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  دهيچك

، يعفونـت دسـتگاه ادرار   ؛لي ـاز قبمختلـف   يهـا  ك پـاتوژن نوظهـور و مهـم در بـروز عفونـت     ي ـ يمـان نتوباكتر باياس :زمينه و هدف
 smpAو  ompA رولانسي ـو يهـا ژن يابي ـ يتـوال  و يهمسـانه سـاز  ن مطالعه يهدف از ا. باشد يم يت و دستگاه تنفسي، مننژيمارستانيب

  .باشد يزا ميماريب يماننتوباكتر باياس
آگـار   يبـلاد آگـار و مـك كـانك     يها طيمح يبر رو يماننتوباكتر باياس يزايماريب هيسو تجربي، مهيدر اين مطالعه ن :مواد و روش ها

دو ژن . انجـام شـد   ييايميوش ـيو ب يكروب ـي، كشـت م يسكوپكرويم يهابه روش يماننتوباكتر باياس دييأو ت صيتشخ .ت داده شدكش
ompA و smpA ك يبا تكنPCR يديو درون وكتور پلاسمر يتكث pTZ57R/T ب بـه دو روش  ي ـصـحت سـازواره نوترك  . كلون شدندPCR  و

 smpAو  ompA يهـا نسپس ژ .شدند يابي يتوال pTZ57R/Tد يكلون شده در پلاسم  smpAو  ompAدو ژن . دوگانه انجام شد  يميهضم آنز

  .شد يبررس  SDS-PAGE به روش كلي اشرشيا يدر باكتر هاان آنيو بده يگردساب كلون  يوتيدرون وكتور پروكار
  

 PCRالكتروفـورز محصـولات   از . د شـد ييتا يولوژيكروبيو م ييايميوشيب يبا روش ها يماننتوباكتر باياس يزايماريه بيسو :ها افتهي
 يم ـيو هضـم آنز  PCRج انجـام  ينتـا . بـود  smpAو  ompA يهـا  ب مربوط به ژنيدست آمد كه به ترته ب يباز جفت 411و  1150دو باند 

، صـحت كلـون   ين تـوال يـي ج تعينتـا . را نشان داد pTZ57R/T-smpAو  pTZ57R/T-ompAل يتشك يب، درستينوترك يدهايپلاسم يدوگانه رو
  . را مشخص نمود يساز

  

باشد و با توجـه بـه    يممناسب  DNAقطعات بزرگ يكلون ساز يبرا pTZ57R/Tدينشان داد كه پلاسمدست آمده ه ج بينتا :يريگ جهينت
 . توان از آنها استفاده نمود يمساخت واكسن  يبرا  smpAو  ompAدو ژن  يبالا يحفاظت شدگ

  
  pTZ57R/T ،ين توالييتع ،ompA ،smpA، ي، همسانه سازيماننتوباكتر باياس :يديكل يها واژه
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  مقدمه

ــا  )Acintobacter baumannii(يمانبانتوباكترياســ ب

است  يو گرم منف ليا كوكوباسي يكوكس يشكل ظاهر

ن يچنـ ـ هــمســت و ير قنــدها نيـ ـتخمكــه قــادر بــه   

 ييتوانـا  ين بـاكتر ي ـا. دارد  يم ـك ييغذا يها يازمندين

ك و مرطـوب را  ط نامساعد، سطوح خشيرشد در شرا

ــدارد و در ا ــي ــولان  طين مح ــدت ط ــه م ــا ب ــده  يه زن

فرصـت   يهـا  يجـزء بـاكتر   نتوباكترياس. )1ـ3(ماند يم

 يهـا ندرت عامـل عفونـت   گردد و به يمطلب محسوب 

 يامـا بـرا   ،باشد يم يعيطب يمنيا يفراد داراسخت در ا

 خصــوصه بــ يمنــيا ســتميضــعف س يمــاران دارايب

مارستان يژه بيو يهامراقبت يهاكه در بخش يمارانيب

. )2ـ ـ5(دي ـآ يمبه شمار  يد جديك تهدي ،هستند يبستر

ه ها ب ـاز عفونت يعيف وسيعامل ط يمانابنتوباكترياس

، يدسـتگاه ادرار ، عفونت يمارستانيب يهاژه عفونتيو

، يو سـوختگ  يجراح ـ ، عفونت زخـم يميت، باكتريمننژ

 يهـا  ن عفونـت يچن ـ عفونت پوسـت و بافـت نـرم و هـم    

  .)6و 7(باشد يمدستگاه تنفس 

 ،لم را دارديوفي ـل بيتشـك  ييتوانـا  ين بـاكتر يا

در برابــر عوامــل    يلم ســبب مقامــت بــاكتر   يوفيــب

شود و  يم يطيامناسب محط نيكننده و شرا يضدعفون

دهد كه  يمن فرصت را يلم ايوفيدرون ب يهايه باكترب

گر يكـد ين يرا ب ـ يكيوتي ـب يكدكننده مقاومت آنت يها ژن

 يهـا ر پـاتوژن يسه با سايدر مقا .)1، 3و  8(كنندمنتقل 

شــده  ييرولانس شناســايــو ي، فاكتورهــايگــرم منفــ

ن مهـم  يدو پـروتئ . ار كم اسـت يبس يماناب نتوباكترياس

ز ي ـن ين بـاكتر يا ييزا يماريدر ب لم كهيوفيل بيدر تشك

 يغشــا يهــانيپــروتئ :دارنــد عبارتنــد از  يمــنقــش مه

ن غشـاء  يپـوپروتئ يل و )Outer membrane protein( يخارج

ــارج ــاكتر يخ ــا يب ــه ــند يم ــي .)4، 5و  8(باش  از يك

ــا و يــيزا يمــاريب يهــافاكتور ــرا يژگــيب  يمناســب ب

 ياغش ـ يهـا نيتا به امـروز پـروتئ   يماننتوباكتر باياس

 يالقـا  ييباشـد كـه توانـا   يم ـ OmpAژهي ـبـه و  ،يخارج

 OmpA. ال حنجره را دارديتل ياپ يهاآپوپتوز در سلول

 يديوزن دارد و نقش كل 38kD، ين سه قسمتيك پروتئي

 ر زنـده، ي ـسطوح زنـده و غ  يلم بر رويوفيل بيدر تشك

سـطح را   ـ  سـلول و سـلول  ـ   سلول يتوسعه چسبندگ

 )small membrane protein A(SmpAپــروتئين  ).3و 8(دارد

كـه در   باشـد  يم ـ ييكوچك غشا يهانيپوپروتئيل جزء

 YaeT و كمـپلكس  يبـاكتر  يخـارج  يغشـا  يريگ شكل

 يگـرم منف ـ  يهاين باكترين در بين پروتئيا. نقش دارد

چنـد   يكه تنها دارا يار حفاظت شده است به طوريبس

پرومـوتر   يرضـرور يه غيدر ناح) Mismatch(باز اشتباه

ن يكه در ژن سنتز كننـده پـروتئ   ييهايباكتر. باشد يم

SmpA هـا و  بـه دترجنـت   ييت بالايحساس ،نقص دارند

ن، يســيكـل، جنتاما يل كلرامفني ـاز قب ييهـا كي ـوتيب يآنت ـ

ــ ــيم يپلـــــ                    ) H2O2( ژنهيو آب اكســـــــ Bن يكســـــ

ــد ــ ).3، 4، 6و  8(دارنــ ــاننتوباكتر باياســ  يدارا يمــ

هـا   ز كننـده كاربـاپنم  يدرولي ـناز هيلياگزاس ـ يهـا  ميآنز

هـا و   بـه كاربـاپنم   يد كه باعث مقاومـت بـاكتر  شو يم

ل در ي ـگر عوامـل دخ ياز د. )1و 9(گردد يمها  نيليس يپن

ــت ا ــمقاوم ــوي ــا هين س ــاكتر يه ــه دارو يب ــاوم ب  ،مق

ــور ــهــا، تغ نيپ ــروتئيي ــه  يهــا نير پ متصــل شــونده ب
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 دها وي ـكوزينوگلير دهنـده آم ييتغ يها مين، آنزيليس يپن

جــه كســب يهــا در نت نولــونيمقاومــت بــه ك نيچنــ هــم

 )Effluent Pump(سـم پمـپ خـارج كننـده    يد و مكانيپلاسم

ه اغلـب  ـــ ـب يماناــــ ـنتوباكتر بياس ـ. )9ـ ـ15(باشد يم

 يدهد و شكست درمان يمن ها مقاومت نشا كيوتيب يآنت

 يهـا  نـه يش هزيمقاوم به دارو سبب افزا يهاهين سويا

 نيا از .)13ـ16(گردد يم انيمبتلا ريم و و مرگ يبستر

 يدرمان نيگزيجا روش كي به يابيدست  ضرورت رو

از  .شـود يم ـ مطرح )ونيناسيواكس مانند( يريشگيپ اي

از  ينتوباكتر بومـان ياس ـ smpAو  ompAآنجا كـه دو ژن  

ــرايپتانســ ــيجــاد پاســخ ايا يل لازم ب ــان يدر م يمن زب

 يسـاز  سـانه هم، ن مطالعـه ي ـهدف از ابرخوردارند، لذا 

در وكتــور  يمــاننتوباكتر باياســ smpAو  ompA يهــا ژن

كلـون   يهـا از ژن. باشد يم آنها ين توالييمناسب و تع

 يدايــتــوان بــه عنــوان كاند يق مــيــن تحقيــشــده در ا

  .نده بهره برديدر مطالعات آ يواكسن ژن

  

  ها مواد و روش

 يشـگاه يآزما ـ  ين مطالعه به صورت تجرب ـيا

ــال  ــز تحقدر مر 1394در سـ ــات بيكـ ــوژيقـ  يوتكنولـ

   .انجام شدشهركرد  يدانشگاه آزاد اسلام

جمع  يماننتوباكتر باياس يزايماريب يه هايوس

 ها بر اساس كشت بـر  يباكتر ييشناساشدند و  يآور

ــ يور ــا طيمح ــ يه ــياختصاص ــم ي، افتراق ــ و ه ن يچن

ل ي ـآگـار، با  يل مك كانكياز قب ييايميوشيب يها آزمون

گـراد،   يدرجـه سـانت   44 ير دما، رشد دSIMن، ياسكول

 يزي ـآم ، مالئونـات، رنـگ  TSIز، يداز، كاتالاز، همولياكس

 ــ ــرم، آرژن ــن هيگ ــيز، اورنيدرولي ــيت لاز، ين دكربوكس

  .انجام شد نيز ژلاتيدروليترات و هيس

ت  اسـتخراج  ي ـبـا اسـتفاده از ك   DNAاستخراج 

DNA ) ــكشــركت ــاژن، اي ــق پروتكــل شــركت  )راني طب

گاه نـانو  اسـتفاده از دسـت   بـا . صـورت گرفـت  سازنده 

ــت )ND-1000 PeqLab( دراپ ــت DNA غلظ ــده اس خراج ش

 يتـا مرحلـه بعـد   استخراج شده  DNA. شد يريگ اندازه

بـه  . شـد  ينگهدارگراد  يدرجه سانت -20 يدر دما كار

 يابتـدا تـوال  رفت و برگشت  يرهاميپرا يمنظور طراح

ِDNA  ــده ژن ــك ب از اطلاعــات SmpAو  OmpAكــد كنن ان

ــ ــيا يژن ــد  http/www.ncbi.com ينترنت ــت آم ــه دس ــا  .ب ب

ــتفاده از ا ــاس ــات ي ــزار  ن اطلاع ــرم اف  Gene runnerو ن

گاه يمرها جايپرا '5ه يدر ناح و سپس يطراح مرهايپرا

 شــد بــرش دهنــده قــرار داده يهــاميآنــز يبــرش بــرا

-ژن ييدر شناسـا جهت صحت  تي، و در نها)1جدول (

  .ت شدندسبلا ،مورد نظر يها

ــنش زن ــرهواك ــيجي ــراز اي پل ــم  م  25در حج

 ؛زيـر بـود   يها تركيب ميكروليتر انجام گرفت كه شامل

 Mgcl2 )50ميكروليتر  X10 PCR ،1بافر  ميكروليتر 5/2

 1 ،)مـولار  ميلـي 10( dNTP ميكروليتر 5/0 ،)ي مولارميل

ــر ــر  ميكروليت ــوط ه ــاز مخل ــزي ــايك از آن  DNA يم ه

 DNAيتـر  ميكرول 3،  )واحـد  Taq )1و  Pfu يمـراز  پلي

ميكروليتر از هـر يـك    1، )نانوگرم 100( استخراج شده

 15و ) پيكومــــول در ميكروليتــــر 10(  از پرايمرهــــا

ــوق درون   ميكروليتـــر ــواد فـ ــتريل مـ ــر اسـ آب مقطـ

ريختــه شــده و پــس از  يتــريل يميلــ 2/0ميكروتيــوپ 
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 Mastercycler( سازي در داخل دستگاه ترموسايكر همگن

Gradient, Eppendrof, Germany(  هـاي  ژن. قرار داده شـدند

ompA  وsmpA  درجه  95طبق برنامه دناتوراسيون اوليه

دقيقه، دناتوراسـيون ثانويـه بـه     5به مدت  گراد سانتي

گــراد،  درجــه ســا نتــي 94مــدت يــك دقيقــه در دمــاي 

درجه  61به مدت يك دقيقه در دماي  )Annealing(اتصال

قيقه در دماي به مدت يك د )Extension(گراد، سنتز سانتي

 )Final Extension(گراد و گسترش نهـايي  درجه سانتي 72

گـراد تكثيـر    درجه سانتي 72دقيقه در دماي  5به مدت 

روي ژل اي پليمـراز  محصـول واكـنش زنجيـره    .شدند

الكتروفـورز و بانـدهاي مربـوط بـه      درصد 5/1 آگارز

ompA  وsmpA باندهاي مورد نظر به . از ژل بريده شدند

ــيص وســيله ك ــت تخل  )Bioneer Co., Korea(از ژل DNAي

  .طبق پروتكل شركت سازنده تخليص شدند

 هــاي در ايــن مطالعــه بــه منظــور كلونينــگ ژن

ompA و smpA  از كيـتT/A  كلونينـگ)Thermo Scientific, 

Lithuania( هـا بـر اسـاس روش    شيو آزما استفاده شد

واكنش اتصال با ن صورت كه يبه ا. ت انجام شديكار ك

ــتفاده از ا ــافر  3سـ ــر بـ ــيون،  x10ميكروليتـ  2ليگاسـ

ــزيم  ــر آنـ ــور  T4ميكروليتـ ــاز، وكتـ  PTZ57R/T (3(ليگـ

) تخليص شده از ژل هايژن(PCRميكروليتر، محصول 

ميكروليتــر آب مقطــر اســتريل، در  7ميكروليتــر و  15

مــواد فــوق در يــك  .ميكروليتــر انجــام شــد 30حجــم 

بـه مـدت    ميكروليتري ريختـه شـده و   5/0 وبيميكروت

و ) گــراد درجــه ســانتي25(ســاعت در دمــاي اتــاقيــك 

گـراد   درجه سـانتي  4سپس به مدت يك شب در دماي 

  .دش يگذارخانهگرم

سميد به داخل باكتري به كمـك روش  پلا انتقال

شوك حرارتي كه بـه طـور خلاصـه بيـان     و  ييايميش

 E. coliيـك كلنـي از بـاكتري     .صـورت گرفـت   ،شود يم

 مـايع كشـت   LBدرون محـيط   )NovaBlue(سـويه نوابلـو  

ــدت  ــه م ــد و ب ــاي  5 داده ش ــاعت در دم ــه  37س درج

گيري بـا   سپس رسوب. گذاري شد خانهگراد گرم سانتي

دور در  9000قه به صورت يدق 3به مدت (سانتريفيوژ 

در سه مرحله ها  گرفت و در ادامه باكتري انجام) قهيدق

د ســرمــولار  1/0اي بــه كمــك كلريدكلســيم  دقيقــه 30

تر از محصول يكروليم 10ل، مستعد و در نهايت ياستر

 يهـا يتـر از بـاكتر  يكروليم 100واكنش ليگاسيون بـه  

و بـدون ورتكـس     يممخلوط به آرا. اضافه شد مستعد

سـپس  . شد قرار دادهدقيقه درون آب سرد  30به مدت 

راد به گ درجه سانتي 42 يهاي مستعد در دما سلولبه 

ن يــسـپس ا . شـد ي داده رارت ـثانيـه شـوك ح   90مـدت  

 4( دقيقـه در آب يـخ   5به مـدت   يون سلوليسوسپانس

ليتـر محـيط    يك ميلي. قرار داده شد) گراد يدرجه سانت

LB يياي ـهـاي باكتر  بيوتيك بـه سـلول   مايع بدون آنتي 

يـك   ها به مـدت  يترانسفورم شده اضافه شد و باكتر

درجـه   37ساعت درون انكوباتور شـيكردار بـا دمـاي    

ــانتي  تيــدر نها. گــذاري شــدند  خانــهاد گــرمگــر س

آگار دار  LB  هاي ترانسفورم شده روي محيط باكتري

كروگرم در هر يم 100( سيلين بيوتيك آمپي حاوي آنتي

هايي كه  كلني. كشت داده شدند IPTGو  X-gal، )تريليليم

ــميد  ــونده   PTZ57R/Tداراي پلاس ــه درج ش ــد قطع  ،فاق

 زيداز را دارنـد، بنـابراين  گالاكتوتوانايي توليد آنزيم بتا

نماينـد   يمو توليد ايندوليل كرده را تجزيه  X-galب يترك

اما  .اي شكل يافته داراي رنگ آبي خواهند بوده كلنيو 

پلاســـميد (هـــاي داراي پلاســـميد نوتركيـــب بـــاكتري
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PTZ57R/T  ــونده ــه درج ش ــد  ) داراي قطع ــايي تولي توان

ــه     ــداز و تجزي ــا گالاكتوزي ــزيم بت ــدرا ن X-galآن  ،دارن

هـاي   از كلنـي . دهنـد  يم ـبنابراين كلنـي سـفيد تشـكيل    

حـــاوي  LB رشـــديافته ســـفيد رنـــگ بـــروي محـــيط

و بـه مـدت   شد سيلين ماتريكس تهيه  بيوتيك آمپي آنتي

گـذاري   خانـه گـراد گـرم   درجه سانتي 37ساعت در  24

  . شدند

از  smpA و  ompAهـاي   جهت رديـابي دقيـق ژن  

روش  هــــاي مــــاتريكس تهيــــه شــــده بــــه خانــــه

 سـپس . شداستخراج پلاسميد انجام  )Boiling(جوشاندن

اي پليمراز با استفاده از مواد زير انجام واكنش زنجيره

ميكروليتر، از هر يك از  1پلاسميد استخراج شده  .شد

ميكروليتـر،   1آغازگرهاي اختصاصي رفت و برگشـت  

 PCR10X( اي پليمراززنجيره واكنش ميكروليتر بافر 5/2

buffer(،  ــزيم ــد مني ــي مــولار  50كلري ــر،  1ميل ميكروليت

 2/0ميكروليتــر،  5/0مــولار  ميلــي dNTPs 10مخلــوط 

واحــد در  5ميكروليتــر آنــزيم تــك پليمــراز بــا غلظــت 

 25ميكروليتر، حجم نهايي مخلوط با آب مقطر استريل 

دقيقـه   5 مخلوط فوق با برنامـه دمـايي  . ميكروليتر شد

 1(سـيكل   32پس ، س ـگـراد  يدرجه سـانت  95در دماي 

درجـه   63 دقيقـه در 1و گراد  يدرجه سانت 94 دقيقه در

و يـك  ) گـراد  يدرجه سـانت  72ثانيه در  45، گراد يسانت

درجــه  72دقيقــه در دمــاي 5ســيكل انتهــايي بــه مــدت 

در دستگاه ترموسايكلر اپندورف قرار داده گراد  يسانت

مـراز بـروي ژل    اي پلـي محصول واكنش زنجيـره . شد

درصد الكتروفورز و با استفاده از دسـتگاه   5/1آگارز 

  .عكس برداري انجام شد )Uvitec, UK(ژل داك

بـه   smpAو  ompA هـاي  ييد كلونينـگ ژن أجهت ت

هـاي مـاتريكس    دوگانـه از خانـه    يم ـروش هضم آنزي

، اسـتخراج پلاسـميد بـا    PCR مثبت شده بـه روش كلنـي  

 )Bioneer Co., Korea(استفاده از كيت اسـتخراج پلاسـميد  

. بر اساس دستورالعمل شركت سازنده صورت گرفـت 

هـاي بــرش  دوگانـه بــر اسـاس ســايت    يمــهضـم آنزي 

قطعـه كلـون    '3و  '5هـاي موجـود در دو طـرف     آنزيم

 .صورت پـذيرفت  ميكروليتر 20شده و در حجم نهايي 

د اسـتخراج  يكروگـرم از پلاسـم  يم 2ن صورت كه يبه ا

 2دهنـده و   برش يم هايك از آنزيواحد از هر  5شده، 

م در حجـم  يمخصوص هـر آنـز   10Xتر از بافر يكروليم

  .ه شديتر تهيكروليم 20 يينها

سـاعت در   4بـه مـدت    يم ـمحلـول هضـم آنزي   

و  شـد  گـذاري خانـه گـرم گـراد   يسانتدرجه  37دماي 

درصـــد  2ســپس محصـــولات بــر روي ژل آگـــارز   

  .الكتروفورز شدند

حـاوي  pTZ57R/T پلاسميدهاي استخراج شـده   

ــاي  smpAو   ompAاي هــــژن ــه همــــراه آغازگرهــ بــ

آلمان  Gene Rayاختصاصي جهت توالي يابي به شركت 

و نتايج حاصـل از تـوالي يـابي، جهـت     فرستاده شدند 

  .بلاست شدند NCBIييد و صحت آنها در بانك ژني أت

بـا   يمـان نتوباكتر باياس ـ smpAو   ompAهاي ژن

از  Kpn1/Bgl2و  Xba1/BamH1هـــاي  اســتفاده از آنـــزيم 

ــور  ــور   pTZ57R/Tوكتـــــ ــدا و درون وكتـــــ جـــــ

ــاريوتي ــدند pET32پروكــ ــون شــ ــفورم . كلــ ترانســ

هاي ساخته شده به روش شـوك حرارتـي و    سازواره

ــان پــروتئين. كلريدكلســيم انجــام شــد هــاي  ســپس بي

بــه روش  E. coliدر بــاكتري  SmpAو  OmpAنوتركيــب 

SDS-PAGE(Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) انجام شد.  
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  شده به همراه اطلاعات آنها يراحط يمرهايپرا يتوال: 1جدول 

 اندازه
 محصول

برش دهنده آنزيم مريپرا توالي  ژن نام   

1150bp XbaI 5- AGGTCTAGAATGAAATTGAGTCGTATTGC-3 ompA-F 

BamHI 5- CGTGGATCCTTTTTACTGTTCAAGAACTC-3 ompA-R 

411bp KpnI 5- ATAGGTACCATGCAAAAACTCGTGCTGAC-3 smpA-F 

BglII 5- CGGAGATCTTTATTAGTGGTGGGGCAGTTA-3 smpA-R 

  

  ها افتهي

 يزايمـار يب يه هـا يوس ج حاصل از رشدينتا

و  ياختصاص ـ يهـا  طيمح يبر رو يماننتوباكتر باياس

ح يصـــح يهـــا يژگـــيو ي، نشـــان دهنـــده يافتراقـــ

  . بود ين باكتريدر خصوص ا يكروبيو م ييايميوشيب

 اي پليمراز با استفاده از نتايج واكنش زنجيره

نتوباكتر ياس ـ ژنومي DNA يرو ياختصاص يمرهايپرا

 جفت بازي شد411و 1150دو باند  تكثيرسبب ، يمانبا

ــه    ــوط ب ــب مرب ــه ترتي ــه ب ــاي ژن ك  smpAو   ompA ه

  ).1شكل(باشد يم

 90حــدود ، T/A يپـس از انجــام كلــون ســاز 

 ه داراي رنگ سـفيد و نشـان  هاي رشد يافت درصد كلني

و   ompA يهـا ژن تكثير يافتـه  بود كه قطعاتدهنده اين 

smpA  پلاسميد  درpTZ57R/T  يانـد و بـاكتر  شـده كلون 

   . افت نموده انديب را درينوترك يدهايپلاسم E. coli يها

اي پليمـراز   نتايج حاصل از واكـنش زنجيـره  

و   ompAهـاي   ژنحـاوي   pTZ57R/Tبروي پلاسميدهاي 

smpA هـاي   ييد كلونينگ نشان داد كه همه خانـه أجهت ت

كلون شـده در   smpAو   ompAهاي  ژنماتريكس، داراي 

ب يــنوترك يد هــايو پلاســم هســتند pTZ57R/Tپلاســميد 

pTZ57R/T-ompA  وpTZ57R/T-smpA ــك ل يتشـــــــــــــ

  ). 2شكل (اند شده

 يدوگانــه پلاســميدها  يمــنتــايج هضــم آنزي

ب ي ـبه ترت  pTZ57R/T-smpAو  pTZ57R/T-ompAب ينوترك

ييـد  أبه منظور ت Kpn1/Bgl2و  Xba1/BamH1  هاي آنزيم با

و 1150بانـدهاي  . كلونينـگ، دو بانـد نشـان داد   صحت 

و  smpA و  ompAهـاي   ژنبازي كه مربوط به  جفت411

داراي انـدازه   pTZ57R/Tديگري باند مربوط بـه وكتـور   

  ). 3شكل (باشد يمجفت بازي  2886

نشـان داد كـه ايـن     SDS-PAGE نتايج حاصل از

 با بـازده بـالا در بـاكتري    rSmpAو  rOmpA دو پروتئين

تــوالي يــابي   چنــين هــم .شــود يمــتوليــد  ياشيرشــياكل

ــاي  ژن ــميد    smpAو   ompAهـ ــده در پلاسـ ــون شـ كلـ

pTZ57R/T يمـان نتوباكتر باياسزاي كه از سويه بيماري 

از موجود  يهايبا توال سهيدر مقا جداسازي شده بود

شـباهت داشـت و    NCBIگاه يپا يبانك ژنن ژن ها در يا

دو  يدر تـوال ر يي ـجهـش و تغ نشان دهنده عدم وجـود  

 ير و كلون سازين مراحل تكثيدر ح smpAو   ompAژن 

ژن  ين تـوال يـي ج تعياز نتـا  ير بخش ـيتصـو . باشـد  يم

ompA شود يمشاهده م 4در شكل  يماننتوباكتر باياس .  
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  . smpAو  ompA يهاژن يبرا ينتوباكتر بومانياس يژنوم باكتر يرو PCRانجام  :1شكل 

مربوط به  يجفت باز 411باند  يدارا 7تا  5 يهافيرد.  باشند يم ompAر ژن يبوده و نشان دهنده تكث يجفت باز 1150باند  يدارا 4تا  1 شماره يهافيدر

  . شركت فرمنتاز است يازجفت ب 100؛ ماركر M. است smpAر ژن يتكث

A    B   
  . pTZ57R/T-smpAو  pTZ57R/T-ompAب ينوترك يدهايدر پلاسم smpAو  ompA يهاژن يد حضور ژن هاييتا يبرا PCRانجام  :2شكل 

ر، ياستفاده در هر دو تصوماركر مورد . است smpAو  ompA يهار ژنيمربوط به تكث يجفت باز 411و  1150ب نشان دهنده باند ي، به ترتBو  A يهاشكل 

  . هستند) DNAبدون ( ي، كنترل منفBدر شكل  1و شماره  Aدر شكل  8شماره . فرمنتاز است يجفت باز 100ماركر 

A                     B     
وكتور  يميد هضم آنزنشان دهن) Aشكل  .نگيد صحت كلونييتا يبرا pTZ57R/T-smpAو  pTZ57R/T-ompA بينوترك يهاوكتور يميهضم آنز :3شكل 

pTZ57R/T-smpA م يبا دو آنزKpnI/BglII  شكل . شود يده ميد 5تا  2 يهاب مربوط به وكتور و ژن در شمارهيبه ترت يجفت باز 411و  2886بوده و دو باند
B (ب يوكتور نوترك يميمربوط به هضم آنزpTZ57R/T-ompA يهاميبا آنز XbaI/BamHI ب منطبق با يبه ترت يجفت باز 1150و  2886با اندازه  يهاباند. است

و شماره  Aدر شكل  1شماره . فرمنتاز است يجفت باز 100ر، ماركر يماركر مورد استفاده در هر دو تصو. شود يده ميد 6تا  1 يهاوكتور و ژن مربوطه در شماره
  .است) ده نشدهيبر(كامل  يدهايپلاسم نشان دهنده، Bدر شكل  7
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  ompAژن  ين تواليياز دندروگرام تع يشجه بخينت: 4شكل 

 

 بحث

و  يـي زا يماريثر در بؤم يهاژن ،قيتحقن يدر ا

واكسن،  ياديكاندو  يماننتوباكتر باياسلم يوفيل بيتشك

مطالعـه حاضـر   در  .)11و 12(و كلون شدند يجداساز

  ompA يهـا  ژنكلون كردن  يبرا pTZ57R/T ديپلاسم از

د يپلاسـم ، تفاده شـد اس يه واكسن ژنيجهت ته smpA و

pTZ57R/T  كلــوز و  بــه وســيله يلاديمــ 1992در ســال

. )17(شـد  ينگ با بازده بـالا معرف ـ يهمكاران جهت كلون

ن يپروتئ يور و همكاران بر يجعفر يگريدر مطالعه د

از  .انجام دادند يتوكسوپلاسما گوند )Mic3( 3كرونم يم

ــم ــور   pTZ57R/T ديپلاس ــوان وكت ــه عن ــگ يكلون T/Aب ن

نـگ  يكلون يبـرا  ييبالا يزان كارآمديكه م كرداده استف

و همكـاران در سـال    ييچو. )18(را نشان داد Mic3ژن 

ــروتئ   2007 ــه پ ــد ك ــان دادن از  )ompA )AbOmpAن ينش

 ياپ ـ يهـا  در سـلول  يتوكندريق هدف قرار دادن ميطر

دو ي ـالور). 4(گـردد  يم ـ سيال باعث القـائ آپوپتـوز  يتل

 يـي زا يمن ـيزان اي ـم يبـه بررس ـ  يا همكاران در مطالعه

ompA  پرداختنـد و بـه    ينتوباكتر بومانياسجدا شده از

ك ي ـتحر ييتوانـا  ompAن يدند كه پـروتئ يجه رسين نتيا

در ). 19(ســلولار و همــورال را دارد  يمنــيســتم ايس

 ــ ــه سـ ــارانيمطالعـ ــروتئ ،نگ و همكـ ــ ompAن يپـ ا يـ

ه ي ـد مناسـب جهـت ته  ي ـرا به عنوان كاند BamAكمپلكس

 يمعرف ـ ينتوباكتر بومـان ياس ـه ي ـبرعل يدي ـواكسن پپت

 يمنــيســتم ايك هــر دو سيــتحر ييرا توانــايــز ،كردنــد

و همكـاران بـه    يديالزب). 2(سلولار و همورال را دارند

كـل  يمتصل بـه نانوپارت  ompAد يپپت ييزا يمنيا يبررس

تـر  يكـه ت  كردندپرداختند و مشاهده  )Chitosan(توزانيك

گامـا در اثـر    ترفـرون نيا و IL6 ،IL2مثل  ييها نيتوكيسا

ج ينتـا  ).20(ابـد ي يم ـش يد به موش افـزا ين پپتيق ايتزر

مــذكور در  يهــا هنــگ مطالعــه حاضــر بــا مطالعــيكلون

و   ompA يها ژن)نگيكلون T/A(نگيه كلونياول يها بخش

smpA دارند يخوان هم .  

جـدا   smpA و  ompA يهـا  ژن يابي ـ يجه تـوال ينت

 يدارا يكتر بومـان نتوباياس ـ يكيكلن يها زولهيشده از ا

 موجود در يبا توال يدرصد 95 و 90ب يبه ترت تشابه

 يت شـدگ دلالت بر حفاظ ـج ينتا .داشت NCBI يبانك ژن

 يمــاننتوباكتر باياس ـ يهـا  هيان سـو ي ـن دو ژن در مي ـا

 يد بـرا ي ـكاند يها نيو همكاران پروتئ ليمور. باشد يم

را  يمـان نتوباكتر باياسه يب برعليساخت واكسن نوترك

چهـار   ؛گـروه اول شـامل  . م نمودنـد يتقس سه گروهبه 

ان آنهـا بـود   يج و حفاظت شده در ميار راين بسيپروتئ
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ــروتئ  ــه دو پ ــدر ا SmpAو   OmpAنيك ــرار  ي ــروه ق ن گ

در . دارد يخـوان  كه با مطالعـه حاضـر هـم    )11(داشتند

 ينــگ و همكــاران بــه بررســيمانــگ يچ يگــريمقالــه د

ــروتئ ــا نيپ ــده در م  يه ــت ش ــحفاظ ــهي ــا ان گون  يه

ن يــه اي ـه واكسـن برعل يــجهـت ته  يمـان نتوباكتر باياس ـ

ار حفاظـت شـده را   ين بسيپروتئ 77. پرداختند يباكتر

ن يجزء ا OmpAنيشد كه پروتئ يد معرفيبه عنوان كاند

ج مطالعـه حاضـر در مـورد    يبا نتا). 12(ها بود نيپروتئ

كه  نيل ايبه دل ompAژن  .دارد يخوان هم OmpAنيپروتئ

زبـان و القـاء   يال ميتل ياپ يها ل به سلولاتصا ييتوانا

 يماريمهم ب ين جزء فاكتورهايچن هم. آپوپتوز را دارد

م نقـش  ليوفي ـل بيودر تشـك باشـد   يم ين باكتريا ييزا

ن رو ياز ا. )4، 8، 10، 11، 19و  20(دارد بر عهده  يممه

ن ژن  ين به ايد محققيو ساخت واكسن ام يجهت طراح

ه ي ـن است كـه در مراحـل اول  يا ده بريرا عقيز. باشد يم

ــاجم  ــاكترته  ــي، ميب ــه وس ــان را ب ــايزب  يله فاكتوره

و  را القــا يمنــيپاســخ ا smpAو ompAزا ماننــد  يمــاريب

  . دكرمن يا پاتوژن يباكتره يزبان را برعليم

  

  يريگ جهينت

دهـد كـه    يم ـن مطالعه نشان يج حاصل از اينتا

ــانه ــاز همس ــ يس ــاون ژنيو ترانسفورماس  smpA يه

 يت و كارآمـد ي ـبـا موفق pTZ57R/T ديدر پلاسم ompAو

ز يو ن pTZ57R/T دين پلاسميبنابرا. بالا انجام شده است

جهــت  بيــبــه ترت ه نوابلــويســو ياكلياشرشــ يبــاكتر

و  ompA يهــا ژنون يو ترانسفورماســ يســاز همســانه

smpA ل ي ـن به دليچن هم. باشند يممناسب ها  ر ژنيو سا

ه و سـاخت  ي ـجهـت ته هـا   ژنن يا يبالا يحفاظت شدگ

از آنهـا اسـتفاده    تـوان  يم يب و ژنينوترك يها واكسن

 .دكر

  

  تشكر ر و يتقد

 ياز رسـاله دكتـر   ين مقاله مربوط به بخش ـيا

. باشـد  يم) مرودشت(قات فارسيك واحدعلوم تحقيژنت

ــندگان اينو ــس ــز تحق ي ــان مرك ــه از كاركن ــين مقال  اتق

ل ي ـشـهركرد بـه دل   يمآزاد اسلا دانشگاه يوتكنولوژيب

  .  ر و تشكر را دارنديصادقانه كمال تقد يهمكار
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Abstract 

Background and aim: Acinetobacter baumannii is one of the emerging and important pathogens in various 
infections such as urinary tract infection, hospitals, meningitis and respiratory tract. The aim of this research is 
cloning and sequencing of ompA and smpA virulence genes of A. baumannii.  
 
Methods: In this experimental study, the pathogenic A. baumannii was cultured on blood agar and 
macconkey agar mediums. Recognition of A. baumannii with microscopic, microbiologic and biochemical tests 
were performed. ompA and smpA genes were amplified by PCR and then cloned into the pTZ57R/T vector. 
The accuracy of the recombinant construct was carried out with PCR and enzymatic double digestion and 
then the both of ompA and smpA genes were sequenced. The evaluation of bacterial expression of these 
genes was performed with SDS-PSGE method in E. coli.  
 
Result: The pathogenic A. baumannii was confirmed in biochemical and microbiological methods. After 
electrophoresis of the PCR products, the 1150 and 411 bp fragments of ompA and smpA genes were 
obtained, respectively. The results of PCR and double digestions on recombinant plasmids showed that the 
pTZ57R/T-ompA and pTZ57R/T-smpA were generated. The sequencing results confirmed the accuracy of the 
gene cloning.  
 
Conclusion: The results showed that the pTZ57R/T is a suitable vector for the cloning of large fragment of 
PCR products and ompA and smpA are two highly conserved genes that appropriate for use as DNA vaccine. 
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