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  چكيده

ي گرم منفي و عامل مسري ترين اسهال با كتريهاجزء خانواده ) EIEC(مهاجم روده اي باكتري شيگلا و سويه هاي اشرشيا كلي 
رمزگذاري شده  پروتئين. استزايي باكتري شيگلا  ضروري در آسيبفاكتور هاي  ي از يك virGژن  .مي باشند) شيگلوز(باسيلي 

 AT ي خود منتقل شوندهپروتئينهاخانواده  به شيگلا قرار گرفته و) OM(غشاي خارجي بر روي  توسط اين ژن،
)Autotrnasporter ( ي ساخت واكسنهاي شيگلا ايجاد تخفيف روشهايكي از  .تعلق داردي گرم منفي باكتريهاخارج سلولي در

شناسايي، هدف از اين مطالعه  .باكتري مي باشد يآسيب زاي ويژه يژنها سويه هاي وحشي از طريق جهش زايي درحدت در 
 λ Red با استفاده از سيستم virGΔ و ايجاد سويه زنده تخفيف حدت يافته virGهمسانه سازي و تعيين توالي ژن 

recombinase  استفاده از آزمايش سرم شناسي و در ابتدا با  .بودشيگلوز  به نجدا شده از مبتلايا 1تيپ شيگلا ديسانتريدر سويه
با توجه به  .قرار گرفت تأييد بررسي و ، گونه و سرووار شيگلاي جدا شده از بيمار مورد)PCR( واكنش زنجيره اي پليمراز

در حامل ، تكثير اين ژنپس از  طراحي و virGآغازگرهاي شناسايي ژن  ،)NCBI(اطلاعات موجود در پايگاه داده هاي ژنومي 
pGEM-7zf پلاسميدسويه مذكور توسط . گرديدانجام  حامل عموميبا استفاده از آغازگر هاي  توالي يابي همسانه سازي و 

عد ب .گرديد تراريختالكتريكي شوك با روش ) تحت پروموتور آرابينوز ي لازم براي القاي نوتركيبيژنها حامل( pKD46 كمكي
داراي كاست كلرامفنيكل كه با تواليهاي ( pKD3با استفاده از حامل  PCRواكنش  ،القاي نوتركيبياي ويژه آغازگر ه از طراحي

FRT در سويه شيگلا بومي حامل  ،كاست آنتي بيوتيكي پس از خالص سازي تراريخت سازي .اجرا شد) همجوار شده است
pKD46  با ژن  با جايگزيني كاست كلرامفنيكل تهسويه جهش ياف. شدانجام با استفاده از روش شوك الكتريكيvirG از طريق 

 FLP حامل آنزيم( pCP20كاست آنتي بيوتيكي با به كارگيري پلاسميد كمكي سپس . به دست آمد هومولوگ نوتركيبي وقوع
وم به رشد سويه مقا(فنوتيپي  خصوصيات  بررسي از طريق صحت فرآيند. حذف گرديد FRTاز طريق جايگاه هاي  )ريكامبيناز
به نتايج  .قرار گرفت تأييدمورد ) آن توالي يابي محصول سپس با آغازگر هاي خارجي و PCRواكنش (و ژنوتيپي ) كلرامفنيكل

 100(كامل  هم خواني، )CP000035شماره دسترسيبا (سويه استاندارد با در مقايسه  virGآمده حاصل از تعيين توالي ژن  دست
نشان  را در سويه جهش يافته virGجفت باز از ژن  3220بيوانفورماتيكي حذف  آناليزاطلاعات حاصل از .نمود تأييد را  )درصد
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 روشي ،ي انتحاريحاملها مانند روشهاايجاد جهش را تسهيل و در مقايسه با ساير  λ Red recombinaseسيستم  استفاده از. داد
  .مي باشد و ارزان تر مؤثر

  icsA(virG،  λ Red recombinase( ،1تيپ  شيگلا ديسانتري، زشيگلو :كليدي واژه هاي
    Geneticman2005@gmail.com:يپست الكترونيك ،09372697774:تلفن ،مسئول هنويسند *

  مقدمه
ي هواز گرم منفي، بي باكتري1تيپ شيگلا ديسانتري

بدون اسپور مي باشد كه به خانواده  و اختياري
بيماري كه توسط شيگلا . )16( انتروباكترياسه تعلق دارد

يك بيماري عفوني  شيگلوز. نام دارد شود شيگلوز د مي ايجا
قرار  تأثيراست كه قسمتي از روده كوچك را تحت 

شيگلوز با علائمي مانند اسهال آبكي به همراه . دهد مي
لفي از خون و مخاط، تب، حالت تهوع، مقادير مخت

 3( استفراغ، گرفتگي و درد شكمي تشخيص داده مي شود
 1تيپ  شيگلا ديسانتريشيگلا،  در بين گونه هاي. )17 و

علاوه بر علائم فوق، از طريق ناهنجاري سيستم اعصاب 
 HUS(Hemolytic Uremic( بيماري مركزي، تشنج و

Syndrom 16( مي باشد تشخيص قابل نيز(.  

كه مي باشد  كلي اشريشياشيگلا از نظر ژنتيكي بسيار شبيه 
ياد  بيماريزا كلي اشريشياگاهي حتي از آن به عنوان 

ي شيگلا در مناطق عفونتها درصد 99 اًتقريب، )3(شود  مي
ميليون  1/1دهد و سالانه حدود  در حال توسعه رخ مي

 درصد 60ميرند كه  ميمبتلايان به شيگلوز متاسفانه نفر از 
  .)10، 4(تشكيل مي دهند  سال 5زير  را، كودكانآنها 

ناحيه راست روده و  پس از ورود به بدن ميزبان، شيگلا
قادر سپس  دهد، كلون را در دستگاه گوارش هدف قرار مي

ي پوششي غير فاگوسيتي نيز سلولهااست اين تهاجم را به 
يي صورت پروتئينهااز طريق  فرآيندگسترش دهد، اين 

به شدت حفاظت  بيماريزاگيرد كه در تمام سويه هاي  يم
 213توسط يك پلاسميد بزرگ  پروتئينهااين . شده هستند
به عنوان پلاسميد  از آن كه گردند مي رمز كيلوبازي

هر . )32 و 31(ياد مي شود  بيماريزايا پلاسميد ي و تهاجم

 وشده درون يك واكوئل اندوسيتوزي بلعيده  باكتري نهايتاً
به درون سيتوپلاسم سلول واكوئل كردن پاره  پس باس

به  پس از تكثير در آنجا، وپوششي ميزبان رها مي گردد 
، كه به )IcsA )IntraCellular Spreading Aكمك پروتئين 

ي پوششي سلولها، به سمت شناخته مي شود نيز VirGنام 
از سه  VirGپروتئين  .)28 و 19، 5(كند  مجاور حركت مي

-Nپروتئين  بايل شده است كه بخش انتهايي آن بخش تشك

WASP  كمپلكس با فعال كردن و شده ميزبان وارد واكنش
3/2Arp  ،موجب پليمريزه شدن اكتين هاي در سيتوپلاسم

مي شود كه  )F-actin( گلوبولي به شكل اكتين رشته اي
 .)30( نتيجه آن، گسترش آلودگي در بدن ميزبان است

 virG(icsA)اراي نقص در ژن شيگلا كه دياخته هاي 
يي كمتري بيماريزاهستند در تمام مدلهاي حيواني قدرت 

گلبولهاي  به طوري كه در نهايت از طريق جريان دارند
از بدن ميزبان حذف مي  ،)PMN(سفيد چند هسته اي 

بنابراين جهش . رود عفونت از بين مي بدين نحو وگردند 
ماريزايي در محور اصلي كاهش بي virG (icsA)در ژن 

  .)5( مي باشدچندين سويه واكسن تقليل حدت يافته 

در  ژنها ي مختلفي جهت حذف و غير فعال نمودنروشها
گزارش شده است كه براي درك بيولوژي  باكتريها

يي ارگانيسم بيماريزامولكولي ، فيزيولوژي، تنظيم ژنتيكي و 
ي اوليه اي كه براي روشها. ها بسيار حائز اهميت است

اد سويه هاي تخفيف حدت يافته به منظور توليد ايج
مورد استفاده قرار  بيماريزاي ويروسهاواكسن در باكتري و 

مي گرفت شامل پاساژ هاي متوالي و جهش زايي با مواد 
بودند، به همين  فاقد اختصاصيت روشهااين . شيميايي بود

هاي پيشرفته تر مهندسي ژنتيك و دليل توسط تكنيك
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ي ژنها لوگ كه بر مبناي حذف هدفمندنوتركيبي هومو
استوارند جايگزين گرديدند كه اغلب، از اين  بيماريزا

. فرآيندها به عنوان مهندسي ژنتيك معكوس تعبير مي شود
ي نسبتاً جديد در مهندسي ژنتيك كه اخيراً روشهايكي از 

 Redنوتركيبي ظهور پيدا كرده است، استفاده از سيستم 
  .)37 و 23، 8، 7(مي باشد  باكتريها در) ويژه فاژ لامبدا(

براي مدت زمان زيادي دانشمندان از اين نكته آگاهي 
داشتند كه بسياري از باكتريوفاژ ها سيستم نوتركيبي 

 1998در سال . هومولوگ مختص به خود را دارا هستند
 Redي ژنها و همكاران نشان دادند كه عملكرد مورفي

 ،چشمگير بازدهي نوتركيبي باكتريوفاژ لامبدا، باعث افزايش
  recD يا recBC sbcBي ژنها در سويه هاي جهش يافته در

داتسنكو و وانر روشي را  2000در سال  .)23( مي گردد
ي كروموزومي ژنها براي غير فعال كردن يك مرحله اي

از طريق وقوع نوتركيبي بين محصول  E.coli K12درسويه 

PCR م ي سيستژنها و ميزبان بيان كنندهRed  پيشنهاد
مشابه روشي بود  تكنيك،در واقع اين  .)23 - 8(  نمودند

اين .  كه براي سالهاي زيادي در مخمر به كار گرفته مي شد
هدفمند در  هايبه منظور ايجاد جهش را روش ابزار مفيدي

فراهم مي آورد و باعث جلوگيري از به كار بردن  باكتريها
حامل (يد هاي مشابه پلاسميد هاي انتحاري يا ديگر پلاسم

 با استفاده از اين روش مي .مي گردد )سازه هاي ژني ويژه
را بر روي پلاسميد يا به  مورد نظر توان سازه هاي ژني

 از طريق in vivoطور مستقيم در ژنوم باكتري به صورت 
يا اوليگونوكلئوتيد هاي سنتزي  PCRمحصول وارد نمودن 

اين امر . نمودوارد  با تكيه بر پديده نوتركيبي هومولوگ
ي مسئول نوتركيبي فاژي به پروتئينهازيرا  ،امكان پذير است

كه جفت باز  50تا  30بين  تواليهايي قادرند تنها مؤثرطور 
وارد  در ژنوم ميزبان ،راباشند داراي همخواني با ژن هدف 

  .)1شكل( نمايند

  
نقاط به  P2:و  P1؛ جايگاههاي با ژن هدف) يكسان( هومولوگ بازو هاي :H2و  H1نواحي  .روش ساده ايجاد گسستگي در ژن هدف -1شكل 

  .)8( اشاره مي كند recombineeringبه كار گرفته شده در روش   pKD3 بر روي پلاسميد) Priming sites(شروع كننده 
ي رايج مهندسي تكنيكهادر اين تكنيك بر خلاف ديگر 

هاي هومولوگ زوبابا ساخت سازه هاي ژني مند ژنتيك نياز
در اين  .مي باشندن )جفت باز 1000تا  500بين (طويل 

داراي نقش ويژه اي در افزايش  Redي سيستم ژنها سيستم،
از  فركانس نوتركيبي مي باشند كه در ادامه به نقش هر يك

ي سيستم پروتئينهايكي از . مختصراً اشاره مي گردد آنها 
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Red ، پروتئينExo نقش  بااين پروتئين  .است
خود قادر است تا در انتهاي كاست  3     5 اگزونوكلئازي

 )sticky(انتهاي چسبنده خطي وارد شده به درون باكتري، 
 تقريبي به دنبال ايجاد ناحيه چسبنده به طول .)7( ايجاد كند
 SSBبه عنوان يك  Betaپروتئين ، نوكلئوتيد 35بيشتر از 

عمل ) ه ايشتتك ر DNAه به دي متصل شونپروتئينها(
را در جفت شدن  يك رشته با رشته  و نقش ميانجيكرده 
به  Gamپروتئين . بازي مي كند در ژنوم ميزبان خود مكمل
و مانع از بين رفتن شده باكتري متصل  RecBCDآنزيم 
DNA مي ميزبان  خطي دو رشته اي وارد شده به باكتري
ي جهشهادر مواقعي كه باكتري دچار اين آنزيم  .گردد

گردد به كمك زير واحد هاي خود به انتهاي مي ويل ط
DNA  و به كمك سيستم شده خطي دو رشته اي متصل

  .)23-7( نوتركيبي باكتري اين جهش را ترميم مي كند
اين سيستم اولين بار براي ايجاد تغييراتي در ژنوم باكتري  

اما با توجه به مزاياي اين  به كار برده شد اشرشيا كلي
 زبانهاي ديگري نيز مورد استفاده قرار گرفتهسيستم در مي

با  2006و همكاران در سال  مورنو به طور مثال است،
از باكتري  stxABدر ژن  توانستند روشاين استفاده از 
نتايج اين تحقيق . نمايندجهش ايجاد  K12 اشرشيا كلي

و سرعت اين روش اما وجود  كارآيينشان داد علي رغم 
 اشرشيا كليفاژي در كروموزوم  ژنوم نواحي مرتبط با

 .)22(باعث ايجاد اختلال در مسير نوتركيبي مي گردد 
توانستند با استفاده از  2000و همكاران در سال  كاوروش

در قارچ رشته اي  in vivoتكنيك نوتركيبي در شرايط 
Aspergillus nidulans با واسطه كاسميد )Cosmid ( حامل

تفاده از پلاسميد و با اس يقارچ treAجهش در ژن
pKOBEG اين تحقيق نشان داد كه اين. جهش ايجاد كنند 

و ) fusion(هم جوشي ايجاد مناسبي براي تكنيك  روش 
جايگزيني پروموتور در سويه هاي قارچي با فركانس بيشتر 

  .)6(مي باشد  درصد 50 از 

بالاي شيگلوز در  نسبتاً با توجه به بيماريزايي و شيوع
ل توسعه و ناموفق بودن روشهاي درمان كشورهاي در حا

آنتي بيوتيكي، اهميت پيشرفت روشهاي پيشگيرانه مانند 
واكسيناسيون افراد و به خصوص كودكان در اولويت 

امروزه . )1( قرار دارد) WHO(سازمان بهداشت جهاني 
، تهيه سويه هاي ي خوراكيواكسنهاترين نوع مؤثريكي از 

كه اثرات باليني قابل مهاجم تخفيف حدت يافته است، 
با توجه به اهميت و نقش ژن  .)25( قبولي را دارا مي باشند

virG  لذا به عنوان ژن ، 1تيپ  شيگلا ديسانتريسويه  در
جهت توليد سويه ) حذف(يجاد گسستگي هدف در ا

هدف از انجام اين  .انتخاب گرديدكانديد واكسني بومي 
 زنده يه سويهتهو همچنين  virGتوالي يابي ژن  ،تحقيق

 استفاده از با virG بر پايه حذف ژن  تخيف حدت يافته
تيپ  شيگلا ديسانتريدر سويه  λ Red recombinaseروش 

جدا شده از نمونه هاي بيمارستانهاي ميلاد و مفيد تهران  1
  .بود

  روشهامواد و 
از بيماران مبتلا به اسهال  1تيپ  شيگلا ديسانتريباكتري 

. هاي ميلاد و مفيد تهران جدا شدندخوني در بيمارستان
با استفاده از سوآپ هاي استريل در نمونه هاي تهيه شده، 

درجه سانتي  37در دماي  ،شيگلا آگار –محيط سالمونلا 
سپس . شدندانكوبه ساعت  16به مدت و گراد كشت 

توسط آزمونهاي بيوشيميايي اورنيتين نمونه ها 
 دكربوكسيلاز دكربوكسيلاز، هكتوئن، زايلوز لايزين

)XLD( ،مك كانكي ،TSI ،ONPG آزمون تخمير قند ،
آرابينوز و توليد اندول شناسايي و پس از كشت در محيط 

LB  در ) درصد 20غلظت نهايي(مايع و افزودن گليسرول
  .شدندذخيره درجه سانتي گراد  - 80دماي 

سويه هاي شيگلا جدا شده از بيماران : واكنش آنتي سرمي
آزمايشات بيوشيميايي، همچنين با استفاده از پس از انجام 

شركت (كيت تشخيصي پلي كلونال گونه هاي شيگلا 
Mastبراي اين منظور ابتدا سويه . شد تأييد، )، انگلستان

هاي شيگلا بر روي محيط مك كانكي آگار كشت داده 
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شدند و سپس آزمايشات شناسايي گونه با استفاده از روش 
  .)29( گرديداجرا شه آگلوتيناسيون بر روي شي

شيگلا جدا سرووار به منظور شناسايي  :طراحي آغازگر
براي تشخيص حضور  اختصاصي شده يك جفت آغازگر

با توجه به اطلاعات ) stxA(شيگا توكسين A ژن زير واحد 
 )NC_007606شماره دسترسي ( موجود در بانك ژني

توالي آغازگر ). سينا كلون، ايران(گرديد طراحي و سنتز 
 Aهاي بالادست و پايين دست تشخيص ژن زير واحد 

  : شيگا توكسين عبارت بودند از
STXF: 5 GGGATAGATCCAGAGGAAGG 3  

STXR: 5CCGGACACATAGAAGGAAACTC 3 

بدون  virGآغازگر هاي بالادست و پايين دست ژن  
در  virGآنزيمي به منظور همسانه سازي ژن  جايگاه برش

با توجه به اطلاعات موجود در بانك  pGEM-7zfحامل 
طراحي و سنتز گرديد  )CP000035شماره دسترسي ( ژني

توالي آغازگر هاي بالادست و پايين ). ، ايرانسيناكلون(
  :بودند از  دست عبارت

VRGF: 5GGGTTTATCAACCACTTACTG 3 

VRGR: 5 GAAATGCAGGACATCAACAC 3 
يات پس از طراحي و انتخاب آغازگر هاي فوق، خصوص

گر ها به وسيله نرم افزار ترموديناميكي و مولكولي آغاز
مورد ارزيابي ) CLC sequence viewer version 6( مربوطه

ي ژنها ر ابتدا توالي كاملبراي اين منظو .)13( قرار گرفت
stxA  وvirG سپس نسبت به  و در نرم افزار وارد گرديد

  . مناسب اقدام شد يانتخاب و طراحي آغازگرها

پس از شناسايي اوليه سويه  :باكتري DNAآماده سازي
مايع  LBنسبت به كشت آن در محيط  شيگلا ديسانتري

 گرم خانهساعت در  18به مدت  نمونه واقدام گرديد 
درجه  37دور در دقيقه در دماي  200شيكر دار با سرعت 

ژنوم باكتري با استفاده از كيت . انكوبه شد سانتي گراد
با  )BioNEERكره جنوبي، ( AccuPrepتخليص ژنومي 

با استخراج گرديد و  توجه به دستورالعمل شركت سازنده

 شيگا توكسين و Aجود ژن زير واحد و PCRانجام واكنش 
  .قرار گرفت تأييدمورد  virGنيز ژن

 :باكتري شيگلا شيگا توكسين Aژن زير واحد تكثير 
DNA  ،به كمك واكنش به دست آمده از مرحله قبلPCR 

 1تيپ  شيگلا ديسانتريو آغازگر هاي اختصاصي سرووار 
 50در حجم  DNAبه منظور تكثير  PCRواكنش . تكثير شد

يكرومول از م 4/0هر واكنش شامل . ميكروليتر انجام گرفت
ميلي مولار از مخلوط نوكلئوتيد هاي  2/0هر آغازگر، 

dATP ،dCTP ،dGTP ،dTTP  واحد از آنزيم  5/2و
DNA پلي مرازPfu ،5 ميكروليتر از بافر x10،MgCl2  با

تهيه  DNAنانوگرم از  50ميلي مولار و  5/2غلظت نهايي 
شامل مرحله واسرشت شدن  PCRچرخه هاي . شده، بود
و دقيقه  1درجه سانتي گراد به مدت  94در دماي  ابتدايي

دوره سه مرحله اي شامل واسرشت شدن ابتدايي در دماي 
به  هاثانيه، اتصال آغازگر 45درجه سانتي گراد به مدت  94

ثانيه،  30درجه سانتي گراد به مدت  58رشته الگو در دماي 
درجه سانتي گراد به  72طويل سازي قطعه مورد نظر در 

 72دقيقه و در پايان، مرحله تكثير نهايي در دماي  2مدت 
پس  PCRمحصول . دقيقه بود 7درجه سانتي گراد به مدت 

رنگ آميزي و  درصد 1ز والكتروفورز بر روي ژل آگار از
ميكروگرم در هر  25با غلظت نهايي (در اتيديوم برومايد 

  .قرار گرفت تأييدمورد ) ميلي ليتر

به منظور  :PCRزي محصول و آماده سا virGژن تكثير 
 pGEM-7zf  )Ins T⁄Aدر حامل  virGهمسانه سازي ژن 

clone PCR Product Cloning Kit; Promega ( دستور
مطابق مرحله قبل، اجرا گرديد با اين تفاوت PCR العمل 

و دماي ثانيه  45دقيقه و  6كه مدت زمان طويل سازي 
به . شد درجه سانتي گراد انتخاب 55اتصال آغازگر ها 

تكثير شده با  PCR ،DNAمنظور آماده سازي محصول 
 High Pure PCR ProductPurificationاستفاده از كيت 

Kit ,Roche)و جهت همسانه سازي سازي خالص) ، آلمان 
  .آماده گرديد براي الحاق
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هضم آنزيمي حامل  :pGEM-7zfآماده سازي حامل 
pGEM-7zf  با استفاده از آنزيمSmaI )در واكنش ) ازفرمنت

ميكروليتر  x10 ،10ميكروليتر از بافر 5/2هضم يك گانه با 
محدود كننده ميكروليتر از آنزيم  pGEM-7zf ،2از حامل 

برسد، تهيه و  ميكروليتر 25به طوري كه حجم واكنش به 
درجه سانتي گراد  37ساعت در دماي  2به مدت  سپس
طي برش پس از انجام برش، پلاسميد خ تا داده شد،قرار 

  . شود ايجادخورده با انتهاي صاف 

به  و پلاسميد برش خورده PCRمحصول  مخلوط :الحاق
 37دقيقه در  10به مدت تهيه و  ،1به  3نسبت  با ترتيب

يخ  ظرف درجه سانتي گراد گرمادهي گرديد و بلافاصله به
 5و  4Tميكروليتر از آنزيم ليگاز  2 سپس وشد منتقل 

در ساعت  16به آن اضافه و به مدت  x10ميكروليتر از بافر
 واكنش محصول. ي گراد قرار گرفتتدرجه سان 10دماي 

) ،آمريكاPCR cleanup kit, QIAGEN(الحاق توسط كيت 
  .گرديد استخراج يبه منظور انجام تراريخت

پلاسميد هاي نوتركيب با روش شوك الكتريكي  :يتتراريخ
براي اين . شدمنتقل   DH5α سويه E. coliمستعد  سلولبه 

 پذيرنده الكتريكي مطابق روش ي مستعدسلولهاكار ابتدا 
 از ميكروليتر 30سپستهيه و ) 1989، سمبروك و همكاران(

 ميكروليتر از پلاسميد نوتركيب 5با سلول مستعد 
pGEMvirG  دقيقه بر روي يخ قرار  1مخلوط و به مدت

 2/0به درون كووت  سپس مخلوط تهيه شده. ندداده شد
شوك از طريق  منتقل و) ، آمريكاBioRad(نتيمترسا

ي مستعد سلولهابه ) كيلو ولت در ميلي ثانيه 0/2(الكتريكي 
مايع SOC آن محيط  بلافاصله بهانتقال يافتند و در ادامه 

 37در دماي  دقيقه 60به مدت بدون آنتي بيوتيك اضافه و 
 ي رشد كردهباكتريها. كشت داده شدند درجه سانتي گراد

 LBدور در دقيقه سانتريفيوژ و در محيط  4000دور  با
ميكروگرم بر  100(آمپي سيلين جامد حاوي آنتي بيوتيك 

سانتي  درجه 37ساعت در دماي  18به مدت ) ميلي ليتر
  .شدندداده گراد به صورت چمني كشت 

صحت همسانه سازي پرگنه هاي حاوي قطعه  :غربالگري
 تأييدتوالي يابي با  در نهايت و PCRبه كمك  ،مورد نظر
پلاسميد باكتري با استفاده از براي انجام اين كار،  .گرديدند

 ،AccuPrep )Plasmid Extraction Kit BioNEERكيت 
 PCR ، واكنشاستخراج و مطابق روش قبل) كره جنوبي
با  پلاسميد هاي مثبت پس از خالص سازي. اجرا گرديد
آغازگرهاي  و حامل M13عمومي  آغازگر هاياستفاده از 
شركت تكاپو ( ندشد تعيين توالي virGژن  اختصاصي

  .)زيست، ايران

تيپ  شيگلا ديسانتريبررسي حساسيت و مقاومت سويه 
از مبتلايان به شيگلوز پس  سويه جدا شده :بومي ايران 1

به آنتي حساسيت به منظور ارزيابي از تعيين سرووار 
و ) لي ليترميكروگرم در مي 100(بيوتيكهاي آمپي سيلين 

بر روي ) ميكروگرم در ميلي ليتر5/12( كلرامفنيكل
جامد حاوي اين دو آنتي بيويك به طور جداگانه  LBمحيط

ساعت  16به مدت  سانتي گراد درجه 37كشت و در دماي 
  . انكوبه گرديد

  
و Exo ،  Betaسه پروتئين داري  pKD46پلاسميد  -2 شكل
Gam  مي باشد كه تحت پروموتورPBAD داري رار گرفته اند و ق
origin )(ژن مقاومت به آمپي سيلين  نيز حساس به دما و) مبداbla (

  .)8(مي باشد  ژن گزارشگر نيز به عنوان
در اين مطالعه از حامل  :به شيگلا pKD46پلاسميد  انتقال

pKD46  )به عنوان سيستم بيان ) 2000، داتسنكو و وانر
 استفاده گرديد )Gamو   Red )Exo،Betaي ژنها كننده
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القاپذير با پروتئين تحت پروموتور  ژنها اين. )2 شكل(
Ara-C از پلاسميد  حامل اين .همسانه سازي گرديده اند

pINT-t ژن حاوي ara-C  و پروموتور آن به نامParaB 
 فوق حامل در ساختن. ،همچنين ،مشتق شده است

)Genbank AY048746 ( از پلاسميدpBAD18  نيزو 
DNA اين پلاسميد در مركز  .گرديده است دا استفادهلامب

)The Coli Genetic Stock Center ( دانشگاهYale  آمريكا
  .به كار گرفته شده است رو براي اولين باسنتز 

 BW25113 (lacIq rrnBT14اين پلاسميد از سويه 

ΔlacZWJ16 hsdR514 ΔaraBAΔAH33 

ΔrhaBAΔLD78)  از كيت با استفاده به عنوان سويه والدي
AccuPrep )Plasmid Extraction Kit BioNEER،  كره

مستعد الكتريكي از سلول  سپس .گرديد استخراج) جنوبي
تهيه ) 1981، مالوي( شيگلا بومي بر اساس دستور العمل

ميكروليتر از ياخته مستعد  40به اين منظور . )20( شد
در درون  pKD46ميكروليتر از پلاسميد  1الكتريكي با 

 BioRad( يتوردستگاه الكتروپور سپس مخلوط وكووت 

,USA(  انجام  تراريختي و عملمطابق مرحله قبل تنظيم

مايع به  LBميلي ليتر از محيط  1گرديد، سپس بلافاصله 
 درجه 30ساعت در دماي  2مخلوط اضافه و به مدت 

دور  200گرمخانه همراه با همزن با سرعت  سانتي گراد در
ي رشد كرده با سرعت باكتريها. شدقرار داده در دقيقه 

دقيقه سانتريفيوژ شده و  1دور در دقييقه به مدت  14000
حاوي آنتي بيوتيك آمپي سيلين  جامد LBمحيطسپس در 

ساعت در دماي  24به مدت ) ميكروگرم در ميلي ليتر 100(
 سويه هايدرجه سانتي گراد كشت داده شد سپس از  30

به منظور انجام مراحل  pKD46رشد كرده حاوي پلاسميد 
لازم به ذكر است در مورد نمونه شاهد . بعدي استفاده شد

فاقد آنزيم  پلاسميدي، از آب استريل DNAبه جاي 
تراريختي  كارآييبه منظور ارزيابي . استفاده گرديدنوكلئاز 

به  pKD46انجام شده، از دو مقدار پلاسميد تخليص شده 
ر با شرايط غلظت نانوگرم در ميكروليت 10و  1ميزان 

عد ، به ياخته مست)نانوگرم در ميكروليتر 39(يكسان 
انجام و سپس به منظور  الكتريكي اضافه و عمل تراريختي

با  بازده انتقال پلاسميد كارآيي كمي كردن نتايج، محاسبه
  .انجام شد) 1- 1(استفاده از فرمول 

  

  
  1-1فرمول 

نشاندهنده تعداد كلونيهاي رشد كرده در محيط آنتي  #در اين فرمول، نمايه . ده از فرمول فوق انجام گرديدتراريختي با استفا كارآييمحاسبه  -1فرمول 
  .پس از تراريختي مي باشد) آمپي سيلين(بيوتيكي 

  

  
اقع جايگاه و جهت ها در و پيكان. تكثير كاست كلرامفنيكل را نمايش مي دهد دربه كار گرفته شده الگو  DNAاين شكل بخشي از توالي  -3شكل 

نقطه شروع : C2و  C1،2نقطه شروع كننده  P2:، 1نقطه شروع كننده : P1.مي باشند pKD3در پلاسميد  تكثير كاست ژني گيري نقاط شروع كننده
  .)8( ندمي باشميزبان در جايگاه مورد انتظار در ژنوم  كلرامفنيكل صحت قرارگيري كاست تأييد به منظور عموميآغازگر هاي 

  
  

به منظور  :طراحي آغازگر و تكثير كاست كلرامفنيكل
آغازگر هاي ) cat(تكثير كاست حامل ژن كلرامفنيكل 

 65و  66 به ترتيب، با اندازه reversو  forward طويل

بيست و يك . گرديد و انتخاب نوكلئوتيدي طراحي
نوكلئوتيد از جفت آغازگر هاي طراحي شده با جايگاه 

 Genbank( pKD3ي پلاسميد بر رو) P2و P1 (شروع 
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AY048742 (يكسان )و مابقي  )2000، داتسنكو و وانر
ژن  )نوكلئوتيد ابتدايي 46( ها با نواحي داخلينوكلئوتيد

virG  اين پلاسميد از سويه  .بودند كامل همخوانيداراي
BW25993 )lacIq hsdR514 ΔaraBAΔAH33 

ΔrhaBAΔLD78 ( مطابق مرحله قبل استخراج گرديد
  .)3 لشك(

 100در حجم  DNAبه منظور تكثير  PCRواكنش 
ميكروليتر از  10هر واكنش شامل . ميكروليتر انجام گرفت

 1، )ميلي مولار 10غلظت جفت آغازگرها (هر آغازگر 
از مخلوط نوكلئوتيد هاي ) ميلي مولار 40(ميكروليتر 

dATP ،dCTP ،dGTP  وdTTP، 1  ميكروليتر از آنزيم
DNA  پلي مرازHF)High Fidelity PCR Mixفرمنتاز ،( ،

 1، )به همراه بافر بود 10x)MgCl2ميكروليتر از بافر  10
 89با غلظت (  pKD3پلاسميدي DNA ميكروليتر از 

شامل  PCRچرخه هاي . بود) ميكروگرم در هر ميلي ليتر
درجه سانتي  94مرحله واسرشت شدن ابتدايي در دماي 

سه مرحله اي شامل دوره  30دقيقه و  3گراد به مدت 
درجه سانتي گراد به  94واسرشت شدن ابتدايي در دماي 

 56ثانيه، اتصال آغازگر به رشته الگو در دماي  30مدت 
ثانيه، طويل سازي قطعه  35درجه سانتي گراد به مدت 

 30دقيقه و  1درجه سانتي گراد به مدت  72مورد نظر در 
 72در دماي ثانيه و در پايان، مرحله طويل سازي نهايي 

 PCRمحصول . دقيقه بود 10درجه سانتي گراد به مدت 
در مقايسه   درصد 1پس از الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

قرار گرفت و سپس با استفاده  تأييدمولكولي مورد  ماركر با
خالص ) ، آمريكاGel Purification kit ,QIAGEN(از كيت 

تكثير  آغازگر هاي طراحي شده به منظور. سازي گرديد
  :كاست آنتي بيوتيكي كلرامفنيكل عبارت بودند از 

VRGHF:5´ATGAATCAAATTCACAAATTTTTTT
GTAATATGACCCAATGTTCAGTGTA 

GGCTGGAGCTGCTTCG3´ 

VRGHR:5´TCAGAAGGTATATTTCACACCCAA
AATACCTTGGGTGTCTCTGTCATAT 

GAATATCCTCCTTAGT 3´ 

باكتري شيگلا حامل پلاسميد  :تراريختي و غربالگري
pKD46  ميلي ليتر از محيط  50درSOB  واجد آنتي

ميكروليتر در  100با غلظت نهايي (بيوتيك آمپي سيلين 
) ميلي مولار 10با غلظت نهايي (آرابينور  - L و) ميلي ليتر

گرمادهي  سانتي گراد درجه 30مخلوط گرديد و در دماي 
) چگالي نوري( ODي به ، پس از رسيدن تراكم سلولشد

مطابق دستورالعمل مرحله نانومتر،  600نس در فركا 6/0
ميكروليتر از آن  100قبل، ياخته مستعد الكتريكي تهيه و 

ميكروليتر از كاست آنتي بيويتيكي كلرامفنيكل در  10با 
ل شوك الكتريكي مرحله قب با مطابق كووت مخلوط و

ميلي ليتر  1پس از شوك الكتريكي به ميزان . انجام گرديد
اضافه و  به مخلوط ع بدون آنتي بيوتيكماي LBاز محيط 

سانتي درجه  37ساعت در دماي  4در گرمخانه به مدت 
گرمادهي  هدور در دقيق 200همراه همزن با سرعت گراد 
ميكروليتر از باكتري الكتروترانسفورم  50سپس  و گرديد

 5/12(شده به محيط حاوي آنتي بيوتيك كلرامفنيكل 
ساعت در  34شد و به مدت  قلمنت) ميكروليتر در ميلي ليتر

با  غربالگري. درجه سانتي گراد انكوبه گرديد 30دماي 
در مورد نمونه شاهد نيز مطابق  .انجام شد PCRواكنش 

  .)8(مرحله قبل اجرا گرديد 

انجام  تأييدبه منظور  :انجام نوتركيبي هومولوگ تأييد 
نوكلئوتيد  300نوتركيبي آغازگر هاي خارجي در محدوده 

بدون جايگاه برش  virGبالادست و پايين دست ژن در 
با توجه به اطلاعات موجود در بانك ژني طراحي  و آنزيمي

توالي آغازگر هاي خارجي ). سينا كلون، ايران(و سنتز شد 
  : عبارت بودند از virGبالادست و پايين دست ژن

EVRGF: 5 GTAAAACGACGGCCAGT 3 

EVRGR: 5 GCATTAGTTTCTGCAATACC 3 

ارائه شده جهت تكثير  مطابق دستور العمل PCRواكنش 
از پرگنه باكتري به گرديد با اين تفاوت كه اجرا  virGژن 

درجه سانتي گراد  59و دماي اتصال آغازگر ها عنوان الگو 
 1بر روي ژل آگارز PCRمحصول  سپس وشد انتخاب 
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قرار  تأييدالكتروفورز و صحت انجام نوتركيبي مورد  درصد
  .تگرف

حذف كاست آنتي بيوتيكي كلرامفنيكل توسط پلاسميد 
pCP20:  پلاسميدpCP20 )1995، كرپانوف و واكرناجل( 

استخراج و ) BT340(مطابق مراحل قبل از سويه ميزبان آن 
كلرامفنيكل  به سويه حامل كاست قبل مرحله  طبق روش

الكتروترانسفورم  )در هر دو طرف FRTتواليهاي داراي (
ي آمپي سيلين و  ژنها داراي فوق سميدپلا .گرديد

مي ) reporter gene(ي گزارشگر ژنها كلرامفنيكل به عنوان
،  pKD46مانند پلاسميد نيز اين پلاسميد به علاوه، . باشد

 temperature(همانند سازي وابسته به دما  اءداراي منش

sensitive( كه در اين پلاسميد آنزيم  بوده به طوريFLP 
قرار گرفته و تحت  فاژ لامبدا  λPRپروموتور مخمري تحت 
در اين مرحله به منظور . مي باشد  λcI857كنترل رپرسور 

 در سويه شيگلا بومي جهش يافته FLPالقاي بيان پروتئين 
)virGΔ( ، درجه سانتي گراد  42به  30شوك گرمايي از

حذف  تأييد غربالگري و به منظور سپس. انجام گرديد
با آغازگر  PCRرامفنيكل واكنش لكي ككاست آنتي بيوتي

 توالي يابي شد PCRانجام و محصول هاي خارجي 
طبق روش انجام  PCRدستور  .)شركت تكاپوزست، ايران(

بود با اين تفاوت كه دماي  virGشده به منظور تكثير ژن 
  .)8(درجه سانتي گراد انتخاب گرديد  53اتصال آغازگر ها 

  
شيگا  Aژن زير واحد  تكثير PCRالكتروفورز محصول  -4 شكل

 bp DNAنشانگر وزن مولكولي )1%. 1توكسين روي ژل آگاروز 
 Aژن زير واحد  PCRمحصول ) BioNEER( ،2كره جنوبي، (100

محصول ) bp 622( ،3قطعه ( 1در باكتري شماره  شيگا توكسين
PCR  ژن زير واحدA قطعه ( 2در باكتري شماره  شيگا توكسينbp 

در باكتري  شيگا توكسين Aژن زير واحد  PCRصول مح) 4،))622
شيگلا سويه PCRمحصول  )bp 622( ،5قطعه ( 3شماره 

  .به عنوان كنترل منفي) b2 )12022ATCCفلكسنري

  نتايج
ي باكتريهابه منظور شناسايي و تعيين گونه و سرووار  

 PCRميايي، آنتي سرمي و يشيگلا از واكنشهاي بيوش
 نشهاي بيوشيميايي و آنتي سرمينتايج واك. استفاده شد

در نمونه هاي دريافتي از  را شيگلا ديسانتريگونه  حضور
به منظور . نمود تأييدبيمارستانهاي ميلاد و مفيد تهران 
شيگا  Aژن زير واحد تعيين سرووار گونه هاي شيگلا، 

با انجام روش ) 1تيپ  شيگلا ديسانتريمختص ( توكسين
PCR تأييد درصد 1آگاروز  و الكتروفورز بر روي ژل 
  . )4و  3، 2، ستونهاي 4 شكل( گرديد

 virGكامل ژن  در ابتدا به منظور اطمينان از صحت حضور 
  در سويه بومي، اقدام به طراحي آغازگرهاي اختصاصي

)VRGF  وVRGR(  آغازگر ها به گونه اي طراحي . گرديد
 PCRواكنش  گرديدند كه حداقل تمام طول ژن از طريق

پس از ، virGژن  PCRمحصول واكنش  .گردد تكثير
 درصد 1بر روي ژل آگاروز  و رنگ آميزي الكتروفورز

، انتظار مي رفتهمانطور كه  .قرار گرفت بررسيمورد 
از  گرديد كه دهبر روي ژل مشاه جفت بازي 3379 قطعه

 داشت كامل همخواني )virG( ما لحاظ اندازه با ژن هدف
  .)نشان داده نشده است شكل(

يك روش  recombineeringبا توجه به اينكه روش 
و در عين حال دقيق مي باشد، بنابراين، در  آكار ،قدرتمند

در سويه  virGابتدا نسبت به آگاهي دقيق از توالي ژن 
بومي اقدام شد، زيرا طراحي آغازگرهاي حامل مناطق 

كه در اين روش ) VRGHRو  virG )VRGHFمشابه با ژن 
از توالي ژن هدف  و دقيق با اطلاع كامل استفاده مي شود
در  virGژن  ، همسانه سازياز اين رو. امكان پذير است

جهت  در ابتداي اين مرحله، . انجام شد pGEM-7zfحامل 
، virGبه منظور الحاق ژن pGEM-7zf خطي نمودن حامل 
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 SmaI آنزيم محدودكننده توسطآنزيمي از واكنش هضم 
 pGEM-7zf رش آنزيمي حامل در اثر ب، گرديداستفاده 

به  )Blunt ends( جفت بازي با انتهاي صاف 2997قطعه 
در  virGپس از الحاق ژن  .)3، ستون 5 شكل(دست آمد 

قطعه مشاهده شده بر روي ژل اندازه  ،pGEM-7zfحامل 
  قطعه، 2ستون  5 شكل(مطابق انتظار بود  درصد 1آگاروز 

bp6376 .( اكنش و ،همسانه سازي تأييدبرايPCR انجام و 
بررسي مورد  درصد 1بر روي ژل آگاروز   PCRمحصول 

جفت بازي صحت  3379 تشكيل قطعه. قرار گرفت
  .را نشان داد pGEMvirGساختار همسانه سازي 

 

و هضم آنزيمي حامل  virGالحاق ژن  الكتروفورز -5شكل 
pGEM-7zf  نشانگر وزن ) 1.درصد  1بر روي ژل آگاروز

محصول واكنش الحاق ژن ) 2 ،)فرمنتاز ،آلمان( Kb DNA1مولكولي
virG  به حاملpGEM-7zf ،3 ( برش آنزيمي حاملpGEM-7zf 

نشان دهنده  bp 2297 ، قطعهSmaIبا استفاده از آنزيم محدود كننده 
  .خطي شدن حامل پيش از انجام واكنش الحاق مي باشد

ن توالي يابي ژ  pGEMvirGبيشتر همسانه  تأييدبه منظور 
virG  13عموميبا آغازگر هايM حامل )pGEM-7zf (
تعيين توالي قطعه تكثير يافته، هم  نتايج .گرديد انجام

استاندارد  virGژن  با توالي )درصد 100(خواني كامل 
ي تهيه شده از پايگاه داده ها) CP000035شماره دسترسي (

توالي  حضور كامل و صحت را نشان داد )NCBI(ژنومي 
   .نمود تأييددر سويه تراريخت شده را  virGژن 

از پلاسميد  recombineering با توجه به اينكه در تكنيك
مقاوم به آنتي بيوتيك آمپي ( pKD46هاي متعددي شامل 

حامل ژن مقاوم به آنتي بيوتيك ( pKD3، )سيلين

مقاوم به آنتي بيوتيكهاي آمپي ( pCP20و  )كلرامفنيكل
استفاده مي گردد، بنابراين ضروري  )سيلين و كلرامفنيكل

. مشخص گرددبومي است حساسيت آنتي بيوتيكي سويه 
در مرحله ارزيابي حساسيت آنتي بيوتيكي، نتايج عدم 

از  نسبت به غلظتهاي انتخاب شده را مقاومت سويه بومي
ميكروگرم در  100غلظت با (آنتي بيوتيكهاي آمپي سيلين 

ميكروگرم در  5/12با غلظت (و كلرامفنيكل ) ميلي ليتر
 ديسانتري شيگلا( در مقايسه با سويه شاهد )ميلي ليتر

، تهيه شده از بانك مقاوم به آمپي سيلين و كلرامفنيكل
كه پيش تر ) ميكروبي دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران

قرار گرفته  أييدتعدم حساسيت آنها مورد  يا حساسيت و
  .را نشان دادبود 

با هدف افزايش  pKD46با توجه به اينكه حضور پلاسميد 
ضروري  كانديد حذف ژني،  فركانس نوتركيبي در باكتري

مي باشد و از طرف ديگر اين پلاسميد در خانواده پلاسميد 
قرار ) Low copy number(هاي با تعداد رونوشت پايين 

انتقال اين پلاسميد  كارآيياست تا  مي گيرد، بنابراين لازم
با استفاده از  لذا  ،در شيگلا بومي مورد بررسي قرار گيرد

ورود اين پلاسميد با توجه به غلظت  كارآيي 1- 1فرمول 
DNA  پلاسميدي بر حسب ميكروگرم بر ميلي ليتر مورد

نتايج محاسبات حاصل از تراريختي . ارزيابي قرار گرفت
نشان داد كه با ، بومي تري شيگلابه باك pKD46پلاسميد 

در غلظت ( كروليترمي 10به  1افزايش مقدار پلاسميد از 
 برابر افزايش 10تراريختي به ميزان تقريباً  كارآيي، )يكسان
 10اين نسبت در واقع نشان مي دهد كه با افزايش  .مي كند

برابري مقدار پلاسميد، تعداد سويه هاي مقاوم بر روي 
نيز به همين ميزان ) حاوي آمپي سيلين(محيط انتخابي 

   .را از خود نشان مي دهندافزايش 

در سويه شيگلا  pKD46پس از اطمينان از حضور پلاسميد 
و  VRGHF(  بومي، با استفاده از آغازگر هاي طراحي شده

VRGHR ( ويژه حذف ژنvirG واكنش تكثير كاست ،
به  pKD3با استفاده از پلاسيد  PCRكلرامفنيكل با واكنش 
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پس از تكثير كاست كلرامفنيكل  .صورت گرفتعنوان الگو 
+  virGژن نوكلئوتيد آغازي  1P  +46ناحيه شروع كننده (

 FRTتوالي )+ cat(ژن مقاوم به كلرامفنيكل +   FRTتوالي 
)  virGنوكلئوتيد انتهايي ژن  2P  +45ناحيه شروع كننده  +
پلاسميد  حاملو انتقال آن به سويه شيگلا بومي ) 6شكل (

pKD46  عمل غربالگري بر روي محيط حاوي ،
ام جان )ميكروگرم در ميلي ليتر 5/12غلظت ( كلرامفنيكل

  . گرديد

 
 

نشانگر  )1. كاست كلرامفنيكل PCRمحصول  الكتروفورز -6شكل 
تشكيل قطعه ) 5الي 2، )فرمنتاز ،آلمان( Kb DNA 1وزن مولكولي

را با استفاده  بيوتيكي كلرامفنيكل جفت بازي، تكثير كاست آنتي 1103
  .را نشان مي دهد pKD3از پلاسميد 

پس از انجام تراريختي كاست كلرامفنيكل در سويه حامل 
pKD46  و نيز القاي بيروني اين پلاسميد توسط قند ال– 
انتظار مي رود كه پديده نوتركيبي ) L-Arabinose(آرابينوز 

رشد . گيرد و كاست كلرامفنيكل صورت virGبين ژن 
سويه هاي مقاوم به آنتي بيوتيك كلرامفنيكل در فاز 
ابتدايي، صحت قرار گيري كاست كلرامفنيكل در ژنوم 

اما با توجه به . مي نمايد تأييدفنوتيپي  صورتشيگلا را به 
از مناطق با هومولوژي   recombineeringاينكه در تكنيك 

گردد، بنابراين استفاده مي  )نوكلئوتيد 50تا  30بين (پايين 
 )غير از جايگاه مورد انتظار(احتمال قرار گيري نا به جا 

از  به منظور اطمينانلذا . وجود داردكاست كلرامفنيكل 
با استفاده از  PCRواكنش  ،صحيح نوتركيبي انجام صحت

نسبت به كاست  )External( آغازگر هاي خارجي
ي طراحي اين آغازگرها به گونه ا. گرديدانجام كلرامفنيكل 

) virG(كه مناطق بالادست و پايين دست ژن هدف  شدند
 رخداد در صورت صحت وقوع .را تكثير مي نمايند

شامل  DNAقطعه تكثير ، virGو حذف ژن نوتركيبي 
، كاست )جفت باز virG )250مجموع نواحي بالادستي ژن 

، نواحي پايين دستي ژن )جفت باز 1103(كلرامفنيكل 
virG )247 1600 اندازه برابر بابا  باشد،مي ) جفت باز 

با توجه به محاسبات فوق، . جفت باز را نشان مي دهد
وقوع  صحت 7 شكلدر  جفت بازي 1600قطعه  حضور

با كاست آنتي بيوتيكي كلرامفنيكل  virGژن نوتركيبي بين 
در انتهاي اين مرحله با  ).3و  2ستونهاي (نمود  تأييد  را

درجه، پلاسميد  30الاتر از توجه به افزايش دما به ب
pKD46  سويه كشت . سويه شيگلا بومي حذف گرديداز

و  در محيط حاوي آمپي سيلين virGΔتخيف حدت يافته 
 تأييدصحت ادعاي فوق را  محيط بر روي اينعدم رشد 

  .)نشان داده نشده است شكل( نمود

 

سـويه جهـش يافتـه شـيگلا بـا       PCRمحصـول   الكتروفورز -7شكل 
 Kb DNAنشانگر وزن مولكـولي  )1. ده از آغازگر هاي خارجياستفا

جفت بـازي وقـوع رخـداد    1600وجود قطعه) 3و  2 ،)فرمنتاز ،آلمان(1
نمونه كنترل منفي، از آب ) 4.مي كند تأييدنوتركيبي در سويه شيگلا را 

  .استفاده شده است PCRالگو، در واكنش  DNAديونيزه به عنوان 
جه به اينكه حضور ژن مقاوم آنتي با تو ،در مرحله پاياني

بيوتيكي به عنوان يك عامل تهديد كننده در انتشار و 
در اين  ،ي مقاوم مطرح مي باشد بنابراينژنها گسترش

مرحله نسبت به حذف اين ژن با استفاده از پلاسميد 
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pCP20   دماي بالاتر از (شوك گرمايي  انجام .ديگرداقدام
 λ رپرسورشود تا  سبب مي) درجه  سانتي گراد 40

cI857 آنزيم بيان از فرم طبيعي خود خارج گردد و باعث
FLP  حامل جهش در ژن  يدر سويه شيگلاريكامبيناز
virG )virG::catΔ( حذف كاست  اين آنزيم سبب. گردد

. مي گردد FRT تواليهاياز طريق نوتركيبي بين  كلرامفنيكل
 670قطعه  ،مشاهده مي شود 8 شكلطور كه در  همان

نمايانگر حذف كاست كلرامفنيكل در شيگلا جفت بازي 
از طريق انجام ) virG  )ΔvirG حامل جهش در ژن
به ) 5، 4ستونهاي ( مي باشد FRTنوتركيي بين تواليهاي 

سويه وحشي شيگلا، قبل و پس از  PCRعلاوه، محصول 
، virGانجام نوتركيبي با استفاده از آغازگر هاي خارجي ژن 

 شكل(نشان داده شده است  3و  2تونهاي به ترتيب در س
8.(  

 

بومي با  شيگلا ديسانتريسويه  PCRالكتروفورز محصول  -8شكل 
 Kb DNAنشانگر وزن مولكولي )1. استفاده از آغازگر هاي خارجي

، قبل از virGتشخيص ژن  PCRمحصول ) 2 ،)فرمنتاز ،آلمان(1
ژن  PCRمحصول ) bp3806( ،3 (ايجاد جهش در باكتري شيگلا 

virGمحصول ) 5و 4پس از انجام نوتركيبيPCR  پس از حذف
حاصل از  FLPكاست آنتي بيوتيكي كلرامفنيكل توسط پروتئين 

  bpوزن مولكولي با نشانگر) bp  670( ،6قطعه( pCP20پلاسميد 
100DNA )فرمنتاز ،آلمان(.  

 در سويه بومي، virGحذف ژن  بيشتر تأييدبه منظور 
جفت  670قطعه ( ز مرحله آخرحاصل ا PCRمحصول 

 Chromas version(و با نرم افزار تعيين توالي   ،)بازي

نتايج حاصل از . قرار گرفت مورد بازخواني )2.33
 virGو مقايسه آن با ژن  هبازخواني ناحيه توالي يابي شد

جفت  3220 كه تعداد نشان داد جهش رخداد پيش از وقوع
تيپ  شيگلا ديسانتريني در سويه بيمارستا virGباز از ژن 

  .حذف گرديده است 1

 بحث

تا كنون تلاشهاي بسيار زيادي جهت توليد يك واكسن 
برعليه عامل بيماري اسهال خوني در جهان  مؤثرايمن و

: ولي هيچ كدام از آنها به دلايلي مانند. صورت گرفته است
ايمن نبودن در كودكان، عدم تحريك مناسب ايمني 

روند توليد واكسن و گران بودن  مخاطي، پيچيده بودن
مجوز استفاده در حجم وسيع و عمومي را دريافت نكرده 
اند و گاهي مصرف آنها به يك كشور خاص و در گروه 

ترين  يكي از مهم. سني خاصي محدود شده است
ي واكسنهاراهكارهاي توليد واكسن عليه شيگلوز توليد 

اين زنده مهاجم و تخفيف حدت يافته مي باشد زيرا 
علاوه بر داشتن مصرف خوراكي، توانايي بالايي را  واكسنها

در تحريك سيستم ايمني مخاطي و فعال كردن شديد 
همكاران در و ميترت .)14 و 9( سيستم ايمني دارا هستند

با استفاده را  T32-ISTRATIسويه جهش يافته  1984سال 
ايجاد  2a شيگلا فلكسنرياز تكنيك پاساژ متوالي در 

مرتبه كشت متوالي  32اين كانديد واكسني پس از . دنمودن
در محيط  نوترينت آگار جداسازي و از نظر ايجاد ورم 

منفي ) Serenyتست (ملتحمه در چشم خوكچه هندي 
 1990و همكاران در سال  ونكاتسن. )21( گزارش گرديد

را از لحاظ فنوتيپي  T32-ISTRATIكانديد واكسني  سويه
ارزيابي ها حذف سه لكوس  .مودندو ژنوتيپي ارزيابي ن

virG ،invA وIpaABCD  رادر پلاسميد تهاجمي شيگلا
 2a شيگلا فلكسنريهمچنين كانديد واكسني . نشان داد

نيز با روشي مشابه كه در ) SmD( وابسته به استرپتومايسين
ايجاد  1972به كار رفت، در سال  T32-ISTRATI ساخت

مچون عدم اختصاصيت، معايبي هتكنيك پاساژ متوالي  .شد
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برگشت پذيري به نوع وحشي و ناپايداري ژنتيكي را دارد، 
بنابراين به منظور ايجاد جهش اختصاصي و هدفمند در 

  .)33 و 27، 19(باكتري مناسب نمي باشد 

ي تكنيكهاي مهندسي ژنتيك روشهاامروزه با پيشرفت 
استفاده  ژنها مختلفي به منظور ايجاد جهش و گسستگي در

از  ژنها گردد كه بيشترين آنها بر پايه غير فعال كردنمي 
 طريق دخول كاست ژني و يا حذف ژن قرار گرفته است

، استفاده از روشهاترين  يكي از مهم. )11 و 2(
و همكاران در  يوشيكاوا .مي باشد انتحاريپلاسميدهاي 

 thyAو  virGي ژنها با ايجاد دو جهش در 1995سال 
 را 2a شيگلا فلكسنريحدت يافته  توانستند سويه تخفيف

عدم . ايجاد كنند P1و فاژ Tn10با استفاده از ترانسپوزون 
ايجاد التهاب و حفاظت در برابر شيگلا از نتايج آن در مدل 

  .)36( حيواني خوكچه هندي بود

) CVD1203)ΔvirG ،ΔaroA سويه كانديد واكسني  
از با استفاده  1994و همكاران در سال  نورجيا توسط

ساخته شد  pFJ201 ،pKTN701 انتحاريپلاسميد هاي 
نتايج باليني اين سويه واكسني در خوكچه هندي و  .)24(

106 در حدود(ز متوسط انسان در د CFU ( نشان از تحمل
108در حدود (ز هاي بالاترپذيري بالاي آن داشت اما در د 

- 109
CFU(  بخشي از دريافت كنندگان به سويه واكسني

بنابراين ايجاد تخفيف . )24، 15( منفي نشان دادند واكنش
حدت بيشتر از طريق غير فعال نمودن مسير هاي 
بيوسنتزي، متابوليكي و نيز توكسيني مورد توجه قرار 

،  virG, ΔaroAΔ(CVD1203(همچنين علاوه بر. گرفت
)guaBAΔ( CVD1204 ،)virG, ΔguaBAΔ (CVD1205 ،
 )Δset, Δsen, ΔguaBA, ΔvirG( CVD1207  و 

CVD1208 )setΔΔsen, ΔguaBA, (،  بر پايه استفاده از
و پديده تبادل آللي طراحي و  انتحاريپلاسميد هاي 

نتايج باليني سويه هاي توليد شده نشان دادند . ساخته شد
تحمل پذيري و  ژنها كه حذف و غير فعال نمودن اين

 15 ،14، 12(ايمني زايي بالايي را در انسان سبب مي گردد 

با ايجاد جهش  2002و همكاران در سال  ونكاتسن .)26 و
را WRSd1سويه كانديد واكسني  stxAو virGدر دو ژن 

 انتحاريدر اين تحقيق از پلاسميد . ايجاد نمودند
pCVD442  محيط حاوي كلرات پتاسيم به منظور حذفو 

و همكاران  سدورژ. )34( استفاده گرديد stxو  virGي ژنها
، را از سويه SC599سويه كانديد واكسني 2008در سال 

ي ژنها درحامل جهش حذفي  1تيپ  شيگلا ديسانتري
virG ،entF )ژن مسئول بيوسنتز انتروكلين( ،fepA ) گيرنده

از  +Fe3مسئول رها سازي ( fesو ) دريافت كننده انتروكلين
 تحقيق از پلاسميد ندر اي. ساختند stxو) انتروكلين
 npt1-sacB-sacRكاست بياني  و pJM703/1 انتحاري
نتايج باليني اين سويه در داوطلبان انساني . شداستفاده 

به  .)26(ايمني محافظتي مناسبي را از خود نشان داد 
به منظور حذف ژن در  انتحاريكارگيري پلاسميد هاي 

معايبي را دارا مي باشند كه از آن جمله مي توان  باكتريها
ز پلاسميد هاي متعدد، هزينه بالا به مواردي مانند استفاده ا

و زمان زياد، تكثير قطعات مشابه با طول بالا و نيز احتمال 
در ميزبان مورد نظر اشاره  انتحارياز بين نرفتن پلاسميد 

  .كرد

تكنيكي كه در تحقيق حاضر از آن استفاده گرديد تكنيك  
حذف ژن با استفاده از سيستم نوتركيبي فاژي يا 

recombineering مزاياي اين روش نسبت به ساير . بود
ش فركانس شامل سادگي روش، هزينه پايين، افزاي روشها

كوتاه تر و ) هومولوژي(مشابه  نوتركيبي، انتخاب مناطق
اين تكنيك . مهم تر از ديگر موارد، زمان كمتر مي باشد

ابداع  2000در سال  وانر و داتسنكوبراي اولين بار توسط 
، سالمونلا ويه هاي ديگري شاملگرديد اما سپس در س

نتايج به . )27 و 22( گسترش پيدا نمود سراشياو  يرسينيا
كار گيري اين روش در ديگر سويه ها نشان داد كه يكي از 

ثير گذار در كاربرد اين تكنيك در ميزبانهاي أفاكتور هاي ت
بيان فاژ هاي لامبدا در آنها  تخريبيمتفاوت مي تواند به اثر 

مچنين در اين تحقيقات نشان داده شد كه ه. برگردد
افزايش طول كاست آنتي بيوتيكي ميزان فركانس نوتركيبي 
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توسط  2006در سال  .)37، 23، 8- 7(را افزايش مي دهد 
، virGي ژنها و همكاران سويه هاي جهش يافته اي دررنلو
asd،set1A،sen،msbB2 ،msbB1 ،uhP T  وipa  H9/8  در

در  stxABو virGي ژنها ،)2a )WRSf2شيگلا فلكسنري
و  virG ،senي ژنها و) WRSd1( 1تيپ شيگلا ديسانتري

ipaB در شيگلا سونه اي )WRSs( تكنيك  .ندايجاد گرديد
روش به كار گرفته شده به منظور ايجاد اين سويه ها 

recombineering اين تكنيك  كارآيينتايج اين تحقيق . بود
 .)25( را در باكتري شيگلا نشان داد

با توجه به نتايج باليني سويه هاي واكسني توليد شده به  
يك انتخاب مهم باشد چرا كه  virGنظر مي رسد ژن 

ثير قرار أي هلا را تحت تسلولهاحذف اين ژن تهاجم به 
نمي دهد اما گسترش بين سلولي باكتري شيگلا را به 

در تحقيق حاضر با توجه به نقش . شدت كاهش مي دهد
در آلودگي بدن ميزبان به عنوان اولين ژن  virGاساسي ژن 

تيپ  شيگلا ديسانتريهدف در توليد سويه كانديد واكسني 
و  pKD46در اين مطالعه از پلاسميد . انتخاب گرديد 1

به منظور  2000در سال  وانرو  داتسنكودستورالعمل 
پلاسميدي با  pKD46پلاسميد . تراريختي استفاده گرديد

 يين مي باشد كه توانايي تنظيم بيان دقيقتوانايي تكثير پا
را مي دهد كه در مقايسه ) Exo, Beta, Gam(ي لامبدا ژنها

و  رانلوبه كار گرفته شده توسط  pKM208با پلاسميد 
دارد و نيز القا پذيري ) Kb4/6(همكاران اندازه كوچكتري 

در اين تحقيق آغازگر . آرابينوز مي باشد -Lآن از طريق 
منطقه ( جفت بازي 65 و 66به ترتيب هاي با طول 

 جفت باز 45و  46به ترتيب شامل  virGبا ژن   هومولوگ
 2009و همكاران در سال  ياماموتو .و استفاده شد طراحي) 

 ويبريوكلرا بهره گيري از اين تكنيك در ژنوم توانستند با
در اين مطالعه طول مناطق هومولوگ . نمايند رايجاد تغيي

نوكلئوتيد  1000تا  100،  50ترتييب از  استفاده شده به
نشان داد كه  و همكاران ياماموتو نتايج مطالعه. انتخاب شد

فركانس  ،با افزايش طول منطقه هومولوگ با ژن هدف
به  ،.افزايش پيدا مي كند به طور چشمگيري نوتركيبي نيز

 1000به  50ناحيه هومولوگ از  طول طور مثال با افزايش
د سويه هاي جهش يافته به نسبت تقريبي نوكلئوتيد تعدا

  .)35( برابر افزايش را نشان دادند 2/3

، غربالگري recombineeringيكي از مشكلات تكنيك 
سويه جهش يافته پس از حذف كاست آنتي بيوتيكي با 

بود، به طوري كه به منظور شناسايي  FLPآنزيم  هواسط
ارزيابي مورد  سويه 20تا  10صحيح بين  سويه جهش يافته

يكي از دلايل كاهش . قرار گرفت PCR واكنش و آناليز با
نوتركيبي احتمالاً مي تواند به حذف و يا اختلال در  كارآيي

قرار گرفته در دو طرف كاست آنتي  FRTجايگاههاي 
قرار گيري غير اختصاصي . بيوتيكي، مربوط شود

در ژنوم شيگلا امكان نوتركيبي اشتباه را  FRTجايگاههاي 
در نظر است تا در مطالعات بعدي به . فزايش مي دهدا

ي هلا، تجويز سلولهامطالعه و ارزيابي قدرت تهاجم آن در 
خوراكي در حيوان آزمايشگاهي، سنجش پتانسيل در ايجاد 
ايمني محافظتي و نيز به عنوان سويه والد در توليد كانديد 

  .واكسني با چندين جهش حذفي اقدام گردد

  نتيجه گيري
روشي سريع، ارزان، ساده و قدرتمند  Redتم نوتركيبي سيس

ي پيشين كه داراي روشهامي باشد كه در مقايسه با 
مهندسيهاي گسترده و در عين حال وقت گير بودند بسيار 

اين تكنيك با توجه به . و مقرون به صرفه تر مي باشند آكار
ي ناشناخته ژنها در شناساييقادر است  بالاي آن كارآيي
عملكرد نامعلوم، شناسايي فاكتور هاي مستعد با ي باكتر

 ي خوراكيواكسنهادر توليد  نيز يي باكتريايي وبيماريزا
 .چندين جهش به كار گرفته شودداراي 

در پايان از مهندس غفاري، اشرافي،  :تشكر و قدرداني
خرمالي در آزمايشگاه ميكروبيولوژي دانشكده دامپزشكي 

در دانشكده علوم پايه  زندگاه تهران و مهندس دانش
و از كاركنان مركز تحقيقات ) ع(دانشگاه جامع امام حسين 

) عج(بقيه االله  علوم پزشكي بيوتكنولوژي كاربردي دانشگاه
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  .به عمل مي آيدتشكر و قدرداني ياري نموده اند كمال  كمك وكه در انجام اين تحقيق 
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Abstract 

Shigella and enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) strains are belong to the gram negative 
bacterium family which cause the most communicable of bacterial dysenteries (shigellosis). The 
virG gene as an essential factor is required for pathogenicity of shigella. This protein encoded 
via virG gene which located on the outer membrane (OM) of bacteria surface. Furthermore, the 
VirG protein belonging to autotransporter (AT) protein family of extracellular protein's gram-
negative bacteria. This protein interacts with the host actin regulatory protein which caused 
intra- and intercellular spreading throughout the host epithelium. One approach for construction 
of Shigella vaccines is to attenuate wild-type strains by mutating genes which regulate specific 
virulence properties. The aim of this research was identification, cloning, sequencing virG gene 
and construction of a live attenuated ΔvirG by use of the λ Red recombinase in Shigella 
dysenteriae type 1isolated from patients with shigellosis. By use of serological and Polymerase 
Chain Reaction (PCR) tests, species and serotype of shigella seperated from patient was 
confirmed. According to the Gene Bank database (NCBI), detection primers of virG gene was 
designed, after amplification of virG, this construct was cloned to pGEM-7zf vector as cloning 
vector. Finally, sequencing was performed by use of universal primers of vector. The pKD46 as 
helper plasmid (composed of the essential genes for induce recombination under arabinose 
promoter) was transformed to the native shigella by using electroporation. After designing the 
primes which require for induction recombination, the PCR reaction performed through pKD3 
vector (which compose of chloramphenicol cassette flanked by FRT sequence). After 
purification of chloramphenicol cassette, this cassette transformed to the native shigella which 
carrying pKD46 by using electronic shock. Mutant strain obtained by occurring homologous 
recombination between chloramphenicol cassette and virG gene. Then, antibiotic cassette was 
eliminated via FRT sites by application of pCP20 (carrying FLP recombinase) as helper 
plasmid. Precision of process was confirmed by phenotypic (growth resistant strain to 
chlramphenicol) and genotypic (PCR reaction with external primers and then sequencing of its 
product) characterization. The result sequencing of virG in comparison with standard strain as 
reference strain (Accession No. CP000035)  was identical (100%). According to bioinformatics 
analysis mutant strain, deletion of 3220 bp of virG gene was confirmed. Utilization of λ Red 
recombinase system facilitates mutant construction in more cost-effective method in comparison 
with the other techniques such as suicide vector. 

Keywords: Shigellosis, Shigella dysenteriae type 1, virG (icsA), λ Red recombinase, 
homologous recombination. 

  


