
  

  فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري وابسته به انجمن متخصصين بيماري هاي عفوني و گرمسيري

  19_________________________________________________________  1390 پائيز،  26تا  19 ، صفحات 54 ، شماره شانزدهمسال 

    

  

 λ Redيستم با استفاده از س∆ mxiAساخت سويه زنده تخفيف حدت يافته 

recombinase ي جدا شده در ايرانهادر شيگلا  

  

  ، 6، رضا رئوفيان5، عباس بهادر4، منصور حيدري*3، سيد مصطفي حسيني2، مجتبي سعادتي1ياسر احسني آراني

  8، نعيمه هاشمي آراني7، زهرا هاشمي زاده1احمد رضا صالحي

 
  

  )ع( جامع امام حسين دانش آموخته كارشناسي ارشد پژوهشكده علوم زيستي دانشگاه .1

 )ع(دانشيار گروه علوم زيستي دانشكده علوم پايه دانشگاه جامع امام حسين  .2

 )عج(كارشناس ارشد سلولي و مولكولي مركز تحقيقات بيوتكنولوژي كاربردي دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله  .3

  گروه ژنتيك پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهراندانشيار .4

 شناسي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهراناستاديار گروه باكتري  .5

   ژنتيك پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهراندانش آموخته دكتري تخصصي .6

  ميكروبيولوژي دانشگاه علوم پزشكي تهراندانش آموخته كارشناسي ارشد .7

 دانش آموخته كارشناسي ژنتيك دانشگاه شاهد تهران  .8

  

، 09372697774، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي كاربردي ، )عج(اه علوم پزشكي بقيه االله تهران، خ ملاصدرا، دانشگ :نشاني براي مكاتبه * 

Geneticman2005@gmail.com  
 مرداد نود: چاپخرداد نود                                                                       پذيرش براي : دريافت مقاله

  

  چكيده 

با توجه به شيوع و ظهور سويه هـاي مقـاوم بـه آنتـي بيوتيـك،      . شيگلوز يكي از بيماري هاي حاد دستگاه گوارش است   :سابقه و هدف  

ساخت سويه هاي واكسني تخفيف حدت يافته با توجه به هزينه هاي بالاي درمان آنتي بيوتيكي و نيز تهيه آنتي بيوتيـك هـاي جديـد                     

 λ Red بـا اسـتفاده از سيـستم    ∆ mxiAاين مطالعه با هدف سـاخت سـويه زنـده تخفيـف حـدت يافتـه       . تاً مورد نياز مي باشدضرور

recombinaseدر شيگلا جدا شده در ايران صورت گرفت .  

 كودكان كه در  سويه شيگلا ديسانتري از بيمارستان هاي ميلاد، فيروز آبادي و مركز طبي48در اين مطالعه، در مجموع : روش كار

، گونه و PCRبا استفاده از آزمون هاي بيوشميايي، سرولوژيكي و .  از بيماران جدا گرديده بود جمع آوري شد89 تا 85سال هاي 

 به داخل شيگلاي جدا شده الكتروترانسفورم گرديد و سپس، سويه جهش pKD46پلاسميد . سرووار شيگلا جدا شده تاييد گرديد

 همجوار شده بود از طريق نوتركيبي هومولوگ FLPكاست كلرامفنيكل كه از دو طرف با جايگاه شناسايي پروتئين يافته با جايگزيني 

  . و انجام تعيين توالي تاييد گرديدPCRصحت فرآيند با واكنش . ايجاد شد

، از گونه ديسانتري و سرووار )%25/6( سويه از مجموع سويه ها 3 نشان داد كه PCRآزمون هاي بيوشميايي، سرولوژيكي و  : يافته ها

 حفت باز از ژن 2061، حذف PCRنتايج تعيين توالي و واكنش .  تاييد شدPCR با انجام واكنش mxiAحضور ژن .  مي باشند1تيپ

mxiAرا تاييد نمود .   

ا همچون ناقل هـاي  ايجاد جهش را تسهيل و در مقايسه با ساير تكنيك ه، λ Red recombinaseاستفاده از سيستم  : نتيجه گيري

  .انتحاري روش  موثر و ارزان تر مي باشد

  .، نوتركيبي هومولوگrecombinase λ Red، سيستم  mxiA شيگلوز، شيگلا،   :واژگان كليدي
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  مقدمه 

بـدون اسـپور و   ،  گرم منفي، بي هـوازي اختيـاري  باكتري شيگلا ديسانتري

گونه هاي جنس شيگلا بـه چهـار       . )1(جزء خانواده انتروباكترياسه مي باشد    

، سونه اي )S. flexneri(، فلكسنري )S. dysenteriae(گروه ديسانتري 

)S. sonnei (  و بويـدي)S. boydii(   شـيگلا عامـل   . تقـسيم مـي شـوند 

شيگلوز، بيمـاري عفـوني اسـت كـه بخـشي از روده             . بيماري شيگلوز است  

علائم باليني شـيگلوز شـامل      . دهد  كوچك در انسان را مورد تهاجم قرار مي       

اسهال آبكي به همراه مقادير مختلفي از خون، تب، حالت تهوع، اسـتفراغ و              

شـيگلا، شـيگلا ديـسانتري     در بين گونه هاي. )3، 2(مي باشددرد شكمي 

 علاوه بر علائم فوق، باعـث تـشنج، ناهنجـاري سيـستم اعـصاب مركـزي و                

-3(نيز مـي گـردد    Hemolytic Uremic Syndrom)HUS(بيماري 

 درصد از عفونت هاي شيگلا در منـاطق در حـال توسـعه رخ              99تقريباً  ). 1

ميليون نفر از مبتلايان به شيگلوز در سراسر  1/1دهد و سالانه درحدود  مي

 سـال تـشكيل مـي    5آنها را كودكـان زيـر     % 60ميرند كه تقريباً     جهان مي 

  . )5، 4(دهند

باكتري شيگلا پس از ورود به بدن، از طريق ترشح فاكتور هاي حـدت زاي               

وارد سيتوپلاسـم سـلول پوشـشي       ) توسط ماشين ترشحي نوع سـوم     (خود  

 پس از تكثير در اين ناحيه نهايتاً باعث انتشار و گسترش   ديواره روده شده و   

يكي از مهمترين لكـوس هـاي ژنـي حـدت زا كـه در          ). 6(عفونت مي گردد  

اين ماشين ترشحي نقش اساسي بر عهـده دارد،         ) assembly(گردهم آيي   

كه از آن  مي باشد، )mxi) membrane expression of ipasلوكوس 

شـيگلا  ) PIA) Patogeneticity island به عنوان جزيره آسـيب زايـي  

 در تشكيل سيستم ترشـحي      ژني) locus(كوس  واين ل . )7(نيز ياد مي شود   

  و ترشح فاكتور هاي حـدت زاي شـيگلا نقـش اساسـي بـر عهـده                 IIIنوع  

 نيز يكي از مهمترين ژن هاي اين لوكوس ژني است           mxiAژن   ).8،9(دارد

پـروتئين ايـن ژن داراي وزن       . رد جفـت بـاز دا     2061كه اندازه اي برابر بـا       

 كيلودالتون بوده و جـزء پـروتئين هـاي غـشاي داخلـي و پلـي               71تقريبي  

 در پايـداري سيـستم      MxiAپـروتئين   . تايپيك شيگلا محسوب مي گردد    

 و انتقـال عوامـل بيمـاري زا بـه درون سيتوپلاسـم سـلول       IIIترشحي نوع  

شـيگلا كـه داراي     سـلول هـاي     . پوششي ميزبان نقش حياتي بر عهده دارد      

 هستند در مدل هـاي حيـواني قـدرت بيمـاري زايـي              mxiAنقص در ژن    

 مـي  mxiAپايين تري از خود نشان مـي دهنـد، بنـابراين، جهـش در ژن       

تواند به عنوان يكي از عوامل كاهش بيمـاري زايـي در ايجـاد سـويه هـاي                  

  . )10،11(حدت يافته مطرح باشدتخفيف واكسني 

ي و جهش زايي با استفاده از مواد شميايي از جمله           تكنيك پاساژ هاي متوال   

اولين روش هايي بود كـه بـه منظـور ايجـاد تخفيـف حـدت در بـاكتري و                    

يكي از مهمتـرين معايـب      . ويروس هاي بيماري زا مورد استفاده قرار گرفت       

اين روش ها عدم اختصاصيت آنها بود، به همين دليل توسط تكنيك هـاي              

يكي از تكنيك هاي نـسبتاً    .  جايگزين گرديدند  پيشرفته تر مهندسي ژنتيك   

جديد در مهندسي ژنتيك كه در سال هاي اخير مـورد توجـه قـرار گرفتـه                

-14( مـي باشـد    باكتري هـا  در  ) فاژ لامبدا  ( Redنوتركيبي  است، سيستم   

وكتـور  . بر مبناي نوتركيبي هومولوگ استوار اسـت      اساس اين تكنيك    ). 12

 از فـاژ    gam و   bet  ،exoژن هـاي     از   يـك  در ايـن تكن     مورد استفاده  هاي

لامبدا تشكيل شده است كه از طريق پروموتور القاپذير آرابينوز كنترل مـي             

   ).15-18(گردند

با توجه به بيماري زايي و شيوع نسبتا بالاي شيگلوز در كشورهاي در حـال           

توسعه و ناموفق بودن روشهاي درمان آنتي بيوتيكي در درمان اين بيماري،            

ت پيشرفت روش هاي پـيش گيرانـه ماننـد واكـسيناسيون افـراد، بـه                اهمي

قــرار ) WHO(خــصوص كودكــان، در اولويــت ســازمان بهداشــت جهــاني 

شيگلوز به خصوص در منـاطق  با توجه به شيوع نسبتا بالاي   . )19،  13(دارد

گرمسيري، مطالعه در مورد راه هاي پيشگيري و مبارزه با شيگلوز از جملـه              

ي تخفيف حدت يافته مي تواند از اهميت ويژه اي برخوردار           تهيه واكسن ها  

در حال حاضر يكي از موثرترين نوع واكـسن هـا، سـاخت سـويه               . مي باشد 

هاي مهاجم تخفيف حدت يافته است، كه اثرات بـاليني قابـل قبـولي را در                

در ايـن تحقيـق بـا توجـه بـه      . مدل هاي حيواني از خود نـشان داده اسـت      

، ايـن ژن بـه عنـوان ژن كانديـدا جهـت ايجـاد               mxiAاهميت و نقش ژن     

به منظور ايجاد سويه بومي زنـده تخفيـف حـدت يافتـه             ) حذف(گسستگي  

  .انتخاب گرديد) كانديد واكسني(

  

  مواد و روش ها

مـشكوك بـه    (سويه هاي باكتريايي از بيماران مبـتلا بـه اسـهال باسـيلي               

و نيز مركز طبـي     ) ع(از بيمارستان هاي ميلاد، حضرت علي اصغر        ) شيگلوز

 جمـع آوري شـده   89 تـا  85كودكان در شهر تهران كه در طي سال هـاي     

سپس فرآيند جداسازي بـراي     . منتقل گرديد ) عج(بود، به دانشگاه بقيه االله      

  .طي مراحل خالص سازي از سويه شيگلا ديسانتري انجام گرديد

ــدا در محــيط ســالمونلا   ــا ابت ــه ه ــار–نمون  -Salmonella( شــيگلا آگ

Shigella Agar( درجه سانتي گراد كشت داده شـده و بـه   37، در دماي 

به منظور افـزايش دقـت در حفـظ         .  ساعت گرمادهي انجام گرديد    18مدت  

نمونه ها، از نمونه هاي مشكوك به شيگلا كه دچار ناخالصي بودند، پـس از              

، مجدداً به محيط مـولر  )Morphology(ارزيابي هاي اوليه ريخت شناسي   

سـپس از كلـوني هـاي حاصـل     . منتقل گرديدنـد ) Mueller Agar(آگار 

  .براي تشخيص نمونه هاي مثبت مورد ارزيابي قرار گرفتند

 هينتـون  ساعت انكوباسيون در محيط 18باكتري هاي مثبت اوليه پس از 

، توسط آزمون هاي بيوشيميايي شامل محيط هـاي  )Hinton Agar(آگار 

سيلاز، اورنيتـين دكربوكـسيلاز، آزمـون       مك كانكي، زايلوز لايزين دكربوك ـ    

 و تــست انــدول شناســايي و تاييــد TSI ،ONPGتخميــر قنــد آرابينــوز، 

به منظور تاييـد صـحت نهـايي آزمـون هـاي فـوق آزمـون هـاي                  . گرديدند

ســروتايپينگ بــا اســتفاده از آنتــي ســرم هــاي اختــصاصي جــنس شــيگلا 

اسـلايد انجـام   آگلوتيناسـيون بـر روي   به روش ) ، انگلستان Mastشركت(

 مـايع منتقـل و بـا    LBدر نهايت نمونه هاي مثبت به محيط كشت    . گرديد

 درجـه سـانتي گـراد       -80در دمـاي    %) 20غلظت نهـايي  (افزودن گليسرول   

  ).11(ذخيره تهيه گرديد

 يــك جفــت PCRبـه منظــور شناسـايي ســروتيپ شــيگلا جـدا شــده بـا     

ــد      ــر واح ــضور ژن زي ــشخيص ح ــراي ت ــصاصي ب ــازگر اخت ــيگAآغ ا  ش

شـماره  (بـا توجـه بـه اطلاعـات موجـود در بانـك ژنـي                ) StxA(توكسين  

ــزار ) NC_007606دسترســــي  ــرم افــ ــتفاده از نــ ــا اســ  viewerبــ

sequence CLCــنتز گرديـــد ــينا كلـــون، ( طراحـــي و ســـپس سـ سـ

دســت تــشخيص ژن زيــر تــوالي آغــازگر هــاي بالادســت و پــايين ). ايــران

  .  نشان داده شده است1 شيگا توكسين در جدول Aواحد 
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به كارگرفته شده ) External(رهاي خارجي  توالي آغازگ.1جدول

  .mxiAدر تاييد رخداد تبادل آللي و ايجاد حذف در ژن 
  نام آغازگر  3 به 5ًتوالي آغازگر از 

5' CTCGACTGCAAAGACGTATG 3'  Stx Forward  

5' TCAGGCAGGACACTACTCAA 3'  Stx Reverse  

 
ري در   كرومـوزومي سـوش بـاكتري شـيگلا ديـسانت          DNAبراي استخراج   

 ساعت در گرم خانـه شـيكر   18 مايع كشت داده شد و به مدت        LBمحيط  

 درجه سانتي گراد گرمـادهي     37 دور در دقيقه در دماي       150دار با سرعت    

كـره   (AccuPrepژنوم باكتري با استفاده از كيت تخليص ژنـومي          . گرديد

طبق دستورالعمل شركت سازنده استخراج گرديد و       ) BioNEERجنوبي،  

 PCR توسـط    mxiA شيگا توكـسين و      Aراي تاييد ژن زير واحد      سپس ب 

  .مورداستفاده قرار گرفت

DNA        حاصل به كمـك واكـنش PCR    واكـنش   . ، تكثيـر شـدPCR   بـه 

هـر واكـنش   .  ميكروليتـر انجـام گرفـت   25 در حجـم  DNAمنظور تكثير  

ميكروليتـر از   1،  )پيكومـول 10با غلظـت    (  ميكروليتر از هر آغازگر       8شامل  

ــوط نو ــد هــاي مخل ــا غلظــت (dNTPكلئوتي ــول2/0ب ــي م  25/0و  )  ميل

 x10 ، 5/1 ميكروليتر از بافر     5/2 پلي مراز،    Taq DNAميكروليتراز آنزيم   

 DNA نانوگرم از    50و  )  ميلي مولار  2با غلظت نهايي   (MgCl2ميكروليتر  

چرخـه  . تهيه شـده بـود    )  ميكروگرم در هر ميلي ليتر     253با غلظت نهايي    (

 درجه سانتي 94مرحله واسرشته شدن ابتدايي در دماي       شامل   PCRهاي  

 دقيقه و دوره سه مرحله اي شامل واسرشته شدن ابتـدايي            5گراد به مدت    

 ثانيه، اتصال آغازگرها به رشـته  45 درجه سانتي گراد به مدت   94در دماي   

 ثانيه، طويل سـازي قطعـه   30 درجه سانتي گراد به مدت     57الگو در دماي    

 ثانيـه و در پايـان، مرحلـه    55 درجه سانتي گراد به مـدت  72مورد نظر در  

اين .  دقيقه مي باشد6 درجه سانتي گراد به مدت     72تكثير نهايي در دماي     

 پس از رنگ آميـزي   PCRمحصول  .  سيكل تكرار مي شوند    30سه مرحله،   

بـر  )  ميكروگـرم در هـر ميلـي ليتـر    25با غلظت نهايي  (در اتيديوم برومايد    

مورد تاييد قـرار  DNA به كمك نشانگر وزن مولكولي % 5/1 روي ژل آگارز

  .گرفت

با توجه به اينكه در تكنيك به كار گرفته شده در اين تحقيق، لازم است در 

آغاز سويه هاي تاييد شده نسبت به آنتي بيوتيك هاي آمپي سيلين با 

 ميكروگرم 32(و كلرامفنيكل )  ميكروگرم در ميلي ليتر80(غلظت نهايي 

حساس باشند، لذا نسبت به ارزيابي حساسيت آنتي بيوتيكي ) ميلي ليتردر 

به اين منظور، از محيط . ، اقدام شد1سويه هاي شيگلا ديسانتري تيپ 

LB آگار حاوي غلظت هاي فوق الذكر تهيه و نمونه هاي باكتري به صورت 

 ساعت 16 آگار، كشت و به مدت  LBيك دست و يكنواخت بر روي محيط

  .گرديدانكوبه 

 مطابق مرحله قبـل، اجـرا       PCRدستور العمل    mxiAبه منظور تكثير ژن     

 پلي مـراز     Taqگرديد با اين تفاوت كه مدت زمان طويل سازي براي آنزيم            

در نظـر گرفتـه   )  ثانيـه 20 دقيقه و 2( پلي مراز pfu ثانيه و براي آنزيم    45

تي گراد انتخاب    درجه سان  55دماي اتصال آغازگر ها براي هر دو آنزيم         . شد

 با توجه به اطلاعات     mxiAآغازگر هاي بالادست و پايين دست ژن        . گرديد

طراحي و سـنتز  ) NC_007607.1شماره دسترسي (موجود در بانك ژني  

 دسـت در    توالي آغازگر هاي بالادسـت و پـايين       ). سينا كلون، ايران  (گرديد  

  .  نشان داده شده است2جدول 

  

به كارگرفته شده ) External( توالي آغازگرهاي خارجي .2جدول

  .mxiAدر تاييد رخداد تبادل آللي و ايجاد حذف در ژن 

  نام آغازگر  3 به 5ًتوالي آغازگر از 

5' TGGTGATAGTCTGGCTGTAG 3' MxiA 

Forward  
5' AGGAATCTGAGAGACCAATC 3' MxiA 

Reverse  

  

تهيه و سپس به منظور انجـام تراريختـي         ياخته مستعد الكتريكي از شيگلا      

ــا 40  ميكروليتــر از پلاســميد 1 ميكروليتــر از ياختــه مــستعد الكتريكــي ب

pKD46     سانتي متري بر روي يخ مخلوط و دسـتگاه          2/0 در درون كووت 

 كيلوولـــت، ميـــدان 5/2در ولتـــاژ ) BIORAD,USA(الكتروپوريتـــور 

ــسي ــت 25 مغناطيـ ــاراد و مقاومـ ــل 200 ميكروفـ ــيم و عمـ ــم تنظـ  اهـ

 LB ميلي ليتـر از محـيط        1الكتروترانسفورم انجام گرديد، سپس بلافاصله      

 درجـه در گرمخانـه   30 ساعت در دماي  2مايع به مخلوط اضافه و به مدت        

 دور در دقيقه گرمادهي انجام شـد در ادامـه           200همراه با همزن با سرعت      

ــر روي محــيط   100( حــاوي آنتــي بيوتيــك آمپــي ســيلين   جامــدLBب

لازم بـه ذكـر اسـت در    . غربالگري صـورت گرفـت  ) ميكروگرم در ميلي ليتر  

 پلاسميدي، از آب دوبار تقطيـر اسـتفاده         DNAمورد نمونه شاهد به جاي      

به منظور ارزيابي كارايي تراريختي انجام شـده، از دو مقـدار پلاسـميد              . شد

 35( ميكروليتر با غلظت يكـسان       10 و   1 به ميزان    pKD46تخليص شده   

، به ياخته مستعد الكتريكي اضافه و عمـل تراريختـي        )نانوگرم در ميكروليتر  

ــايج،   ــردن نت ــي ك ــور كم ــه منظ ــپس ب ــام و س  Transformationانج

efficiency                  از تقسيم تعـداد كلـوني هـاي رشـد كـرده در محـيط آنتـي 

 .  اسبه شدمح) ميكروگرم در ميلي ليتر ( DNAبيوتيكي به مقدار 

 66آغازگر هاي طويـل  ) cat(به منظور تكثير كاست حامل ژن كلرامفنيكل      

بيست و يك نوكلئوتيد از آغازگر هاي طراحـي         . نوكلئوتيدي طراحي گرديد  

 مشابه و مـابقي   pKD3بر روي پلاسميد    ) P2 و   P1(شده با جايگاه شروع     

 ابتـدا و  خـارج از ژن و چـسبيده بـه    (mxiAنوكلئوتيد ها با دو طـرف ژن      

 بـه منظـور تكثيـر       PCRواكنش  ). 1شكل  (داراي تشابه بودند    ) انتهاي آن 

DNA 10هــر واكــنش شــامل .  ميكروليتــر انجــام گرفــت100 در حجــم 

 1، ) ميلــي مــولار10غلظــت جفــت آغازگرهــا (ميكروليتــر از هــر آغــازگر 

، dATP ،dCTPاز مخلـوط نوكلئوتيـد هـاي      )  ميلي مولار  40(ميكروليتر  

dGTP و dTTP ،1  ميكروليتر از آنـزيم DNA   پلـي مـراز HF) High 

Fidelity PCR Mix10 ميكروليتر از بافر 10، )، فرمنتازx ،MgCl2 به 

 95بـا غلظـت      (pKD3 پلاسميدي   DNA ميكروليتر از    1همراه بافر بود،    

  .تهيه شده، بود) ميكروگرم در هر ميلي ليتر

  

  
ر ايجاد  به منظوRecombineeringاستراتژي روش . 1شكل

  .mxiAتداخل در ژن 
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 درجـه   94 شامل مرحله واسرشته شـدن ابتـدايي در دمـاي            PCRچرخه هاي   

 دوره سه مرحله اي شـامل واسرشـته شـدن    32 دقيقه و 4ي گراد به مدت  سانت

 ثانيـه، اتـصال آغـازگر بـه         40 درجه سانتي گراد به مـدت        94ابتدايي در دماي    

 ثانيه، طويل سازي قطعه     30 درجه سانتي گراد به مدت       57رشته الگو در دماي     

 در پايـان،     ثانيـه و   30 دقيقـه و     1 درجه سانتي گراد به مـدت        72مورد نظر در    

 دقيقـه  10 درجه سانتي گراد بـه مـدت    72مرحله طويل سازي نهايي در دماي       

بـا كمـك نـشانگر      % 1 پس از الكتروفورز بر روي ژل آگـارز          PCRمحصول  . بود

 Gel( مورد تاييد قرار گرفت و سپس با استفاده از كيـت  DNAوزن مولكولي 

Purification kit ,QIAGENتراريختـي، خـالص   به منظور انجام ) ، آمريكا

آغازگر هاي طراحي شده به منظور تكثير كاسـت آنتـي بيـوتيكي             . سازي گرديد 

  .  نشان داده شده است3كلرامفنيكل در جدول 

  

به كارگرفته شده ) External( توالي آغازگرهاي خارجي .3جدول

  .mxiAدر تاييد رخداد تبادل آللي و ايجاد حذف در ژن 

  م آغازگرنا  3 به 5ًتوالي آغازگر از 

´ATGAAAGTGATCCAGTCTTTTCTTAAGCAAGTAA

GTACTAAGCCTGTGTAGG 
CTGGAGCTGCTTCG 3´ 

Cassett

e 
MxiAF 

´CTAAATAGTCTTCAATACATTAATGGTATATGCTT

CATCAATCTACATATGAA  
TATCCTCCTTAGT 3´ 

Cassett

e 

MxiAR  

  
 ميلي ليتر از محيط     50 در   pKD46 باكتري شيگلا ديسانتري حامل پلاسميد      

SOB       ميكروليتـر در    100با غلظـت نهـايي      (  واجد آنتي بيوتيك آمپي سيلين 

مخلوط گرديـد و در     )  ميلي مولار  10با غلظت نهايي    ( آرابينور   -Lو  ) ميلي ليتر 

 6/0 درجه گرمادهي انجام گرفت، پس از رسـيدن تـراكم سـلولي بـه                30دماي  

)OD (         100يـه و    مطابق دستورالعمل مرحله قبل، ياخته مـستعد الكتريكـي ته 

 ميكروليتـر از كاسـت آنتـي بيـويتيكي كلرامفنيكـل در             10ميكروليتر از آن بـا      

 كيلـو  8/1 مخلوط و مطابق با مرحله قبل، با اين تفاوت كـه از ولتـاژ     1/0كووت  

سپس به مخلوط پـس از شـوك   .ولت استفاده شد، شوك الكتريكي انجام گرديد   

يع بدون آنتي بيوتيك اضافه  ما SOB ميلي ليتر از محيط      1الكتريكي به ميزان    

 درجه به همراه همـزن بـا سـرعت    37 ساعت در دماي 4و در گرمخانه به مدت   

هـاي    ميكروليتـر از بـاكتري  50 دور در دقيقه گرمادهي گرديـد و سـپس   200

 ميكرگـرم   32(الكتروترانسفورم شده به محيط حاوي آنتي بيوتيك كلرامفنيكل         

در مورد نمونه شاهد مطابق مرحله      . جام شد منتقل و غربالگري ان   ) در ميلي ليتر  

  .قبل عمل شد

 500بــه منظــور تاييــد انجــام نــوتركيبي آغــازگر هــاي خــارجي در محــدوده  

ژن )  جفـت بـاز   511(و پـايين دسـت      )  جفت بـاز   513(نوكلئوتيد در بالادست    

mxiA               بدون جايگاه برش آنزيمي و با توجه به اطلاعات موجود در بانك ژنـي  

  ).4جدول( طراحي و سنتز شد CLC (version 6)ز نرم افزار با استفاده ا

  

به كارگرفته شده ) External(توالي آغازگرهاي خارجي  .4جدول

  .mxiAدر تاييد رخداد تبادل آللي و ايجاد حذف در ژن 

  نام آغازگر  3 به 5ًتوالي آغازگر از 

GATCTTACTGCTGAACAAG  External 

MxiAF  
TTCCAATCAGGCTTAATATC  External 

MxiAR  

  
 اجـرا  mxiA مطابق دستور العمل ارائه شـده جهـت تكثيـر ژن          PCRواكنش  

كلوني هاي مقاوم به كلرامفنيكل كه مويد قرار گيري  گرديد با اين تفاوت كه از       

 ،  به عنـوان    )سنجش فنوتيپي (كاست آنتي بيوتيكي در ژنوم  باكتري مي باشد          

DNA     درجـه سـانتي گـراد    56 دماي اتصال آغازگر ها در        الگو و نيز با انتخاب 

الكتروفـورز و صـحت   % 1 بر روي ژل آگارز PCRانتخاب شد و سپس محصول     

بـه منظـور تاييـد صـحت فرآينـد فـوق            . انجام نوتركيبي مورد تاييد قرار گرفت     

 مورد نظر پس از خالص سـازي،  بـراي انجـام تـوالي يـابي بـه                   PCRمحصول  

  .فرستاده شد) وبي، كره جنBioNEER(شركت 

  

  يافته ها

نتـايج آزمـايش هـاي     شـده  آوري جمـع   ديـسانتري شيگلا سويه 48 مجموع از

 19از ايـن مجمـوع،   . شيگلا را تاييد نمـود  هاي سويه  صحت جنسبيوشميايي

 سويه مربوط به بيمارستان حـضرت علـي         11سويه مربوط به بيمارستان ميلاد،      

 29از ايـن تعـداد      . ي كودكـان بودنـد     سويه مربوط به مركز طب ـ     18و  ) ع(اصغر  

نتـايج آزمـايش هـاي     . مونـث بودنـد   )  مـورد  19( مورد جـنس مـذكر و مـابقي         

سرولوژي گونه ديسانتري را در تمام نمونه هايي كه از نظـر بيوشـميايي مثبـت                

%) 75/93( سويه   45 سويه شيگلا ديسانتري،     48از مجموع   . بودند را تاييد نمود   

نسبت به آنتي بيوتيك كلرامفنيكـل مقـاوم       %) 17/4 ( سويه 2به آمپي سيلين و     

از سويه حساس به هر دو آنتي يوتيك به عنوان سويه كانديدا بـه منظـور     . بودند

  .انجام باقي مراحل بر روي آن انتخاب گرديد

 و الكتروفـورز بـر      PCR شيگا توكـسين بـا انجـام روش          Aحضور ژن زير واحد     

.  نـشان داده شـده اسـت      2ر شـكل    مشخص گرديد كـه د    % 5/1روي ژل آگاروز    

 جفـت بـاز مـي باشـد كـه در مـورد       stxA  ،622محصول مورد انتظار براي ژن      

به وضوح قطعه مورد نظـر  ) حساس به آمپي سيلين و كلرامفنيكل(سويه كانديد  

 سـويه  3 سويه شيگلا ديسانتري، 48نتايج نشان داد كه از مجموع . مشاهده شد 

  .مي باشند) type 1(ك از جهت سرووار، متعلق به نوع ي

  

 
  1شكل 

  

 شـيگا توكـسين     A تشخيص ژن زير واحد      PCRالكتروفورز محصول   ) 2شكل  

كـره جنـوبي،   ( bp DNA 622 نشانگر وزن مولكولي) 1%. 5/1روي ژل آگاروز 

BioNEER(  ،2 (  محصولPCR     ژن زير واحد A       شيگا توكـسين در بـاكتري 

 شـيگا توكـسين   Aژن زير واحد  PCRمحصول ) bp 622( ،3 قطعه (1شماره 

 A ژن زيـر واحـد   PCRمحـصول  ) bp 622( ،4 قطعـه  (2در باكتري شـماره  

 سـويه   PCRمحـصول   ) bp 622(  ،5قطعه (3شيگا توكسين در باكتري شماره      

  .به عنوان كنترل منفي) 2b) ATCC 12022شيگلا فلكسنري 

 ، آغـازگر هـاي شناســايي ژن  PCR از طريــق mxiAجهـت تاييـد حـضور ژن    

mxiA جفــت بــاز از ژن 412 طراحــي گرديــد، ايــن آغازگرهــا طــولي معــادل 

mxiA   مشاهده مي شود، قطعه مـورد  3همانطور كه در شكل     .  تكثير مي كنند 

 bp قطعه(نظر از لحاظ اندازه با قطعه مورد نظر از ژن هدف ما هم خواني دارد 

ــل   ). 412 ــشابه كام ــوالي ت ــين ت ــايج تعي ــيmxiAژن %) 100(نت ــا ش گلا  را ب

در پايگـاه داده هـاي      ) CP000035(ديسانتري استاندارد بـا شـماره دسترسـي       

  .نشان داد) NCBI(ژنومي 

622 bp 

bp 

2000 
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ــورز محــصول .3شــكل  ــشخيص ژن PCR الكتروف ــر روي ژل mxiA ت  ب

، )آلمـان، فرمنتـاز    (bp DNA 100 نشانگر وزن مولكـولي %. ) 5/1آگاروز 

بـا  ) bp 412قطعـه   (1 در بـاكتري شـماره      mxiA ژن   PCRمحصول  ) 2

 درجـه سـانتي گـراد،    54 در دماي  Pfu پلي مراز DNAاستفاده از آنزيم 

بـا  ) bp 412قطعـه  (2 در بـاكتري شـماره   mxiA ژن PCRمحـصول  ) 3

) 4 درجه سانتي گـراد،    55 در دماي    Pfu پلي مراز    DNAاستفاده از آنزيم    

ــصول  ــماره  mxiA ژن PCRمح ــاكتري ش ــه (1 در ب ــا ) bp 412قطع ب

) 5 درجه سانتي گـراد، 54 در دماي Taq پلي مراز    DNAاستفاده از آنزيم    

ــصول  ــم mxiA ژن PCRمح ــاكتري ش ــه (1اره  در ب ــا ) bp 412قطع ب

  . درجه سانتي گراد55در دمايTaq پلي مراز DNAاستفاده از آنزيم 
  

نتايج محاسبات كمـي حاصـل از تراريختـي بـاكتري شـيگلا توسـط پلاسـميد                  

pKD46     10 بـه  1از ) غلظـت ثابـت  ( نشان داد كه با افزايش مقـدار پلاسـميد 

در ادامـه  . برابر افزايش مي يابد 10ميكروليتر، كارايي تراريختي به ميزان تقريباً    

 pKD3واكنش تكثير كاست آنتي بيوتيكي كلرامفنيكل با استفاده از پلاسـميد       

ژن ( جفـت بـازي، تكثيـر كاسـت كلرامفنيكـل         1103حضور قطعه   . اجرا گرديد 

cat (        نوكلئوتيـدي    66را با استفاده از آغازگر هاي طويل ) نوكلئوتيـد   20شـامل 

 جفت باز ناحيـه هومولـوگ بـا ژن          3pKD +46ميد  ناحيه آغازگر بر روي پلاس    

mxiA4شكل (نشان مي دهد )  در پلاسميد تهاجمي شيگلا ديسانتري.(  

  

 
نـشانگر وزن   ) 1.  كاسـت كلرامفنيكـل    PCRالكتروفورز محـصول    . 4شكل  

 1103تـشكيل قطعـه   ) 10 الي2، )آلمان، فرمنتاز (Kb DNA 1 مولكولي

  .ير كاست آنتي بيوتيكي كلرامفنيكل را نشان مي دهدجفت بازي، تكث

  

pKD46(انجـام تراريختـي كاسـت كلرامفنيكـل در حامـل شـيگلا              پس از   
+( ،

كلوني هاي مقاوم به آنتي بيوتيك كلرامفنيكل بر روي پليت حاوي كلرامفنيكل            

بـه منظـور تاييـد صـحت        . به وضوح مشاهده شد   )  ميكروگرم در ميلي ليتر    32(

بي صحيح در جايگاه مورد انتظار بر روي پلاسميد تهاجمي شـيگلا            وقوع نوتركي 

انجـام  ) External( با استفاده از آغازگر هاي خارجي        PCRديسانتري واكنش   

 جفت بـازي  2127همانطور كه در شكل مشاهده مي گردد حضور قطعه  . گرديد

 را  mxiAنشان دهنده صحت رخداد نوتركيبي بين كاست آنتي بيوتيكي با ژن            

نتايج حاصل از توالي يـابي صـحت وقـوع نـوتركيبي در جايگـاه              . شان مي دهد  ن

قطعه تكثير شده در واقـع شـامل نـواحي بالادسـت ژن            . مورد نظر را تاييد نمود    

mxiA) 513  ناحيه پايين  ) +  جفت باز  1103(كاست كلرامفنيكل   ) +  جفت باز

  .مي باشد)  جفت بازmxiA) 511دست ژن 

  

  
 با آغازگر هاي خارجي به منظور تاييـد         PCRز محصول   الكتروفور. 5شكل  

 نشانگر وزن مولكـولي ) 1نوتركيبي در سويه جهش يافته شيگلا ديسانتري 

Kb DNA1  ،كره جنـوبي BioNEER( ،2 (  جفـت بـازي   2127قطعـه 

نشان دهنده انجام رخداد صحيح نوتركيبي هومولوگ كاست آنتي بيوتيكي          

  . مي باشدmxiAبا ژن 
  

 بحث

مـوثر برعليـه    ن تلاشهاي بسيار زيادي جهت توليد يك واكـسن ايمـن و  تا كنو

ولي هـيچ كـدام از آنهـا بـه     . عامل بيماري شيگلوز در جهان صورت گرفته است      

عدم تحريك مناسب ايمني مخاطي، ايمـن نبـودن در   : مختلفي از جمله  دلايل

ر حجـم  كودكان، پيچيده بودن روند توليد واكسن و گران بودن مجوز استفاده د    

وسيع و عمومي را دريافت نكرده اند و گاهي مصرف آنها به يك كـشور خـاص و    

يكـي از مهمتـرين راهكارهـاي توليـد       . در گروه سني خاصي محدود شده اسـت       

واكسن عليه شيگلوز توليد واكسن هاي زنده تخفيف حدت يافته مي باشد زيـرا              

يي در تحريـك  اين واكسن ها علاوه بـر داشـتن مـصرف خـوراكي، توانـايي بـالا        

  .)19(سيستم ايمني مخاطي و فعال كردن شديد سيستم ايمني دارا هستند

بـا   را T32-ISTRATI سويه جهش يافتـه  1984 ميترت و همكاران در سال    

ايـن  . ايجـاد نمودنـد   2aاستفاده از تكنيك پاساژ متـوالي در شـيگلا فلكـسنري     

نوترينـت آگـار     مرتبـه كـشت متـوالي در محـيط             32كانديد واكـسني بعـد از       

ــدي    ــست (جداســازي و از نظــر ايجــاد ورم ملتحمــه در چــشم خوكچــه هن ت

Sereny (  منفي گزارش گرديد)سويه  1990ونكاتسن و همكاران در سال      . )20 

 را از لحــاظ فنــوتيپي و ژنــوتيپي ارزيــابي T32-ISTRATIكانديــد واكــسني 

، IpaABCD وinvA mxiA) (ارزيابي ها حاكي از حذف سه لكـوس    . نمودند

virG         همچنـين كانديـد واكـسني شـيگلا      .   در پلاسميد تهـاجمي شـيگلا بـود

نيز بـا روشـي مـشابه كـه در         ) SmD( وابسته به استرپتومايسين     2aفلكسنري  

 تكنيـك  . ايجـاد شـد  1972 به كـار رفـت، در سـال       T32-ISTRATI ساخت

معايبي همچون عدم اختصاصيت، برگشت پذيري به نوع وحشي و         پاساژ متوالي   

ايداري ژنتيكي را دارد، بنابراين به منظور ايجاد جهش اختـصاصي و هدفمنـد       ناپ

  ).20،21(در باكتري مناسب نمي باشد

  

  

  

  

bp 

1 2 
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امروزه با پيشرفت روش هاي مهندسي ژنتيك تكنيك هاي گوناگوني به منظـور             

ايجاد جهش و گسستگي در ژن ها استفاده مي گردد كه اكثرا  بـر مبنـاي غيـر          

. فعال كردن ژن ها از طريق دخول كاست ژني و يا حذف ژن قرار گرفتـه اسـت                 

 . هــاي انتحــاري مــي باشــديكــي از مهمتــرين روش هــا، اســتفاده از پلاســميد

 و virG بـا ايجـاد دو جهـش در ژن هـاي       1995و همكاران در سـال      يوشيكاوا  

thyA    2 توانستند سويه تخفيف حدت يافته شيگلا فلكسنريa  را با اسـتفاده از 

عدم ايجاد التهاب و حفاظت در برابـر  .  ايجاد كنند P1 و فاژTn10ترانسپوزون 

سـويه كانديـد    ). 22(ني خوكچـه هنـدي بـود      شيگلا از نتايج آن در مدل  حيـوا        

 و همكاران در سـال   نورجيا توسطvirG, ∆aroA∆  (CVD1203(واكسني 

 سـاخته  pFJ201 ،pKTN701 با استفاده از پلاسـميد هـاي انتحـاري        1994

 نتايج باليني اين سويه واكسني در خوكچه هندي و انـسان در دوز   ).22،23(شد

 تحمل پذيري بـالاي آن داشـت امـا در    نشان از ) CFU 106در حدود   (متوسط  

CFU 108 در حدود( دوز هاي بالاتر
بخـشي از دريافـت كننـدگان بـه     ) 109 تا 

بنابراين ايجاد تخفيف حدت بيشتر از طريق       . سويه واكسني واكنش نشان دادند    

غير فعال نمودن مسير هاي بيوسنتزي، متابوليكي و نيز توكسيني مـورد توجـه             

، CVD1203  ،)∆guaBA (CVD1204لاوه بـر    هـم چنـين ع ـ    . قرار گرفت 

)∆virG, ∆guaBA (CVD1205 ،)∆set, ∆sen, ∆guaBA, 

∆virG (CVD 1207    و)∆set, ∆sen, ∆guaBA( CVD1208 ــر ، ب

پايه استفاده از پلاسميد هاي انتحاري و پديده تبـادل آللـي طراحـي و سـاخته                 

 و غيـر فعـال   نتايج باليني سويه هاي توليد شـده نـشان دادنـد كـه حـذف              . شد

  ). 21-23(نمودن اين ژن ها ايمني زايي بالايي را در انسان سبب مي گردد

استفاده از پلاسميد هاي انتحاري به منظور حذف ژن در باكتري هـا داراي              

معايبي مي باشد كه از جمله مي توان به مواردي مانند بكارگيري پلاسـميد   

طعات مشابه بـا طـول بـالا و    هاي متعدد، هزينه زياد و زمان بيشتر، تكثير ق    

. نيز احتمال از بين نرفتن پلاسميد انتحاري در ميزبان مورد نظر اشاره كرد            

تكنيكي كه در اين تحقيـق از آن اسـتفاده گرديـد، تكنيـك حـذف ژن بـا                   

مزاياي ايـن   .  بود recombineeringاستفاده از سيستم نوتركيبي فاژي يا       

وش، هزينـه پـايين، افـزايش       روش نسبت به ساير روش ها شامل سادگي ر        

كوتاه تر و مهم تر از      ) هومولوژي(فركانس نوتركيبي، انتخاب مناطقي مشابه      

ايـن تكنيـك اولـين بـار توسـط      . ديگر موارد، مدت زمان كمتـر مـي باشـد      

 ابداع گرديد اما سپس در سويه هاي ديگـري    2000داتسنكو و وانر در سال      

  ).23،12(پيدا نمودشامل سالمونلا، سراشيا و يرسينيا گسترش 

 نتايج حاصل از اين روش در ديگر سويه ها نـشان داد كـه يكـي از فـاكتور           

هاي تا ثيرگذار در كاربرد اين تكنيك در ميزبان هاي متفاوت، مي تواند بـه              

همچنـين در ايـن تحقيقـات       . اثر سمي بيان فاژ هاي لامبدا در آنها برگردد        

يـوتيكي ميـزان فركـانس    نشان داده شد كه افـزايش طـول كاسـت آنتـي ب           

و رنلــو  توســط 2006در ســال ). 15-18(نــوتركيبي را افــزايش مــي دهــد

 ، asd،set1A ،senهمكاران سـويه هـاي جهـش يافتـه اي در ژن هـاي      

msbB2 ،msbB1 ،uhP T و ipa H9/8  ــسنري ــيگلا فلك  2a در ش

)WRSf2( ژن هــاي ،virG و stxAB  1 در شــيگلا ديــسانتري تيــپ 

)WRSd1 ( ــاي ــونه اي ipaB و virG ،senو ژن هــ ــيگلا ســ  در شــ

)WRSs ( تكنيك به كار گرفته شده به منظور ايجـاد ايـن           . ايجاد گرديدند

نتـايج ايـن تحقيـق كـارايي ايـن          .  بود recombineeringسويه ها روش    

  ).12،24(تكنيك را در باكتري شيگلا نشان داد

ن بـه   در آلودگي ميزباmxiAدر تحقيق حاضر با توجه به نقش اساسي ژن  

عنوان اولين ژن هدف در توليد سويه كانديـد واكـسني شـيگلا ديـسانتري               

ــد ــاب گردي ــميد  . انتخ ــه از پلاس ــن مطالع ــتورالعمل pKD46در اي  و دس

پلاسميد .  به منظور تراريختي استفاده گرديد     2000داتسنكو و وانر در سال      

pKD46       پلاسميدي بـا توانـايي تكثيـر پـايين مـي باشـد )Low copy 

number(    كه توانايي تنظيم بيان دقيـق ژن هـاي لامبـدا )exo, beta, 

gam (              را به ما مي دهد كه در مقايـسه بـا پلاسـميدpKM208     بـه كـار 

دارد و ) Kb4/6 (، اندازه كوچكتري )12(گرفته شده توسط رانلو و همكاران

در ايـن تحقيـق آغـازگر      .  آرابينوز مي باشـد    -Lنيز القا پذيري آن از طريق       

طراحـي و   ) mxiA جفـت بـاز هومولـوگ بـا ژن           46(ل كوتـاه    هاي با طـو   

يكي از دلايل كاهش كارايي نوتركيبي احتمـالاً مـي توانـد بـه       . استفاده شد 

  همولوژي قرار گرفته در دو طرف        FRTحذف و يا اختلال در جايگاه هاي        

قرار گيري غير اختصاصي جايگـاه هـاي        . كاست آنتي بيوتيكي، مربوط شود    

FRT  ژنوم شيگلا امكان نوتركيبي اشتباه را افزايش مي دهد          همولوژي در  .

در نظر است تا در مطالعات بعدي به مطالعه و ارزيابي قدرت تهـاجم سـويه                

تخفيــف حــدت يافتــه در ســلول هــاي هــلا، تجــويز خــوراكي در حيــوان  

آزمايشگاهي، سنجش پتانسيل در ايجاد ايمني محافظتي و نيـز بـه عنـوان              

  .انديد واكسني با چندين جهش حذفي اقدام گرددسويه والد در توليد ك

  

  نتيجه گيري

 روشي سريع، ارزان، ساده و توانمند مي باشـد كـه            Redسيستم نوتركيبي   

در مقايسه با روش هاي پيشين كه داراي مهندسي هاي گسترده و در عين              

اين تكنيك  . حال وقت گير بودند بسيار كارا و مقرون به صرفه تر مي باشند            

 به كارايي بالاي آن  قـادر اسـت در شناسـايي ژن هـاي ناشـناخته                  با توجه 

باكتري با عملكرد نامعلوم، شناسـايي فـاكتور هـاي مـستعد بيمـاري زايـي              

باكتريايي و نيز در توليد واكسن هاي خوراكي داراي چندين جهش به كـار              

  .گرفته شود
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