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  چکیده 
نقش کلیدي را  در بیماري زایی icsA ر جهان است و ژن بیماري شیگلوز عامل مسري ترین بیماري اسهال حاد د: سابقه و هدف

به  pGEM-7zf::ΔicsA(Catr)و ساخت سازه جهش یافته  icsAهدف این مطالعه، هم سانه سازي ژن . باکتري شیگلا ایفا می کند
  . منظور القاي نوترکیبی در سویه شیگلا بومی با هدف ساخت سویه کاندیداي واکسن زنده تقلیل حدت یافته است

گونه و سروتایپ شیگلاي جدا شده با استفاده از آزمون هاي بیوشیمیایی، آزمایش سرم شناسی و واکنش زنجیر هاي پلیمراز  :روش کار
)PCR (آغازگرهاي درون ژنی و اختصاصی ژن . تأیید شدicsAΔ طراحی گردید، سپسΔicsA   در حاملpGEM-7zf  هم سانه

برش داده شد، سپس یک ژن  EcoRVبه وسیله آنزیم محدود گر  icsAΔنقشه برش آنزیمی، ژن بر اساس. سازي و تعیین توالی گردید
  .مقاومت آنتی بیوتیکی کلرامفینیکل در جایگاه برش هم سانه سازي گشت

ي سویه بومی با سویه ها icsAتوالی ژن . مورد تأیید قرار گرفت PCRبا آزمایش سرم شناسی و  2aسویه شیگلا فلکسنري: یافته ها
با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی صحت ساخت سازه  .ثبت شده در بانک ژنی به لحاظ ترادف ژنی یک سان بود

pGEM::ΔicsA(Catr) تائید گشت .  
استفاده از تکنیک تبادل آللی بر پایه بهره گیري از رخ داد نوترکیبی در باکتري ها یکی از موثرترین روش هاي ایجاد  :نتیجه گیري

این ساختار جهش یافته می تواند به منظور ایجاد سویه کاندیداي واکسن زنده تقلیل حدت یافته شیگلا . هدف مند می باشدحذف ژنی 
  .مورد استفاده قرار گیرد 2aفلکسنري

  .، تبادل آللی، واکسن زنده تقلیل حدت یافته icsA، ژن  2aشیگلا فلکسنري:  واژگان کلیدي
  
  

  مقدمه
م منفی روده اي است و عامل مسري ترین اسهال باکتري شیگلا باسیل گر

جنس شیگلا شامل چهار گونه دیسانتري، . باسیلی، شیگلوز، در جهان است
شیگلوز با تظاهراتی شامل ). 1،2(فلکسنري، سونه اي و بویدي می باشد

اسهال آبکی به هم راه مقادیر مختلفی از مخاط و خون، درد، دل پیچه، تب، 
جنس شیگلا از نظر ژنتیکی . ی عضلات دیده می شودتهوع، سردرد و گرفتگ

بسیار شبیه اشریشیاکلی است که گاهی از آن به عنوان اشریشیاکلی بیماري 
عفونت شیگلا بیشتر از طریق آب و غذاي آلوده منتقل ). 3(زا یاد می شود

. می شود البته گزارش هایی نیز در مورد انتقال با حشرات وجود دارد
ل و افرادي که به مناطق آلوده سفر می کنند بیشتر در سا 5کودکان زیر 

عدد باکتري براي ایجاد بیماري  100تا  10تقریبا . معرض خطر هستند
به عنوان یک سروتایپ غالب در برخی  2aشیگلا فلکسنري). 4(کافی است

درمناطق آسیاي جنوب شرقی به استثناي ). 5(از کشورها مطرح است
بالاترین نرخ را در میان دیگر  ٪68ري با فراوانی تایلند، سویه شیگلا فلکسن

سرو تایپ هاي شیگلا فلکسنري از پراکندگی و نرخ ). 6،7(سرووارها دارد
شیوع متفاوتی از یک ناحیه به ناحیه اي دیگر و یا حتی از یک سال به سال 
دیگر برخوردار است، با این وجود؛ سروتایپ غالب جداشده از میان مبتلایان 

براي . وز در کشورهاي در حال توسعه شیگلا فلکسنري می باشدبه شیگل
از  ٪27به تنهایی  2aمثال؛ در کشور بنگلادش سرو تایپ شیگلا فلکسنري

  ). 8(کل موارد ابتلا به عفونت شیگلا را به خود اختصاص داده است
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  42__________________________________________________________________________________ شیگلا براي واکسن

  
در بزرگ سالان بیماري معمولا بهبود می یابد ولی در کودکان و خردسالان 
بیماري شدید ایجاد می شود که نیاز به بستري در بیمارستان و حتی در 

عفونت هاي شیگلا در % 99قریبا ت). 9(مواردي منجر به مرگ و میر می شود
میلیون نفر از عفونت  1/1مناطق در حال توسعه رخ می دهد و سالانه حدود 

درمان با آنتی ). 10(سال هستند 5آنها کودکان زیر % 60شیگلا می میرند که 
بیوتیک اصلی ترین راه درمان شیگلوز است اما مقاومت روزافزون نسبت به آنتی 

یگر نرخ بالاي عفونت و مرگ ومیر در کودکان و هم بیوتیک ها و از طرف د
چنین قابلیت استفاده از این باکتري در بیوتروریسم ضرورت ساخت یک واکسن 

  ).11(مؤثر علیه گونه هاي مختلف شیگلا را ایجاب می کند
شیگلا ناحیه راست روده و کلون را در دستگاه گوارش هدف قرار می دهد، در 

مستقر در فولیکول هاي مرتبط  Mهاي تخصص یافته آنجا باکتري وارد سلول 
باکتري سپس از طریق اندرکنش هایی . با سلول هاي پوششی روده می شود

بین پروتئین هاي باکتري و برخی مولکول هاي پیام رسان میزبان به سلول هاي 
هر باکتري نهایتاً درون یک ). 12،13(پوششی روده اي مجاور حمله می کند

توزي بلعیده می شود و پاره شدن واکوئل باعث رها شدن باکتري واکوئل اندوسی
درون سیتوپلاسم سلول پوششی می شود و در آنجا تکثیر شده و به کمک 

، به سمت سلول هاي پوششی مجاور  IcsAپروتئین حرکت درون سلولی 
  ). 14-16(حرکت می کند

است، متعلق که یک پروتئین حیاتی براي بیماري زایی باکتري  IcsAپروتئین 
با پروتئین  IcsAدرون سلول میزبان . است 4به خانواده اتوترانسپورترهاي نوع 
. میزبانی وارد واکنش می شود) N-WASP(سندروم عصبی ویسکوت الدریچ 

این پروتئین یک پروتئین تنظیم کننده اکتین سلولی است و به نوبه خود 
مریزه شدن اکتین هاي میزبان را آزاد می کند و موجب پلی Arp2/3کمپلکس 

تجمع اکتین رشته اي به . گلوبولی میزبان به شکل اکتین رشته اي می شود
در یک قطب سلول موجب حرکت مبتنی بر اکتین  "دنباله هایی"صورت 
  ).11،17،18(می شود) ABM(باکتري 

باکتري به شدت باعث از  icsAگسترش درون سلولی و بین سلولی مبتنی بر 
سلول هاي . سلولی و به وجود آمدن آسیب بافتی می شوددست رفتن سلامت 

هستند در تمام مدل هاي حیوانی قدرت  icsAشیگلا که داراي نقص در ژن 
و جریان لوکوسیت هاي پلی مورفونوکلئار نهایتا ) 17(بیماري زایی کمتري دارند

 icsAبنابراین جهش در ژن . باکتري ها را می کشد و عفونت از بین می رود
اصلی کاهش بیماري زایی در چندین سویه واکسن تقلیل حدت یافته  محور
  ). 10(است

آزمایش هاي بالینی انجام گرفته بر روي سویه هاي متنوع واکسنی تخفیف 
حدت یافته نشان داده اند که تولید این نسل هاي واکسنی توانایی عرضه 

و در عین حال  بالاترین میزان آنتی ژن به سیستم ایمنی مخاطی را دارا هستند
امروزه . بالاترین میزان برانگیختگی را در سیستم ایمنی بدن ایجاد خواهند نمود

سویه هاي واکسنی تهاجمی عموماً به وسیله تخفیف حدت از طریق جهش زایی 
در ژن هاي بیماري زایی که پس از ورود باکتري به سلول هاي بدن براي 

  ).19(م می گیردبیماري زایی باکتري ضروري می باشند انجا
را از طریق ایجاد جهش  CVD1207کاتلاف و هم کاران سویه واکسنی  

جهش ). 20(تولید نمودند guaBAو  icsA  ،sen ،setاختصاصی در ژن هاي 
و غیره یا طیفی از ژن   icsA ،ipaBزایی در ژن هاي بیماریزا شیگلا مانند 

ها این پتانسیل را دارا هاي متابولیسمی مانند ژن هاي مسیر بیوسنتزي پورین 
درصد محافظ در برابر شیگلوز ایجاد  100هستند که واکسن هاي ایمن و تا 

از  icsAتاکنون چندین سویه واکسنی بر پایه حذف ژن ). 11،18،21(نمایند 
گونه هاي مختلف شیگلا ساخته شده است که می توان به سویه هاي واکسنی 

SC602 )2شیگلا فلکسنريa( ،WRSS1 )و ) لا سونه ايشیگWRSd1 
  ).9،12،17،22،23( اشاره کرد) 1شیگلا دیسانتري تیپ(

در  icsAهدف این مطالعه، طراحی و ساخت یک ساختار جهش یافته از ژن 
یک سویه شیگلا بومی است که بتوان از آن در برنامه هاي توسعه واکسن علیه 

از سویه icsA  به این منظور ژن. شیگلوز بر مبناي سویه بومی استفاده نمود
شیگلایی که قبلاً در بیمارستان طالقانی از یک بیمار ایرانی جدا شده بود 

  .استفاده شد
  

  روش کار
 خونی در اسهال به مبتلا بیماران از 2aشیگلا فلکسنري باکتري ابتدا، در

 هاي از سوآپ استفاده با شده، تهیه هاي نمونه .شد جدا طالقانی، بیمارستان
 کشت گراد درجه سانتی 37 دماي در آگار، شیگلا- سالمونلا محیط در استریل

 هاي توسط آزمون نمونه ها سپس .شد گرماگذاري ساعت 16 مدت به و
 مک لایزیندکربوکسیلاز، زایلوز هکتوئن، دکربوکسیلاز، اورنیتین بیوشیمیایی؛

 و شناسایی اندول تولید آرابینوز و قند تخمیر آزمون ، TSI ،ONPG کانکی،
 در  )٪15نهایی غلظت( افزودن گلیسرول و مایع LB محیط در کشت از پس

 با باکتریایی سویه جداسازي. ذخیره شد سانتی گراد درجه -80 دماي
 طالقانی هماهنگی مسئول بخش بیماري هاي ناشی از مواد غذایی بیمارستان

  .انجام گرفت
 با شیمیایی،بیو آزمایشات انجام پس از بیماران از شده جداي شیگلا هاي هسوی

 2aفلکسنري شیگلا گونه سروتایپ تشخیصی منوکلونال کیت از استفاده
 هاي سویه ابتدا منظور این براي. شد تأیید  ,Mast Assure)انگلستان(

 آزمایشات سپس و شد داده کشت آگار مک کانکی محیط روي بر شیگلا
. گردید اجرا شیشه روي بر آگلوتیناسیون روش استفاده از با گونه شناسایی

سوش هاي جمع آوري شده بعداز تائید با آنتی سرم تک ظرفیتی  بعلاوه،
آغازگرهاي مورد استفاده ). 24(تائید گردید PAIF, PAIRبوسیله آغازگرهاي 

  ). 1جدول (طراحی گردیدند   Allel ID6در این تحقیق با نرم افزار 
  

  آغازگرهاي مورد استفاده در این تحقیق :1جدول
اندازه 

  لحصوم
  منبع  نام  توالی

3025bp TTTGCTACTCCTCTTTCGG  MD- F  مطالعه حاضر  
 ATTACGGTTGCCTATCTGG   MD- R    

  
bp850  CGCATACTGTTATCTGG  CamF  مطالعه حاضر  

  CGCATACTGTTATCTGG  CamR   
  

bp 1676  AAACGGGCTGATACCCTTCT  PAIF   24(رفرانس  ( 
  TCAACATGCTTCCAGCACTC   PAIR  

  
در سویه هاي شیگلاي جداشده، یک  icsAشناسایی حضور ژن  به منظور 

بدون جایگاه برش آنزیمی،   MDF, MDRجفت آغازگر اختصاصی با نام 
با توجه به اطلاعات موجود در بانک  در نواحی بالا دست و پایین دست ژن

این آغازگرها به گونه اي ). سیناکلون، ایران(ژنی طراحی و سنتز گردید
داخل ژن را bp142؛  icsAژن  5 'و 3 'ا از هر دو انتهايطراحی گردید ت

از ژن مذکور از هر دو انتها نادیده  bp 284شناسایی می کردند به این نحو
 DNAجهت استخراج . گرفته شده و نقصی در توالی ژن ایجاد می گردد

 18مایع نمونه ها به مدت  LBژنومیک بعداز تلقیح باکتري در محیط 
 37دور در دقیقه در دماي 200ه شیکردار با سرعت ساعت در گرم خان

ژنوم باکتري با استفاده از کیت تخلیص . درجه سانتی گراد گرمادهی شد
با توجه به دستورالعمل  ,Bionner) کره جنوبی( AccuPrepژنومی 

  .شرکت سازنده استخراج گردید
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DNA  به دست آمده از مرحله قبل، به کمک واکنشPCR  و آغازگرهاي
در  DNAبه منظور تکثیر  PCRواکنش . تکثیر شد icsAاختصاصی ژن 

میکرومول از هر 4/0نش که شامل هر واک. میکرولیتر انجام گرفت 50حجم 
 dATP،dCTP ،dGTPمیلی مولار از مخلوط نوکلئوتید هاي 2/0آغازگر، 

،dTTP  واحد از آنزیم 5/2وDNA  پلی مرازPfu ،1 میلی مولار از بافرX10 ،
چرخه هاي . تهیه گردید DNAنانوگرم از  50و  MgCl2میلی مولار  5/2

PCR درجه سانتی گراد به  94دماي  شامل مرحله واسرشت شدن ابتدایی در
 94دقیقه و دوره سه مرحله اي شامل واسرشت شدن ابتدایی در دماي  5مدت 

 54ثانیه، اتصال آغازگرها به رشته الگو در دماي  40درجه سانتی گراد به مدت 
درجه  72ثانیه، طویل سازي قطعه مورد نظر در  40درجه سانتی گراد به مدت 

 72دقیقه و در پایان، مرحله تکثیر نهایی در دماي  2:40سانتی گراد به مدت 
پس از رنگ آمیزي  PCRمحصول . دقیقه بود 10درجه سانتی گراد به مدت 

بر روي ژل آگارز ) میکروگرم در هر میلی لیتر 10با غلظت (در اتیدیوم بروماید 
به منظور آماده سازي . به کمک مارکر مولکولی مورد تأیید قرار گرفت 1٪

 High Pure PCRتکثیر شده با استفاده از کیت  PCR  ،DNAمحصول
Product )آلمان(Roche,   خالص سازي و جهت هم سانه سازي براي الحاق

  .آماده گردید
در واکنش هضم  Smalبا استفاده از آنزیم  pGEM-7zfهضم آنزیمی حامل

-pGEMمیکروگرم حامل  2/0و x10میلی مولار از بافر  1یک گانه شامل 
7zf واحد آنزیم محدود گر  10 و Smal  میکرولیتر  تهیه و  25در حجم کلی

درجه سانتی گراد قرار داده شد، تا پس  37ساعت در دماي  4سپس به مدت 
  .از انجام برش، پلاسمید خطی برش خورده با انتهاي صاف ایجاد شود

تهیه و به  3به  1و پلاسمید برش خورده با نسبت  PCRمخلوط محصول 
درجه سانتی گراد گرمادهی شد و بلافاصله به ظرف یخ  37دقیقه در  10مدت 

میکرولیتر از  5و  T4 DNA Ligase  از آنزیم واحد 5منتقل گردید، سپس 
درجه سانتی گراد قرار  4ساعت در دماي  16به آن اضافه و به مدت x10بافر 

  . گرفت
سویه  E. coliپلاسمیدهاي نوترکیب با روش شوك الکتریکی به یاخته مستعد 

DH5α براي این کار ابتدا سلولهاي مستعد پذیرنده الکتریکی . تراریخت گردید
میکرولیتر  5میکرولیتر از سلولهاي مستعد شده با  40و سپس ) 23،22(تهیه 

دقیقه بر روي یخ قرار  1از مخلوط واکنش اتصال آمیخته گردید و به مدت 
کیلو ولت در 2/0ك الکتریکی شو(داده شد، سپس بعداز انجام الکتروپوریشن 

ساعت 2اضافه گردید و به مدت  SOCبلافاصله به کووت، محیط ) میلی ثانیه
باکتري هاي رشد کرده با دور . درجه سانتی گراد کشت داده شد 37در دماي 

جامد حاوي آنتی بیوتیک  LBدور در دقیقه سانتریفیوژ و در محیط 4000
 X-GALو  )مولار IPTG 1/0 (،)یترمیکروگرم بر میلی ل 100(آمپی سیلین 

به صورت چمنی کشت شدند، پلیت هاي حاصل ) 20میلی گرم بر میلی لیتر ( 
تا کلونی  درجه سانتی گراد گرماگذاري شدند 37ساعت در دماي  18به مدت 

تک کلون هاي سفید که نشان دهنده حضور . هاي آبی یا سفید ظاهر شود
در ژن ) MCS(دگانه برش آنزیمی قطعه کلون شده در جایگاه منطقه چن

LacZ  واقع در پلاسمیدpGEM-7zf بود از روي پلیت جداسازي گردید .
و در  PCRصحت هم سانه سازي پرگنه هاي حاوي قطعه مورد نظر، به کمک 

براي انجام این کار، پلاسمید باکتري با ). 1تصویر(نهایت توالی یابی تأیید گردید
استخراج و مطابق  ,Bionner) کره جنوبی( داستفاده از کیت تخلیص پلاسمی

پلاسمیدهاي مثبت پس از خالص سازي . اجرا گردید PCRروش قبل، واکنش 
حامل و آغازگرهاي طراحی شده به منظور  13Mتوسط آغازگرهاي عمومی 

  . به منظور تعیین توالی به  شرکت تکاپوزیست فرستاده شد icsA تکثیر ژن 

مایع  LBدر محیط  pGEM-7zf::ΔicsAیب میزبان حامل پلاسمید نوترک
 150درجه سانتی گراد و شیکر  37حاوي آنتی بیوتیک آمپی سیلین در دماي 

 ساعت کشت داده شد، سپس با کمک کیت تجاري 24دور دقیقه به مدت 
plasmid extraction )کره جنوبی(Bionner,  تخلیص و آماده برش

جایگاه برش آنزیم icsA  گردید، بر اساس بررسی نقشه برش آنزیمی ژن
EcoRV در نقطهbp 1530  از توالی ژن اصلی شناسایی گردید و با  استفاده

در واکنش هضم یک گانه شامل؛   ,Fermentas)فنلاند( EcoRV از آنزیم
-pGEMپلاسمید نوترکیب میکروگرم  x10 ،25/0میلی مولار از بافر 1

7zf::ΔicsA  واحد از آنزیم محدود کننده 10و EcoRV  25در حجم کلی 
درجه سانتی گراد قرار  37ساعت در دماي  8میکرولیتر تهیه و سپس به مدت 

. الکتروفورز گردید ،درصد 1محصول واکنش هضم بر روي ژل آگارز . داده شد
از روي ژل با استفاده از  pGEM-7zf::ΔicsAحامل نوترکیب خطی شده 

زي و آماده انجام خالص سا ,QIAGEN)آمریکا(  Gel Purificationکیت
  .واکنش اتصال با ژن مقاومت به کلرامفینیکل گردید

 Invitrogen,  plenti4)آمریکا (از ژن مقاومت به کلرامفینیکل پلاسمید 
Block it dest با استفاده از نقشه پلاسمید و با . بعنوان الگو استفاده گردید
به فراوان  که قادر CamF, CamRدو آغازگر   Allel ID6کمک نرم افزار 

آن ) پروموتر(سازي ژن عمل کردي مقاومت به کلرامفینیکل به هم راه آغازگر 
به منظور فراوان سازي ژن  مقاومت آنتی    PCRواکنش. بودند طراحی گردید
 5/0میکرولیتر انجام گرفت که هر واکنش شامل   50بیوتیکی در حجم 

 ,dTTP کلئوتید هاي میلی مولار از مخلوط نو2/0میکرومول از هر آغازگر، 
dGTP, dCTP, dCTP, dATP واحد از آنزیم  5/2وDNA  پلیمرازpfu ،

نانوگرم از الگوي  50و  MgCl2میلی مولار  X10  ،5/2ماکرولیتر ازبافر  5
شامل مرحله شوك واسرشت شدن  PCRچرخه هاي . بود DNAپلاسمیدي 

رحله اي شامل دقیقه و دوره سه م 5درجه سانتی گراد به مدت  94در دماي 
ثانیه، اتصال  40درجه سانتی گراد به مدت  94واسرشت شدن ابتداي در دماي 
ثانیه، طویل  30درجه سانتی گراد به مدت  53آغازگرها به رشته الگو در دماي 

ثانیه و در پایان،  55درجه سانتی گراد به مدت  72سازي قطعه مورد نظر در 
. دقیقه بود 6نتی گراد به مدت درجه سا 72مرحله تکثیر نهاي در دماي 

ژن مقاومت به . درصد الکتروفورز گردید 1بر روي ژل آگارز  PCRمحصول 
 Gel Purificationآنتی بیوتیک کلرامفینیکل از روي ژل با استفاده از کیت 

خالص سازي و آماده انجام واکنش اتصال با حامل  ,QIAGEN)آمریکا( 
  . ردیدگ pGEM-7zf::ΔicsA نوترکیب خطی شده

به منظور واکنش اتصال میان ژن مقاومت به آنتی بیوتیک و پلاسمید نوترکیب 
و  PCRمخلوط محصول ) 1تصویر( pGEM-7zf::ΔicsAخطی شده 

درجه  37دقیقه در  10تهیه و به مدت  3به  1پلاسمید برش خورده با نسبت 
واحد 5سانتی گراد گرمادهی گردید و بلافاصله به ظرف یخ منتقل شد و سپس 

 20در حجم کلی  x10میکرولیتر از بافر  2و  T4 DNA Ligase از آنزیم 
. درجه سانتی گراد قرار گرفت 4ساعت در دماي  16ماکرولیتر تهیه و به مدت 

از DH5α سویه ) مستعد شده(به منظورتراریخت نمودن میزبان باکتریایی
شده جهت روش شوك الکتریکی استفاده گردید، سپس باکتري هاي تراریخت 

 100(جامد حاوي آنتی بیوتیک آمپی سیلین  LBغربالگري در محیط 
به صورت ) میکروگرم بر میلی لیتر34(و کلرامفینیکل ) میکروگرم بر میلی لیتر

درجه سانتی  37ساعت در دماي  18چمنی کشت داده شدند و سپس به مدت 
  .گراد گرما گذاري انجام گرفت
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از پرگنه هاي باکتري هاي رشد کرده در محیط حاوي هر دو آنتی بیوتیک 
اتریکس باکتریایی تهیه گردید و با استفاده از آمپی سیلین و کلرامفینیکل م

صحت انجام هم سانه  MDF,MDRو با آغازگرهاي  PCRروش کلونی 
تائید شد  و از حامل  icsAسازي ژن مقاومت به کلرامفینیکل درون ژن 

گلیسرول استوك تهیه و در  pGEM-7zf::ΔicsA(Catr)سازه 
  . نگهداري شد -70دماي

  
  یافته ها 

هاي بیوشیمیایی و آنتی سرمی، گونه و سرووار شیگلا  نتایج واکنش
. را، در نمونه هاي دریافتی از بیمارستان طالقانی، تایید نمود 2aفلکسنري

% 1، تکثیر و بر روي ژل آگاروز PCRاز طریق واکنش  icsAحضور ژن 
قطعه مورد نظر از لحاظ اندازه با ژن هدف هم خوانی . مطالعه شد

-pGEMبعلاوه به منظور تأیید بیشتر همسانه ). 1، ستون 2.تصویر(داشت
7zf::ΔIcsA  13با آغازگرهاي عمومیM  حامل، توالی یابی گردید، نتایج

شماره دسترسی (سویه بومی با توالی استاندارد  IcsAژن %  100مشابهت 
 (AF386526.1جهت خطی نمودن حامل  .در بانک ژنی را نشان داد

pGEM-7zf زي ژنبه منظور هم سانه ساIcsA  از واکنش هضم ،
-pGEMاستفاده شد، در اثر برش آنزیمی حامل  SmaIآنزیمی توسط 

7zf   قطعهbp  2297 جفت بازي با انتهاي صاف)Blunt ( به دست
بعداز انجام هم سانه سازي و تراریختی میزبان ). 2الف، ستون3. تصویر(آمد

نوترکیب درون  باکتریایی، مشاهده پرگنه هاي سفید موید ورود پلاسمید
، با تهیه ماتریکس از پرگنه هاي سفید در )ج3. تصویر(میزبان خود بود

 PCRو انجام کلونی ) د3. تصویر(محیط حاوي آنتی بیوتیک آمپی سیلین
از حضور ژن مذکور درون حامل icsA با آغازگرهاي اختصاصی ژن

  ).الف4. تصویر(اطمینان حاصل گردید 
  

  

  
  
  

  
  

گلیسرول استوك از پرگنه مورد تائید قرار گرفته با آزمون هم زمان با تهیه  
به جهت اطمینان دوباره و رد احتمال کاذب مثبت که گاهی   PCRکلونی 

. تصویر(ایجاد می گردد با انجام تخلیص پلاسمید PCRدر روش کلونی 
با استفاده از  pGEM-7zf::ΔicsA بر روي پلاسمید نوترکیب) ب3

و ) ب4. تصویر(انجام گرفت icsA   ، PCRآغازگرهاي اختصاصی ژن 
در مرحله دوم با آنالیز . مجددا با این روش نیز هم سانه سازي تائید گردید

مشخص گردیدکه ژن  Gene Runnerرایانه اي و به کمک نرم افزار 
icsA دریک جایگاه و در موقعیتbp 1530داراي سایت برشی  از کل ژن

برش آنزیمی ژن هم سانه سازي شده بعداز . می باشد EcoRVبراي آنزیم 
 با آنزیم محدودگر  pGEM-7zf::ΔicsA درون پلاسمید نوترکیب 

EcoRVحامل آماده واکنش اتصال ) ب5. تصویر(و خطی شدن و تخلیص
  ).1تصویر (دوم گشت

ژن مقاومت به آنتی بیوتیک کلرامفینیکل نیز بعداز فراوان سازي و تخلیص، 
سپس با انجام واکنش اتصال ) الف5. تصویر(الکتروفورز و غلظت سنجی شد

و انجام تراریختی با روش الکتروشیمیایی، سازه ساخته شده درون میزبان 
باکتریایی وارد و بر روي محیط کشت حاوي هردو آنتی بیوتیک آمپی 

) ج5. تصویر(سیلین و کلرامفینیکل پرگنه هاي تراریخت شده رشد کردند
تخلیص و با   pGEM::ΔicsA(Catr(بعداز تخلیص پلاسمید، سازه 
قرار گرفت که با توجه  PCR تحت  icsAاستفاده از آغازگرهاي اختصاصی 

مورد انتظار  حاصل  PCR bp 3875طول محصول  1به تصویر 
مورد تائید  pGEM::ΔicsA(Catr(و ساخت سازه ) ب5. تصویر(گردید

  .قرار گرفت
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  بحث
موثر برعلیه  تا کنون تلاش هاي بسیار زیادي جهت تولید یک واکسن ایمن و

از آنها  ولی هیچ کدام. عامل بیماري اسهال خونی در جهان صورت گرفته است
ایمن نبودن در کودکان، عدم تحریک مناسب ایمنی مخاطی، : به دلایلی مانند

پیچیده بودن روند تولید واکسن و گران بودن مجوز استفاده در حجم وسیع و 
عمومی را دریافت نکرده اند و گاهی مصرف آنها به یک کشور خاص و در گروه 

کارهاي تولید واکسن  یکی از مهم ترین راه. سنی خاصی محدود شده است
علیه شیگلوز تولید واکسن هاي زنده مهاجم و تخفیف حدت یافته می باشد 
زیرا این واکسن ها علاوه بر داشتن مصرف خوراکی، توانایی بالایی در تحریک 

  .)25،26(سیستم ایمنی مخاطی و فعال کردن شدید سیستم ایمنی دارند
با را  T32-ISTRATIافته سویه جهش ی 1984میترت و هم کاران در سال  

این . ایجاد نمودند 2aاستفاده از تکنیک پاساژ متوالی در شیگلا فلکسنري 
مرتبه کشت متوالی در محیط نوترینت آگار  32کاندیداي واکسنی پس از 

تست (جداسازي و از نظر ایجاد ورم ملتحمه در چشم خوکچه هندي 
Sereny (منفی گزارش گردید)1990ران در سال ونکاتسن و هم کا). 27 

را از لحاظ فنوتیپی و ژنوتیپی  T32-ISTRATIسویه کاندیداي واکسنی 
را  IpaABCDو icsA ،invAارزیابی ها حذف سه لکوس . ارزیابی نمودند

هم چنین کاندیداي واکسنی شیگلا . در پلاسمید تهاجمی شیگلا نشان داد
مشابه که در  نیز با روشی) SmD(وابسته به استرپتومایسین  2aفلکسنري 

تکنیک  .ایجاد شد 1972به کار رفت، در سال  T32-ISTRATI ساخت
معایبی چون عدم اختصاصیت، برگشت پذیري به نوع وحشی و پاساژ متوالی 

ناپایداري ژنتیکی را دارد، بنابراین به منظور ایجاد جهش اختصاصی و هدف 
مهندسی امروزه با پیشرفت روش هاي ).28(مند در باکتري مناسب نیست

ژنتیک تکنیک هاي مختلفی به منظور ایجاد جهش و گسستگی در ژن ها 
استفاده می گردد که بیش ترین آنها بر پایه غیر فعال کردن ژن ها از طریق 

یکی از مهم ترین روش ها، . دخول کاست ژنی و یا حذف ژن بنا شده اند
ان در سال و هم کاریوشیکاوا  .استفاده از پلاسمید هاي انتحاري می باشد

توانستند سویه تخفیف  thyAو  icsAبا ایجاد دو جهش در ژن هاي  1995
  P1و فاژ Tn10را با استفاده از ترانسپوزون  2aحدت یافته شیگلا فلکسنري 

ایجاد نشدن التهاب و حفاظت در برابر شیگلا از نتایج آن در مدل . ایجاد کنند
 CVD1203اکسنی سویه کاندیداي و). 29(حیوانی خوکچه هندي بود

)icsA, ΔaroAΔ (با استفاده از  1994و هم کاران در سال  نورجیا توسط
نتایج  ).30(ساخته شد pFJ201 ،pKTN701پلاسمید هاي خودکشان 

در حدود (بالینی این سویه واکسنی در خوکچه هندي و انسان در دوز متوسط 
106 CFU (ي بالاترنشان از تحمل پذیري بالاي آن داشت اما در دوز ها ) در

بخشی از دریافت کنندگان به سویه واکسنی ) 109 تا CFU 108حدود 

بنابراین ایجاد تخفیف حدت بیشتر از طریق ). 19(واکنش منفی نشان دادند
غیر فعال نمودن مسیر هاي بیوسنتزي، متابولیکی و نیز توکسینی مورد توجه 

، )CVD1203 ،CVD1204 )guaBAΔهم چنین علاوه بر . قرار گرفت
CVD1205 )icsA, ΔguaBAΔ( ،CVD 1207 )Δset, Δsen, 

ΔguaBA, ΔicsA( و CVD1208 )setΔ، Δsen, ΔguaBA( بر پایه ،
استفاده از پلاسمید هاي خود کشان و پدیده تبادل آللی طراحی و ساخته 

نتایج بالینی سویه هاي تولید شده نشان دادند که حذف و غیر فعال . شدند
حمل پذیري و ایمنی زایی بالایی را در انسان سبب می نمودن این ژن ها ت

با ایجاد جهش در دو ژن  2002ونکاتسن و هم کاران در سال  ).19(گردد
icsA  وstxA  سویه کاندیداي واکسنیWRSd1 در این . را ایجاد نمودند

محیط حاوي کلرات پتاسیم به و  pCVD442تحقیق از پلاسمید خودکشان 
سدورژ و هم کاران در  ).19(استفاده گردید stxو  icsAمنظور حذف ژن هاي 

 2aشیگلا فلکسنري ، را از سویه SC599سویه کاندیداي واکسنی  2008سال 
ژن مسئول بیوسنتز ( icsA ،entFحامل جهش حذفی در ژن هاي 

مسئول رها ( fesو ) گیرنده دریافت کننده انتروکلین(  fepA، )انتروکلین
در این تحقیق از پلاسمید . ساختند stxو ) ناز انتروکلی +Fe3سازي از 
نتایج . استفاده شد npt1-sacB-sacRو کاست بیانی  pJM703/1انتحاري 

بالینی این سویه در داوطلبان انسانی ایمنی محافظتی مناسبی را از خود نشان 
مهندسی ژنتیک معکوس روش قدرت مندي براي شناسایی کارکرد . )31(داد

ر آنها می باشد به شرطی که با ایجاد جهش و یا غیر ژن ها و ایجاد جهش د
فعال سازي ژن مورد نظر، تاثیرات آن بر روي میکروارگانیسم قابل ارزیابی و 

در حذف ژنی از روش تبادل توالی هاي هم سان اولین و مهم . سنجش باشد
ترین گام ساخت سازه یا کاست ژنی مناسب و کار آمد است، از سوي اگرچه در 

ت داده شده توسط محققان دیگر در مواردي حذف هاي با طول هاي گزارشا
کوتاه کاست ژنی انجام گرفته با این وجود و بر اساس قانون انجام کراسینگ آور 
به ازا یک واحد طول نقشه کروموزومی یک درصد احتمال انجام کریسینگ آور 

احتمال افزایش می یابد لذا هرچه طول توالی مشابه در کاست بیشتر باشد 
انجام حذف افزایش خواهد یافت و درتحقیق حاضر با ساخت کاست ژنی که هر 

نوکلئوتید طول دارند، اگرچه در  1500کدام از توالی هاي کناري آن در حدود 
زمان دست ورزي حین انجام کار آزمایشگاهی احتمال شکست ژنی در کاست 

اما سازه اي کارامد تر  وجود دارد و مراقبت، احتیاط و مهارت بالاي را می طلب
از طرفی هم سانه سازي کاست ژنی . را جهت حذف ژنی عرضه نموده است

درون یک حامل مطمئن موجب ماندگاري و رفع مشکل به غلظت رساندن 
کاست ژنی در هنگام انجام کار است که یکی دیگر از مشکلات در حذف ژنی بر 

  .اساس توالی هاي هم سان می باشد
  

  نتیجه گیري
حذف ژنی از طریق توالی هاي هم سان و با تکیه بر   از استفاده کارایی روزهام

 مانند زا حدت هاي باکتري از بسیاري در λ Red recombineeringروش 
 با  pGEM-7zf::ΔicsA(Catr)سازه درمجموع،. است اثبات شده شیگلا
 هر رد (icsA) هدف ژن از نواحی با مشابه توالی باز جفت1500 حدوداً داشتن

طرف خود و قرار گیري یک ژن مقاومت به کلرامفینیکل به عنوان یکی از 
 ایجاد براي کوچک ترین نشانه  آنتی بیوتیکی در میانه آن، یک سازه مناسب

  .باشد می شیگلا هاي گونه پلاسمید تهاجمی در جهش
  

  سپاس گزاري 
 تحقیقات رکزم االله طالقانی، آیت بیمارستان از نوچی خانم و بویه آل دکتر از

هم کاري صمیمانه و در  خاطر به اسهال ناشی از مواد غذایی؛ هاي بیماري
.کمال تشکر و قدر دانی را داریم اختیار قرار دادن سوش هاي باکتري مورد نیاز
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