

های . در روش][12ها طراحی کردکدون برای بررسی انتقال افقی ژن
های فیلوژنتیکی برای بررسی و مطالعه انتقال سنتی بیشتر روش
هایی همچون مقدار ها از پارامترشد. در این روشافقی استفاده می

GC شود. در مورد باکتری ها استفاده میبرای بررسی و انتقال ژنE.	

coli  نیز براساس قالب خوانش ژن(ORF)  انتقال افقی ژن بررسی
گویی و . همچنین از درخت فیلوژنتیکی برای پیش[23]ده استش

	,24]ها در این باکتری استفاده شده استبینی انتقال افقی ژنپیش

	IS)های مهم مانند عناصر همجوار توالی . بعضی فاکتور[25

elements) همجواری با ،tRNA و همچنین سایز عناصر  بوده
های ار هستند. بیشتر روشها بسیار تاثیرگذمتحرک در انتقال ژن

شناسایی عناصر متحرک ژنی براساس مقایسه توالی ژنی و ژنومی 
های های زیادی مانند بسیاری از ژن. ژن[26]شوندانجام می
اند که توسط شناسایی شده coli	E.های رونویسی در باکتری فاکتور

	,27]اندسیستم انتقال افقی منتقل شده هایی روی . در بررسی[28
ژن توسط  ۷۵۵، نشان داده شده است که حدود coli	E.اکتری ب

اند. با توجه به افزایش مقاومت به انتقال افقی انتقال یافته
انواع ایی شناسبا بررسی و  ،اشریشیا کلیبیوتیک در باکتری آنتی
ها و بررسی مکانیزم اثرات آنها در بیوتیکآنتی به مقاومتهای ژن

از ها رسد که مطالعه و بررسی این ژنایجاد مقاومت، به نظر می
برخوردار باشد و از آنجایی که منجر به ایجاد اهمیت خاصی 

با مطالعه در این شود، ارزشمند است. ی جدید میدرمانهای راهکار

، PredictBias ،ACLAME استفاده از ابزارهای بیوانفورماتیکی
Mobile	Genetic	Elements	(MGEs)  وPAI‐IDA ن و همچنی

دخیل ی هابه بررسی ژن Genome	SeqWordپایگاهای اطلاعاتی 
پرداخته شد. نتایج  coli	E.بیوتیکی در باکتری در مقاومت آنتی

، aceKهای های ایجاد مقاومت بیشتر ژننشان داد که بین ژن
uvrD ،mdh ،mutS ،crr ،gnd ،pabB ،gapA ،trpC ،icd ،
putP ،polB  وpolA در [29]شوندی منتقل میاز طریق انتقال افق .
هایی که براساس روابط نیاکان، افزارها بیشتر از الگوریتماین نرم

ها، بررسی مقدار میزان و وجود توالی خاص در ابتدا و انتهای ژن
GC شود. ها هستند، استفاده میها و نقاط داغ در انتقال ژندر ژن

های ههای بیوانفورماتیکی با دادنتایج حاصل از مطالعات
  آزمایشگاهی تایید شد.

  
  هامواد و روش

ها در باکتری بیوتیکهای دخیل در مقاومت به آنتیژن
Escherichia	coli	

های مورد نظر با استفاده از پایگاهای در مطالعه حاضر، توالی
استخراج شدند. به همین  NCBIRefSeqاطلاعات ژنومی همچون 

مورد  +BLASTو  BLASTها و توالی با استفاده از منظور داده
های مورد ها و توالیبررسی قرار گرفت. در تمامی مراحل سایت

ارزیابی شدند. از سایت  ORFsاستفاده شش فرم خوانش 
PredictBias (www.davvbiotech.res.in/PredictBias) 

استفاده  coli	E.ال افقی ژنوم باکتری گویی انتقبرای بررسی پیش
. همچنین از [30]است GCشد. اساس کار این سایت براساس درصد 

برای بررسی  ACLAME (http://aclame.ulb.ac.be) سایت
MGEs در این سایت از هر دو توالی [31]استفاده شد .DNA  و

ین شود. همچنهای متحرک استفاده میپروتئین برای بررسی توالی
های مورد برای امکان انتقال افقی توالی Alien_Hunterافزار نرماز 

های اطلاعاتی بررسی استفاده شد. پس از بررسی متون و پایگاه
، A ،elt	paa ،sepهای دارای ارجحیت در انتقال افقی شامل ژن

est	B ،fae	G ،tet	A ،sul	1 ،aadA ،str	A ،str	B ،aac(3) ،ast	

A ،dac ،aid	A ،slt ،b	B ،yc ،cpx	P ،yqau ،spx ،dsbA ،rmf ،
ycc	A ،flhc ،rai	A ،mzr	A ،dct	A ،yole	H ،efe	U ،fad	2 ،
mgl	B ،nha	B ،omp	F ،put	P ،sbm	A ،ycc	A ،tpp	B ،spy ،
cpx	P ،flhc ،dsb	A ،Rmf ،yde	H ،tet	A ،aadA1 ،Rai	A ،bla	

SHV ،sul	 1 ،aac3 ،qnr ،dfr	 A1 ،tet	 B ،cmlA ،ereA ،
blaCMY ،sul2 ،bla‐Tem ،cat	A1 ،qnr	S ،acc(3) ،sul	3 ،
qnr	D ،qnr	C ،qnr	B ،qnr	A ،qep	A  وaac6  هستند. همچنین

، repB ،mobA ،repA ،repC ،linBهای توالی مربوط به ژن
sulII ،strA ،mobB ،cI ،cro ،cII ،strB ،ant ،mobC ،mobC ،

mobA ،mob ،repB ،mobC ،aph(3')‐I ،strB ،strA ،catIII ،
repCsulII ،repA ،cac ،repB ،mobB ،mobA  وmobC  در

  مورد بررسی قرار گرفت. ACLAMEسایت 
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	coli	Escherichiaکشت باکتری 
های آلوده بیمارستانی تهیه شد و با باکتری اشریشیا کلی از نمونه

آمیزی گرم و کشت روی پلیت نوترینت آگار و استفاده از رنگ
های مقاوم بیمارستانی و ی تایید شد. باکتریمشاهده جلای فلز 

	.E)نمونه استاندارد باکتری  coli	 ATCC	 در محیط  (25229
ساعت در انکوباتور شیکردار با دمای  ۱۸تا  ۱۶نوترینت براث به مدت 

°C۳۷ های کشت مورد نیاز برای کشت داده شد. وسایل و محیط
 ۲۰به مدت  انجام آزمایشات بعدی تحت فشار و دمای اتوکلاو و

  دقیقه استریل شدند.
  (MIC)سنجش حداقل غلظت مهاری 

های باکتری از نیم برای تهیه رقت %۹/۰کلرید محلول سدیم
ارلند فکشت نیم مکفارلند تهیه و استریل شد. سپس از پیشمک

میکرولیتر ۱۰۰ها خانه استریل ابتدا به چاهک ۹۶تهیه شد. در پلیت 
ها بیوتیکهای مختلف آنتیلظتمحیط کشت اضافه و سپس از غ

کردن به میکرولیتر اضافه و با پیپتاژ و اضافه۱۰۰ها در چاهک
های مختلف تهیه شد. در مرحله بعد های بعدی رقتچاهک
فارلند به هر چاهک اضافه شده از نیم مکمیکرولیتر از رقت تهیه۱۰۰

های کنترل منفی فقط محیط کشت و در چاهک شد. در چاهک
مثبت محیط کشت و باکتری اضافه شد. بعد از کشت کنترل 

مورد  هایبیوتیکساعته در انکوباتور شیکردار سنجش اثر آنتی۱۸
؛ BioTekها با دستگاه اسپکتروفتومتر (مطالعه بر روند رشد باکتری

ا هنانومتر بررسی شد. همچنین کلیه آزمایش۶۳۰ایالات متحده) در 
  تکرار انجام شدند. ۳با 

	بیوگرامتست آنتی
های استاندارد و مقاوم در محیط نوترینت پس از کشت چمنی سویه
سیلین، های آمپیبیوتیکهای آنتیآگار و قراردادن دیسک

اگزاسیلین، سفتریاکسون، کانامایسین، نیومایسین و 
ساعت در انکوباتور  ۱۸تا  ۱۶ استرپتومایسین کشت باکتری به مدت

دهنده ها نشانه مهار رشد باکتریقرار داده شد. هال C۳۷°با دمای 
  ها است.بیوتیکاثر مهاری آنتی

  

  هایافته
آورده شده است. در این مطالعه  ۱صورت کلی در جدول نتایج به

، PAIDBهای بیوتیک از سایتهای مقاوم به آنتیبرای بررسی ژن
PredictBias ،Alien_Hunter  وACLAME  استفاده شد. نتایج

ها مورد بررسی در این سایت GCدرصد بازهای که بیشتر براساس 

های بیشتر ژن ۱قرار گرفته است، تقریباً مشابه هستند. طبق جدول 
مورد هستند که  ۳۱و حدود  PAIDBشده مربوط به سایت شناسایی

  ارتباط دارند. coli	E.بیوتیک در باکتری با مقاومت به آنتی
  PAIDBنتایج حاصل از سایت 

ژن مورد  ۶۷تعداد  PAIDBافزار ده توسط نرمشدر بررسی انجام
های مربوطه ارایه شد. نتایج مربوط به وجود بررسی براساس جدول

. [32]های مطالعه بوددر نمونه REIsو  PAIsهای و عدم وجود ژن
های مختلف از جمله جزایر در این سایت اطلاعات مربوط به ژن

مورد  (REIs)بیوتیک و جزایر مقاومت به آنتی (PAIs)زایی بیماری
های شامل انواع مختلف ژن PAIsهای بررسی قرار گرفت. توالی

 ۳توان تیپ های مختلف است که بیشتر میموجود در باکتری
، سوپر syringae	Pseudomonasهای ترشحی در باکتری سیستم
های کلنی ، فاکتورaureus	Staphylococcusژن در باکتری آنتی
را نام برد.  coli	E.های درونی در و توکسین cholerae	Vibrioدر 

ژن مشابه احتمال انتقال  ۱۷۸با تعداد  P	putطبق نتایج، ژن 
توالی مشابه،  ۶۶با  6	aac). ژن ۱دهد (نمودار بیشتری را نشان می

 هایدهد که وجود این توالیدومین تعداد توالی مشابه را نشان می
های دیگر و یا از به گونه coli	E.مشابه، دلیلی بر انتقال از گونه 

های های دوم و سوم ژنهای دیگر به این باکتری است. در ردهگونه
blaTEM  وblaSHV پلاسمید که گاهی روی blaCMY  قرار دارند
 blaCMYنشان داده است. در پلاسمید  PAIهای ژنی را در دسته
در  این اند که قابلیت انتقال دارند.ژن شناسایی شده ۴۳در مجموع 

، PAIDBدر سایت  REIsهای ژنی حالی است که در بررسی گروه
ژن را نشان  ۱۶حدود  blaCMYبیشترین انتقال و  blaTEMژن 

دارای میزان  PAIبا بیشترین تعداد ژن در گروه ژنی  P	putداد. ژن 
  ).۲است (جدول  REIsکمتری در گروه ژنی 
  PredictBiasنتایج بررسی سایت 

فلاوین در ، تعدادی ژن مقاوم به آنتیPredictBiasبررسی در 
نشان  افزارگویی توسط این نرمرا شناسایی کرد. پیش coli	E.باکتری 
احتمالاً نزدیک  ECP‐1346تا  ECP‐1340های دهد که بین ژنمی
‐ECPو  ECP‐2789های ژن وجود دارند. همچنین بین ژن ۶تا  ۳

ها ل دقیق این ژنگویی شد که محژن پیش ۲۹نیز حدود  3458
بیوتیک مشخص نبود، اما با همولوژی برای مقابله با مقاومت آنتی

ها از یک جد مشترک احتمال اینکه مجموعه این ژن %۸۰بالای 
باشند و یا اینکه در اثر انتقال افقی ایجاد شده باشند نیز وجود 

  داشت.

  
  های مختلفدر سایت coli	E.مورد بررسی در باکتری بیوتیک های مقاوم به آنتینتایج کلی مربوط به ژن )۱جدول 

  کل (درصد) GC  سایت
به کل   ORFمجموع  GCمیزان 

GC (درصد) ژنوم  
GC (درصد) مجموع	

های مورد تعداد ژن
  بررسی

های قابل تعداد ژن
  شناسایی

PAIDB	۶/۵۲	۳/۱۵	۲/۵۳  ۷۰ ۳۲  

PredictBias	۴/۵۲	۵/۱۵	۵۱	۶۶ ۲۹  

Alien‐Hunter	۵۴	۴/۱۶	۴/۵۳  ۵۷ ۲۶  

ACLAME	۵۱  ۴۵/۱۵	۱/۵۲  ۶۸ ۲۹  
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(با  coli	E.موجود در باکتری  (REIs)بیوتیک و جزایر مقاومت به آنتی (PAIs)زایی های جزایر بیماریروی ژن PAIDBشده در سایت آنالیز بیوانفورماتیکی انجام )۱نمودار 

  )۲مشخصات ژنی جدول 
  

در سایت  coli	Escherichiaته در باکتری یافهای انتقالگویی ژنپیش )۲جدول 
PAIDB  

	REIs	PAI  هااسامی ژن

blaCMY	۲۷	۱۶	
blaSHV	۹	۹	
BlaTEM	۳۲	۳۲	
aadA1	۱	۱	
paa	۱	صفر	
sep	A	۱	۱	
elt	۲	صفر	

tet	A	۱	صفر	
aadA	۴	۴	
str	A	۱	۱	
str	B	۴	۴	
ast	A	۱	صفر	
cpx	P	۱	۱	
dsbA	۲	۲	
omp	F	۷	۱	
put	P	۱۷۸	۱	
cpx	P	۱	۱	
dsb	A	۲	۲	
yde	H	۱	صفر	
Rai	A	۱	صفر	
tet	A	۷	۳	
tet	B	۳	صفر	
sul	1	۶	۶	
Ere	A	۷	۱	
cat	A1	۱	۱	

bla‐Tem	۲	۲	
sul	2	۲	۱	
sul	3	۱	۱	
qep	A	۱	۱	
aac	6	۶۶	۱	

  

  Alien‐Hunterافزار بررسی در نرم
 ژن از ۳۸۰ حدود حاصل نتایج Alien‐Hunter افزارنرم در بررسی در

 %۵/۱۰ حدود که شدند محسوب HGT جزء ORF ژن ۴۳۰۰ جموعم

های مقاوم به شده جزء ژندادههای انتقالاین ژن %۱۵ژنوم است. 
های بیشتر نشان داد که ها هستند. همچنین بررسیبیوتیکآنتی

شده در فرآیند مسیر انتقال پیام و اطلاعات های منتقلژن %۵حدود 
در  %۵/۶ و متابولیزم در %۸/۴ ولی،سل هایپروسه در %۸ ژنتیکی،
  اند.داشته نقش انتشار و تولید هایفرآیند به مربوط هایمسیر

 

  ACLAMEنتایج سایت 
 

های ردیفی همچون مدلهای همدر این سایت بیشتر روی مدل
HMMER ،NRDB‐NCBI ،Swiss‐Prot  وSCOP شود تمرکز می
بلیت انتقال دارند را توالی با عملکردهای مختلف که قا ۱۶و بیش از 

 تیها با قابلژن رندهیعنوان پذکه به یژن گاهیجا ۱۵شناسایی کرد. 
 ۶ و دنآنها وجود دار  یکه رو یصورت افقهمتحرک ب یهاانتقال ژن

گروه  ۴است که در  شدهگزارش  coli	E. یباکتر  یبرا MGE یتوال
شده روی . در بررسی انجامشوندیم یبندمیتقس ینئیخانواده پروت ای

MGE  که در مقاومت دارویی در باکتریE.	coli  نقش دارد، میزان
). ۱و شکل  ۳دیده شد (جدول  rep های گروهبالایی انتقال برای ژن

هایی مانند بیوتیکهای مقاوم به آنتیها عمدتاً ژناین ژن
سیلین، سفوتاکسیم، استرپتومایسین، اگزاسیلین و آمپی

  سفتریاکسون هستند.
	

خانواده ژنی مختلف که در ارتباط با  ۴۰۰ین قسمت بیش از در ا
توان انتقال افقی ژنی بودند مورد بررسی قرار گرفت که از جمله می

هایی که هم روی ژنوم باکتری و هم روی پلاسمید قرار دارند به ژن
های مقاوم ). خانواده مورد بررسی شامل پروتئین۳اشاره کرد (جدول 

 ۳ی مانند سولفامیدها هستند. در جدول هایبیوتیکبه آنتی
ارایه  mobو  repها مانند بیوتیکهای ژنی مقاوم به آنتیگروه
 ACLAMEاند که مقاومت بالایی دارند. نتایج حاصل از سایت شده

 بیوتیک راهای دارای قابلیت انتقال که مقاومت به آنتیبرای ژن
 ۱تایج، از ردیف آورده شده است. طبق ن ۳دهند در جدول نشان می

 ۶۷۹و  ۲۳۶، ۲۱۵های ژنی بیشترین مقدار انتقال در خانواده ۱۹تا 
نوکلئوتید است که  ۱۰۰۰ها کمتر از وجود دارد. اندازه اکثر این ژن

ندازه های با ابراساس اصول احتمال انتقال افقی بیشتر برای توالی
  ).۱و شکل  ۳و  ۱های دهد (جدولکوچکتر رخ می

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

bl
aC
M
Y

bl
aS
H
V

B
la
TE
M

aa
dA
1

pa
a

se
p	
A el
t

te
t	A

aa
dA

st
r	
A

st
r	
B

as
t	A

cp
x	
P

ds
bA

om
p	
F

pu
t	P

cp
x	
P

ds
b	
A

yd
e	
H

R
ai
	A

te
t	A

te
t	B

su
l	1

Er
e	
A

ca
t	A
1

bl
a‐
Te
m

su
l	2

su
l	3

qe
p	
A

aa
c	
6

PAI‐IDA

REIs
ال
تق
 ان
داد
تع

 

 نام ژن



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  اسوندیق دهیسع ۱۱۴

   ۱۳۹۸، زمستان ۱، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                              فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

ندارد های استاها در باکتریبیوتیکمقاومت به آنتی نتایج سنجش
  و بیمارستانی
های ایجاد های بیوانفورماتیکی و شناسایی ژنپس از بررسی
ها که با مکانیزم انتقال افقی انتقال پیدا بیوتیکمقاومت به آنتی

 ها روی باکتریبیوتیککنند، در شرایط آزمایشگاهی اثر آنتیمی
هاله برای  و استاندارد با دو روش سنجش قطرمقاوم بیمارستانی 

های محلول بیوتیکبرای آنتی MICهای دیسکی و بیوتیکآنتی
). نتایج حاصل از مطالعات ۳و  ۲های سنجیده شد (شکل

آزمایشگاهی نشانگر مقاومت بیشتر باکتری بیمارستانی نسبت به 
 ). همچنین مقاومت به۵و  ۴های سویه استاندارد است (جدول

های دارای میزان بالای انتقال افقی بیشتر دیده شد. بیوتیکآنتی
های بیوانفورماتیکی که در بررسی blaTEMو  blaSHVهای ژن

ر سنجی دیافته بودند در نتایج مقاومتهای انتقالبیشترین ژن
  اند.های مورد مطالعه شدهآزمایشگاه هم باعث مقاومت باکتری

 های بیمارستانیدهد که در نمونهمیشده نشان نتایج نمونه کشت
بیوتیک (که در آن ژن مقاوم به آنتی blaTEMهای دارای ژن

هاله مهار رشد باکتری سیلین وجود داشت) میزان شعاع آمپی
های بیوتیک). در مورد آنتی۲متر است (شکل سانتی۴/۱استاندارد 

 ها حاملسیلین مشاهده شد که این باکتریاگزاسیلین و پنی
 blaCMY روی پلاسمید blaCHVو  blaSHVهای مقاوم ژن

های مسئول بروز ها و ژنبیوتیکآنتی ۴). در جدول ۳هستند (شکل 
شود طور که مشاهده میمقاومت در برابر آنها ذکر شده است. همان

ا مقاوم هبیوتیکباکتری بیمارستانی در گذر زمان نسبت به آنتی
های مقاوم به یادی ژنحاوی تعداد ز blaCMY شده است.

 PredictBiasو  ACLAMEهای بیوتیک است که در سایتآنتی
های گزارش شده است که در نتایج نمونه C تا A	repهای با عنوان

تواند دلیلی برای شده نیز وجود مقاومت میآزمایشگاهی تست
چهار نمونه  ۳). همچنین شکل ۲ها باشد (شکل انتقال این ژن

ه به دهد کبیمارستانی را نشان می اشریشیا کلیمختلف باکتری 
سفتریاکسون حساس بودند، هرچند برای  ها به جزبیوتیکهمه آنتی

  دهند.های متفاوتی نشان میهاله سفتریاکسون نیز قطر

  
  ACLAMEدر سایت  coli	E.بیوتیک در باکتری های دخیل در مقاومت به آنتینتایج حاصل از بررسی ژن )۳جدول 

  ردیف  نام ژن  اندازه  جایگاه ژنومی  م در بانک ژننا

GenBank:	GeneID:1449621	458..730	۲۷۳	mobC	۱	
GenBank:	GeneID:1449619	913..3024	۲۱۱۲	mobA	۲	
GenBank:	GeneID:1449620	1661..2071	۴۱۱	mobB	۳	

GenBank:	GeneID:1449623	2047..3024	۹۷۸	repB	۴	

GenBank:	GeneID:1449629	3080..3286	۲۰۷	cac	۵	

GenBank:	GeneID:1449622	3315..4154	۸۴۰	repA	۶	
GenBank:	GeneID:1449624	4042..4986	۹۴۵	repC	۷	

GenBank:	GeneID:1449627	5875..6690	۸۱۶	sulII	۸	

GenBank:	GeneID:1449618	6757..7398	۶۴۲	catIII	۹	

GenBank:	GeneID:1449625	7468..8271	۸۰۴	strA	۱۰	
GenBank:	GeneID:1449626	8271..9107	۸۳۷	strB	۱۱	
GenBank:	GeneID:1449628	9443..10258	۸۱۶	aph(3')‐I	۱۲	

GenBank:	GeneID:874995	1..288	۲۸۸	mobC	۱۳	

GenBank:	GeneID:874994	470..2581	۲۱۱۲	mobA	۱۴	

GenBank:	GeneID:874998	1218..1628	۴۱۱	mobB	۱۵	
GenBank:	GeneID:874996	1625..2581	۹۵۷	repB	۱۶	

GenBank:	GeneID:3251142	2649..2885	۲۳۷	Undefined	۱۷	

GenBank:	GeneID:874990	2951..3790	۸۴۰	repA	۱۸	

GenBank:	GeneID:874997	3777..4628	۸۵۲	repC	۱۹	
GenBank:	GeneID:874999	5161..5964	۸۰۴	linB‐like	۲۰	
GenBank:	GeneID:874991	7995..8810	۸۱۶	sulII	۲۱	

GenBank:	GeneID:874993	8979..9782	۸۰۴	strA	۲۲	

GenBank:	GeneID:874992	9782..10618	۸۳۷	strB	۲۳	

GenBank:	GeneID:2641680	10198..10902	۷۰۷	cI	۲۴	
GenBank:	GeneID:2641656	11016..11249	۲۳۳	cro	۲۵	

GenBank:	GeneID:2641678	11388..11684	۲۹۶	cII	۲۶	

GenBank:	GeneID:4397465 6060..6629 ۵۷۰  ant	۲۷	

GenBank:	GeneID:2716948	2767..3051	۲۸۵	mobC	۲۸	
GenBank:	GeneID:2716949	3250..5379	۲۱۳۰	mobA	۲۹	
GenBank:	GeneID:2716942	3998..4411	۴۱۴	mobB	۳۰	

GenBank:	GeneID:2716943	4408..5379	۹۷۲	repB	۳۱	

GenBank:	GeneID:2716948	2767..3051	۲۸۵	mobC	۳۲	



 Escherichia coli ۱۱۵ یدر باکتر  یکیوتیبینتدر مقاومت آ لیدخ یهاژن یانتقال افق یکیوانفورماتیب یبررســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                        Volume 11, Issue 1, Winter 2020 

	
	.Eها در باکتری بیوتیکهای مقاوم به آنتیروی ژن ACLAMEدر سایت  MGE گروه خانواده ژنی ۴آنالیز انتقال  )۱شکل  coli سیلین، سفوتاکسیم، مانند آمپی

که در  ACLAME افزارهای سایتدهنده توسط نرمهای انتقالدهنده شناسایی ژن)؛ نقاط آبی نشان۳استرپتومایسین، اگزاسیلین و سفتریاکسون (براساس جدول ژنی شماره 
	زیر ستون گروه ژنی مشخص شده است، هستند.

  

	
های بیوتیکحساس به آنتی اشریشیا کلیسیلین؛ ب) باکتری استاندارد سیلین، اگزاسیلین و آمپیهای پنیبیوتیکالف) باکتری بیمارستانی مقاوم به آنتی )۲شکل 
  سیلینسیلین، اگزاسیلین و آمپیپنی

  

ب)( (الف)  
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   ۱۳۹۸، زمستان ۱، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                              فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

  
  هابیوتیکبیمارستانی حساس به همه آنتی هاینمونه )۳شکل 

  
  های محلولبیوتیکبرای آنتی MICنتایج  )۴جدول 
  غلظت موثر در باکتری بیمارستانی  غلظت موثر در باکتری استاندارد (میکروگرم)  های مقاومتژن  مکانیزم  بیوتیکآنتی

  مقاوم  ۵	Acc(3)  سازیپروتئین  جنتامایسین
  ۵/۷  ۷۵/۰	-  سازیپروتئین  آمیکاسین

  ۷۵/۰  ۷۵/۰	qnrC ،qnrD ،qnrS ،qnrB	DNAآسیب به   سیپروفلوکساسین
blaCMY  دیواره  کلاوکوآموکسی و   blaSHV	۷۵/۰  ۵/۷  

  ۳۰  ۴۰	Ere(A)  سازیپروتئین  اریترومایسین
  ۳۲۵/۰  ۷	blaCMY ،blaSHV  دیواره  سفتراکس

  
  بیوتیکیهای آنتیسنجش قطر هاله دیسک )۵جدول 
  هاله در باکتری بیمارستانی  هاله در باکتری استاندارد  های مقاومتژن  انیزممک  بیوتیکآنتی

  blaSHV ،blaCMY ۵/۱  ۱/۱  دیواره  سفوتاکسیم
  -  ۱	blaSHV ،blaCMY  دیواره  اگزاسیلین

  -  ۱/۱	blaCHV ،blaCMY  دیواره  سیلینپنی
  -  ۴/۱	BlaTEM  دیواره  سیلینآمپی

  ۱  ۳/۱	-  سازیپروتئین  نئومایسین
  -  ۱	aadA1  سازیپروتئین  رپتومایسیناست

  -  ۱/۱  -  سازیپروتئین  کانامایسین
  ۲/۱  ۸/۱  -  دیواره  سفتریاکسون

	
  بحث
با استفاده  coli. Eژنوم باکتری  %۱۷دهند حدود ها نشان میبرآورد

ها مربوط به . بیشتر این ژن[33]از انتقال افقی انتقال پیدا کرده است
. [34]ها و همزیستی هستندبیوتیکیمتابولیزم، مقاومت به آنت

MGE کندها تغییر ایجاد میدر عملکرد ژنالقایی  عناصر از طریق .
و  GCهایی با درصد بیشتر بازهای انتقال بیشتر مربوط به توالی

های ترجیحی اسیدآمینه همچنین کدهای ژنتیکی ترجیحی، توالی
. از ][35شودگویی میها روی ژنوم پیشهای خاص ژنو جایگاه

 GC گویی براساس میزان بازهایهای مختلف برای پیشافزارنرم
، HMM‐SIGI[13]توان به شود که میاستفاده می
IslandPath[14] ،IDA‐PAI[15] ،Centroid[16] ،

Alien_Hunter[17] ،MibolomeFinder[18] ،IslandPick[19] ،
EDIG[20] ،GIST[21]  وIslandViewer[22] اشاره کرد.  

REIs  وPAIs های بسیار مهمی روی ژنوم هستند که در جایگاه  
 

ها ها و همچنین تکامل باکتریمراحل مختلف انتقال افقی ژن
های های فاکتورهای زیادی مانند ژن. ژن[9]نقشی اساسی دارند
 putpها همچون دهنده اسیدآمینههای انتقالرونویسی و پروتئین

  ند که توسط سیستم انتقال افقی اشناسایی شده coli	E.در باکتری 
 

هایی روی این باکتری، نشان داده . در بررسی[28	,27]اندمنتقل شده
   اند.ژن توسط انتقال افقی انتقال یافته ۷۵۵شده است که حدود 

 

 coli	E.های مقاومت در باکتری نتایج انتقال افقی برای بعضی ژن
ه های پذیرندمی تواند نقش مهمی در متابولیزم میزبان و باکتری

دهنده عنوان عامل انتقالکه به P	putها داشته باشد. پروتئین ژن
، بیشترین میزان [36]است coli	E.پرولین در دیواره سلولی باکتری 

های یکی از ژن 6	aacانتقال را به خود اختصاص داده است. ژن 
بیوتیک کینولون در این باکتری است که با مهم در ارتباط با آنتی
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ا هگروه ژنی نقش بسیار زیادی در مقاومت سایر گونه ۶۶تقال به ان
های های ژنی (کلاسترصورت گروهبه 6	aacداشته است. عمدتاً ژن 

 qnrB4و  Ib‐cr ،qepA ،qnrS1 ،qnrB6های ژنی) و از طریق ژن
. وجود [37]بیوتیک را ایفا کنندتواند نقش مقاومت به آنتیمی
بیوتیک های مقاوم به آنتینژ  %۸۸در  blaTEMهای ژن
گزارش شده است.  coli	E.های سیلین در باکتریخصوص آمپیبه

های بیوانفورماتیکی مطالعه حاضر نیز در تایید این نتایج بررسی
 ، با ژنPAI و REIsگروه ژنی  ۳۵موضوع نشان داد که حدود 

blaTEM  در سایتPAIDB  سویه  ۲۵مشابهت دارند. حدودE.	

coli  38]سیلین هستندبیوتیک آمپیای مقاومت به آنتیدار,	 39] .
با بیشترین تعداد ژن در  P	putنتایج این مطالعه نشان داد که ژن 

دارد. همچنین  REIsمیزان کمتری را در گروه ژنی  PAIگروه ژنی 
تعدادی ژن مقاوم به  PredictBiasدر این بررسی در سایت 

‐ECPتا  ECP‐1340های ژنبین  coli	E.فلاوین در باکتری آنتی

 ECP‐3458و  ECP‐2789های و همچنین بین ژن 1346
در این  %۸۰گویی شد که با بررسی نتایج همولوژی بالای پیش

ها از یک جد مشترک باشند جایگاه احتمال اینکه مجموعه این ژن
و یا اینکه در اثر انتقال افقی ایجاد شده باشند نیز وجود دارد. 

منظور تایید انتقال افقی یک ژن افزارهای مختلف بهاستفاده از نرم
ها بسیار مفید است. امر قابل توجه این است ای از ژنیا مجموعه

افزار با استفاده از پارامترهای مختلفی که با وجود اینکه هر نرم
توانند یکسان باشند. یکی از کند، اما نتایج میها را آنالیز میداده
 Alien‐Hunterکه مورد مطالعه قرار گرفت افزارهای دیگری نرم

را محاسبه  HGTژنوم) به جز  %۵/۱۰ژن (حدود  ۳۸۰بود که حدود 
افزار و همچنین دلیل حساسیت بالای این نرمتواند بهکرد که می

بررسی و محاسبه بیش از پنج پارامتر باشد. نتایج نشان داد که مقدار 
های مقاومت به وط به ژنها مربای از مجموع این ژنقابل ملاحظه

موارد انتقالی  %۳/۲۴ها هستند. همچنین در مجموع بیوتیکآنتی
ی هاهای انتقال پیام و اطلاعات ژنتیکی، پروسهمربوط به پروسه

های تولید و انتشار و مکانیزم اساسی سلولی، متابولیزم، فرآیند
های مقاومت به توانند در فرآیندسلولی هستند که می

ها در مهمان و میزبان نقش بیشتری داشته باشند. وتیکبیآنتی
ردیفی های همکه بیشتر روی مدل ACLAMEهای سایت بررسی
تمرکز  SCOPو  HMMER ،NRDB‐NCBI ،Swiss‐Protمانند 

های مختلف در نظر های مشابه را در گونهدارد و شناسایی توالی
در  MGEی توال ۶توالی را شناسایی کرد.  ۱۶گیرد، بیش از می

های گروه پروتئینی و عمدتاً ژن ۴های مختلف که جزء میزبان
ها بیوتیک هستند و همچنین امکان انتقال انواع ژنمقاوم به آنتی

مشاهده شد. با توجه  coli	E.صورت افقی را دارند برای باکتری به
توان بیش از چندین می ACLAME های بیشتر در سایتبه بررسی

تلف که در ارتباط با انتقال افقی ژنی بودند را خانواده ژنی مخ
هایی که هم روی ژنوم باکتری توان به ژنمشاهده کرد. از جمله می

های روی پلاسمیدها و هم روی پلاسمید قرار دارند اشاره کرد. ژن
مورد از  ۶۶با بیش از  PredictBiasدر سایت  blaCMY مانند

 ACLAMEها در سی ژنهای قابل انتقال شناسایی شدند. برر ژن
دهد بیشترین مقدار انتقال را نشان می ۱۹تا  ۱های ردیف برای ژن

نوکلئوتید است و براساس  ۱۰۰۰ها کمتر از که عمدتاً اندازه این ژن
دهد. در هر اصول احتمال امکان انتقال افقی بیشتری را نشان می

، repAتعداد زیادی ژن  PredictBiasو  ACLAMEدو سایت 
repB  وrepC های روی پلاسمیدblaCMY که  [39]مشاهده شد

گویی ها شده است و در نتایج پیشبیوتیکباعث مقاومت به آنتی
مطالعه حاضر نیز تایید شد. همچنین نتایج سنجش مقاومت به 

های ها در باکتری استاندارد و بیمارستانی بعد از بررسیبیوتیکآنتی
ها وتیکبیایجاد مقاومت به آنتی هایبیوانفورماتیکی و شناسایی ژن

 کنند نشانگر مقاومتکه با مکانیزم انتقال افقی انتقال پیدا می
بیشتر باکتری بیمارستانی نسبت به سویه استاندارد بود و مقاومت 

دهند هایی که میزان بالایی انتقال افقی را نشان میبیوتیکبه آنتی
که در  blaTEMو  blaSHV ،blaCMYهایبیشتر دیده شد. ژن

ودند یافته بهای انتقالهای بیوانفورماتیکی بیشترین ژنبررسی
هایی هستند که از تخریب دیواره های کدکننده پروتئینعمدتاً ژن

توان ادعا کرد که از آنجایی که درصد کنند. نهایتاً میجلوگیری می
های بیوانفورماتیکی قابل های دخیل در مقاومت در سایتانتقال ژن

های مختلفی در گذر زمان از طریق روش coli	E.جه است، باکتری تو
شامل انتقال افقی و جهش، مقاومت کسب کرده و روز به روز به 

  های مختلف مقاوم شده است.بیوتیکآنتی
  

نویسندگان تشکر و قدردانی خود را از معاونت پژوهشی  تشکر و قدردانی:
  کنند.قاتی اعلام میدلیل حمایت از طرح تحقیدانشگاه ملایر به

ر ها دداده حیصح هیتلاش خود در ارا تینها سندگانینواخلاقی:  تاییدیه
  .اندرا کرده یعلم یاجهت اخلاق حرفه

 گونه تعارض منافعی وجود ندارد.هیچتعارض منافع: 
(نویسنده اول)، نگارنده مقدمه/پژوهشگر سعیده قیاسوند  سهم نویسندگان:

(نویسنده دوم)، نگارنده  اکبر واثقی )؛%٥٠اصلی/نگارنده بحث (
(نویسنده  فیروزه علویان )؛%٣٠شناس/پژوهشگر کمکی (مقدمه/روش

  )%٢٠سوم)، پژوهشگر کمکی/تحلیلگر آماری/نگارنده بحث (
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