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   چکیده

 

سیل گرم منفی لا تیفی ازسالمونزمینه و هدف:  سه، با صبه میو عامل ابتلا به بیماری خانواده انتروباکتریا شی از جمله ح شد. این های گوار با

ساختار ویژه و ژن شای خارجی های مختلف از جمله ژن باکتری دارای  شد. می (ompf)پروتئین غ ستفاده از با را  ompfمطالعات اخیر امکان ا
سالمونلا  ompfهمسانه سازی و توالی یابی ژن  در ساخت واکسن حصبه تشخیصی نشان داده است. به همین جهت هدف از انجام این تحقیق

 باشد.واکسن می دستیابی بهعامل حصبه در باکتری اشرشیاکلی اوراگامی به منظور  تیفی

صبه طی نمونه برداری از  :روش کار ستان تهران  4افراد مبتلا به ح شدماه از بخش عفونی مراکز درمانی در ا سایی و انجام  .انجام  شنا پس از 

سالمونلا های سویه PCRصورت گرفت. سپس از طریق آزمون  DNAجداسازی و استخراج سالمونلا تیفی  اختصاصی بیوشیمیایی،های تست
ستخراج ompfواجد ژن  تیفی شرشیاکلی الحاق و از طریق تکنیک سویه ompfشد. ژن  ا  TAهای مثبت از طریق وکتور به باکتری میزبان ا

برای رسم درخت  ها در اشرشیا کلی اوراگامی سنجیده شد.میزان بیان ژن Real time PCRطریق تکنیک در پایان از  .کلونینگ کلون شدند
 استفاده شد. Mega5 و clustalX افزارفیلوژنی از نرم

ستبالینی  هاینمونه مقطعی-مطالعه تحقیقیاز  :هایافته سکوپی و ت صیات مورفولوژیک، میکرو صو ساس خ شگاه که برا سالی به آزمای های ار

بود. پس  ompfایزوله دارای ژن  تنها یک جداسازی شد و از این تعدادسالمونلا تیفی ایزوله  12ند در مجموع ه بودبیوشیمیایی تعیین هویت شد
از کلنی ،DNA نگیکلونبه منظور تایید نتایج . کلنی سلکشن )آبی/سفید( جداسازی شدند های کلون شدهسویه، ompf هایژنینگ، از کلون

در باکتری  بیان ژن و منحنی تکثیر، m13تصکککاویر توالی یابی،  گردید. Real time PCRتوسکککز آزمون  وهای مشککککوک اسکککتخراج 
 ریگامی را تایید کرد.واشریشیاکلی ا

صبه، ژنومیدر این مطالعه با ارزیابی  :گیرینتیجه شده از افراد مبتلا به ح سیل ompfژن  سالمونلا تیفی جدا  سازی  با پتان و به منظور ایمن 

بررسی درخت فیلوژنی رسم شده در این مطالعه  با در نهایت و کلونینگ با موفقیت صورت گرفت.استخراج گردید باکتری ساخت واکسن از این 
 نشان داده شد.ها با سایر گونه سالمونلا تیفیمیزان تشابه و خویشاوندی گونه 
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Abstract   
 

Background & Aims: Salmonella Typhimurium belongs to the family 

Enterobacteriaceae, gram-negative bacilli and causes gastrointestinal diseases such 

as typhoid. This bacterium has a special structure and various genes, including the 

ompf gene (outer membrane protein). Recent studies have shown the possibility of 

using ompf in the development of a diagnostic tuberculosis vaccine. Therefore, the 

aim of this study was to clone and sequence the ompf gene of Salmonella 

typhimurium, the causative agent of typhoid in Escherichia coli Oragami, in order to 

obtain a vaccine. 

Purines are the outer membrane proteins of gram-negative bacteria, which act as 

receptors for bacteriophages and are effective in a variety of functions such as 

solution transport, pathogenicity, and immunity. Salmonella typhi purines show 

heterologous epitopes on their loops, giving them the potential for diagnosis and 

vaccination. The outer membrane proteins of Salmonella typhi allow ions to pass 

through. Omp (outer membrane protein) is a member of the purine family, which is 

highly expressed in gram-negative bacteria. 

OmpC, D Omp, and F Omp purines of Escherichia coli and Salmonella typhi are 

ternary proteins that create pores on both outer membrane surfaces. The presence of 

protein pores makes this membrane permeable to low molecular weight solutes. 

Large molecules of antibiotics slowly perforate the membrane, which is one of the 

reasons that gram-negative bacteria are resistant to many antibiotics. 

Methods: Sampling of people with salmonellosis was performed during 4 months 

from the infectious ward of medical centers in Tehran province. After identifying and 

performing specific biochemical tests, Salmonella typhi was isolated and DNA was 

extracted. Salmonella typhi strains with ompf gene were then extracted by PCR. The 

ompf gene of the positive strains was transfected into the Escherichia coli bacterium 

by vector and cloned by TA technique. Finally, the expression of genes in Escherichia 

coli Oregami was measured by Real time PCR technique. ClustalX and Mega5 

software were used to draw the phylogenetic tree. After visiting the following site 

and studying and searching in various articles, suitable primers for Ompf gene were 

selected. The primers were compared and blasted at the site 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and ordered from Sinagen. The primers were 

diluted with distilled water to a concentration of 100 picomoles and then to a suitable 

concentration of 10 picomoles. According to studies, 3 suitable pairs of primers were 

selected and ordered from Bioneer. 
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In order to clone the PCR product faster and more efficiently, the TA-Cloning 

method is used. The TA-Cloning PCR kit was prepared by Sina Gene Company. As 

stated in the kit protocol, this method uses a linear vector called PTG19-T with the 

thymine base at the end ´3. The use of PTG19-T linear vector, which has a thymine 

base at the end of 3, leads to direct, fast and easy binding of the PCR product to the 

cloning vector. As a result, a cyclic molecule containing the gene we want is formed, 

which has the ability to reproduce spontaneously in a suitable host such as E. coli. In 

this method, no enzymatic digestion step is required and this step has been eliminated 

Results: A total of 12 Salmonella typhi isolates were isolated from the screening of 

clinical specimens sent to the laboratory, which were identified based on 

morphological characteristics, microscopy and biochemical tests. Of these, only one 

wasolate had the ompf gene. After cloning, ompf genes, cloned selection colony 

strains (blue / white) were isolated. In order to confirm the results of DNA cloning, 

it was extracted from suspicious colonies and analyzed by Real time PCR. Sequence, 

m13 and proliferation curves confirmed gene expression in Escherichia coli origami. 

In order to determine the molecular identity of Salmonella typhi, 16s general primers 

were used (PCR result in Figure 7) and finally the PCR product was sent to Bioneer 

for sequencing and BLAST. 

Conclusion: In this study, by genomic evaluation of Salmonella typhimurium 

isolated from patients with tuberculosis, ompf gene with immunization potential was 

extracted from this bacterium in order to make a vaccine and cloning was successful. 

Finally, by examining the phylogenetic tree drawn in this study, the degree of 

similarity and kinship of Salmonella typhi with other species was shown. 

Typhoid is an infectious disease caused by Salmonella typhi and is considered an 

important protein in immunological research due to the ability of the Ompf gene. 

This gene has the potential to stimulate immune responses by isolating and cloning 

the ompf gene separately. Salmonella typhimurium in Escherichia coli can be used 

to meet treatment needs and achieve an effective vaccine. Out of 12 Salmonella typhi 

isolates, only one strain carried the ompf gene. The gene was transferred to the host 

bacterium via the ptg19 plasmid and cloning was successful. This recombinant 

protein has the potential to be used in immunization and vaccine development. The 

phylogenetic tree drawn in this study showed the similarity and kinship of Salmonella 

typhi with other species. 

In addition, S. typhi induces the expression of excitatory molecules on antigen-

containing cells through conventional signaling pathways. However, the main 

potential of S. Typhi for use as vaccine compounds is unknown. Here, the 

characteristics of S. typhi against a range of related laboratory and clinically antigens 

were investigated. Co-immunization of S. Typhi with ovalbumin protein (OVA), in 

addition, immunization of S. Typhi protein, generates anti-influenza IgG elements, 

changes antibody class and matures. In general, OmpF proteins are versatile vaccine 

compounds, which can be used to enhance cellular immune responses and improve 

antibody responses. 
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 و همکاران زادهیدرعلیمنصوره ح

 مقدمه
 Typhi سبببانم تی یی   باکتریبیماری حصببب    عامل

Salmonella بدن  ب ده ک  معم لاً از طریق خ راک  وارد 
فرد دیگر ب   ب بیمار از فرد مدف ع ( و  -)دهات  شبب د م

منتقل  آن ده و غذایاز طریق آب  مثیًص رت غیرمستقیم 
 غیربهداشبببت های تامطمئن و افرادی ک  از آب گردد.م 

 د. شببم ب  حصبب    هاآن یکنند، باعث ابتیاسببت اده م 
های اخیر مسبببان  ی دف  ان ت  با ی ج  ب  اینک  در سبببا 

یقری اً بهداشت  شده است، م ارد این بیماری تیز  فاضیب
این باکتری مقاومت زیادی در . (1) کاهش پیدا کرده است

یای  دارد.  مل فیزیک  و شبببیم ما و همچنین ع ا برابر گر
صل  باکتری  ش سانم تی محل ا ستم گ ار سی  ب ده و در 

سل  آن را درگیر م  ست. کند  های اپیتلی م مخاط روده ا
بین سبببل ن  جات   ی وارد واک ئل و ایصبببالات این باکتر

. آتچ  ک  تمایدم و سبب ت یکثیر و ایداد کلن   شبب دم 
از آن  کند ی اتای  ع  ریر م را خطرتاک سببانم تی باکتری
یان  ب   هاسبببل  م گذر، خ ن فرد م تی  با این  اسبببت. 

شکل یک سانم تی  شدید عیئم ب   شده و باعث ی آن ده 
 .(2) ش دم  و ش ک س تیک بیماری ع  ت 

گرم  هایباکتریغشببباا خارج   هایپرویئیناز جمل  
ند  (هاپ رین) من ذدار هایپرویئینمن  ،  ک  هسبببت

ها ب ده و در ب  فا  باکتری  های  برای  عن ان رسببب ت ر
کردهببا محل   یعمل تقببا   ت همچ ن ا ل    هببا، مخت

 یی  سانم تی های پ رین .است مؤثرزای  و ایمن  بیماری
س  را در میان ن پی پاپ  شان های هترون ک  شان ت های
دهند ک  ب اسببط  آن پتاتسببیل لازم برای یشببخی  و م 

سی ن دارتد.  سینا شای خارج  باکتری  هایپرویئینواک غ
 .(3) سازتدم ها را میسر امکان ع  ر ی ن سانم تی یی  

سببانم تی یی    F Omp و OmpC ،D Omp هایپ رین
سطح  گات س   هایپرویئین ستند ک  در هر دو  شایه  غ
پرویئین   هایروزت . وج د کنندم ایداد  منافذیبیروت ، 
ک  این پرده تس ت ب  امیح با وزن م نک ن   ش دم باعث 
پذیرکم  یکآتت بزرگ  هایم نک  گردد.  ت  ذ این  بی ی

ک  این مسئل  یک  از  کنندم پرده را ب  آهستگ  س راخ 
گرم من   تس ت ب  بسیاری  هایباکتری حساسیتدلایل 

 .(4 ،3) هاستبی ییکآتت از 
اسببت ک  در برابر   ی بی ن  یکفرآورده بعن انواکسببن 

یک بیماری میکروب  مشخ ، ایمن  فعا ِ اکتساب  ی نید 
ت  .کنببدم  ی  ق  سببب سببب بباتسببب اسببببت از  در وا

 باکتری، شده ویروسکشت  یا ضعیف میکروارگاتیسمهای

برای  هاآنآمده از دسبببتب   تیکآتت  هاییا پرویئینو
ید یز  های ع  ت پیشبببگیری یا به  د یا درمان بیماری

ها و شبب د. واکسببن معم لاً برای پیشببگیری از بیماریم 
ها عیوه بر واکسببنکاربرد دارد.  هاآندر برابر  ایداد ایمن 

ا تیز سببیسببتم ایمن  ه م را ، سببیسببتم ایمن  سببل ن  ر
یک م  ند، این ت ع واکسبببنیحر مای تد ت یل دار ما ها ی

های مشبباب  شببکل ط یع  بیماری ب  خصبب   در واکنش
های کشببت  با واکسببن .افراد با تق  ایمن  را ایداد کنند

آید، م دسبببت مدت ط لات  ب  ایمن  کاف  و ب  ،شبببده
ها ابتدا در چند ت بت یزریق گردتد و بایسببت  این واکسببن

بادی و ادام  ایمن  گیری از کاهش سبببطح آتت برای جل 
 گردداغلب لازم است ک  یزریق واکسن در آینده یادآوری 

(5، 6). 
ب  عن ان یک ارگاتیسم مد  در اشریشیاکل  اوراگام  از 

 هایپرویئینساخت ش د. های  تتیک  است اده م پژوهش
های مهندسبب   تتیک همراه با ادج اتت  ت یرکیب با روش

طرف م  ی اتد باعث پاسببب بهتر سببیسببتم ایمن  از یک 
شبب د و از طرف دیگر از ع ارن تاخ اسببت  واکسببن های 
کشت  شده ک  ب  علت اجزای مختلف پیکره باکتری است 

ی  تیسبببیت برای سبببندش میزان آتت . پیشبببگیری کند
 سببانم تی یی  پرویئین ت یرکیب غشببای خارج  باکتری 

ضای بی ات  رمای ص  ، از ف شد. عامل ح ست اده   ompیک ا
باکتری تاری  ب  عن ان  ب ده هاجزا یرکی ات سبببباخ و 

سب های ایمن  را  فاکت رهای بیماری زای  عمل کرده و پا
م  ی اتد در  ن حض ر و یا عدم حض ر این  .کنندانقاا م 

برتام  های واکسببیناسببی ن، درمان، کنتر  و پیشببگیری 
 متعددیمطانعات . م فقیت های بزرگ  را حاصبببل تماید

را در سبباخت واکسببن حصبب    ompfامکان اسببت اده از 
 .(7،8) یشخیص  تشان داده است

همسات  سازی  هدف از اتدام این یحقیقب  همین جهت 
عامل حصببب   در  سبببانم تی یی   ompfو ی ان  یاب   ن 

شیاکل  اوراگام باکتری  شر سن م   ا ب  منظ ر یهی  واک
 باشد.
 

 کارروش 
در مطانعبب  حاضر جهت پیش رد پرو ه  نمونه برداری: 

ت   60ماه  4ط   ب  )  نیبانتم  مدف ع( از افراد م تی 
ص    ستریل و درپ ش دار شد  جم  آوریح و در ظرف ا
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درج  سببباتت  گراد ب   4 دمای مخصببب   در شبببرای  
آزمایشببگاه میکروب شببناسبب  منتقل شببد. در آزمایشببگاه 

سازی، س  جهت آماده  سانین تم ت  ها با محل   ف ات بافر
یکن اخت و سبب ت ذرات جامد و م اد خشبب   م ج د در 

سرعت تم ت  ها ساتتری    با  ست اده از  دور در  3000، با ا
شد 5دقیق  ب  مدت  س ب داده  و مای  ف قات  در  دقیق  ر
ستریل  شات  4در و ظرف ا ساتت  گراد جهت آزمای درج  
 .(9شد )بعدی تگهداری 

بعد از  :باکتری کشتت ج اداستتا ی و ن یین  وی 
کشت و رشد تم ت  ها در محی  های اتتخاب  افتراق  مک 

 آگار، هکت ن (SS) گییشببب-سبببانم تی (MC)کاتک  آگار 
س ن یت آگار اتتقا  و ب  آگار سم ت  ساعت  24مدت ، بی

 .(10شبببدتد )درج  سببباتت  گراد قرار داده  37در دمای 
)کلن  های سبببب ز بببببا  سانم تیپرگن  های مشک ک ب  

سیاه و یا بببببدون هانبببب  سببببیاه( را جهت یایید  هانبببب 
شیمیای  و محی  های  ست های بی  شخی  ب  روش ی ی

 ،TSI ،SIMآز،  سبببیم ن سبببیترات، اورهمختلف افتراق  
MRVP نیبببزین ایبببرون آگبببار، مان تبببات برا  ص رت ،

 4در یخچا  آگار  BHIگرفت و پت ازکشبببت در محی  
جدا شده ک   هایباکتری شد. تگهداریدرج  ساتت  گراد 
و واکنش  IMViCدر آزمببایش  -+  -دارای واکنش + 

ببببببا  .ب دتد اتتخاب شببدتد TSIآنکانین/اسببید در محی  
را  سانم تیکلن  مشک ک ب   ONPGاکسیداز و  یسببببت

جبداو   درو تتبای  ببدسببببت آمبده  (11) جبدا کرده
 .(12) (1)جدو   د باکتری ص رت گرفتیایی بی شیمیای ،
ستخراج  ستفاده ا  کی : DNAا ستخراج  با ا جهت ا

 DNA آوری شببده، از کیت اسببتخراجهای جم   سبب ی 
( پیشببگامان GTPهای گرم من   شببرکت ) ت م  باکتری

 است اده شد. LOT:808288اتتقا   ن ب  شماره 

می و ک بی  یا فی ار  ی لظببت  :DNA ک در  DNAغ
با اسببت اده از روش فل رومتر  های اسببتخراج شببدهتم ت 

(Quamus ).شد س   ش ر آنمان برر زمان اتدازه  ساخت ک
تدازه گیری  5گیری سبببری  در کمتر از  یت ا قابل ی ،  ثات

های بالایر بدون و یعیین غلظت DNAمقادیر بسبببیار کم 
 گرفت. تتیاز ب  رقیق سازی ص ر

ب    ا:آماده ستتا ی ارایمر سبببایت پت از مراجع  
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  ع  و طان و م

 جسببتد  در مقالات مختلف پرایمرهای مناسببب برای  ن
Ompf .شدتد سایت  اتتخاب  س  و  ف قپرایمر ها در  مقای

شدتد.  س ارش داده  سینا ن  شرکت  شدتد و ب   ست  بی
پیک م    100پرایمرها ی س  آب مقطر دی تیزه ب  غلظت 

ب د، رسباتده  پیک م   10و سب ت ب  غلظت مناسبب ک  
ی ان  پرایمر و ط   قطع  یکثیری آورده  2شد. در جدو  
ج ت پرایمر  3ط ق مطانعات اتدام شببده،  شببده اسببت.

س ارش  Bioneer خاب و جهت یهی  ب  شرکتمناسب اتت
 .داده شد

ی   قادیر م اد اون مل  PCRم  10برای هر واکنش شبببا
تر  ی ن کرو ی  PCR Master Mix 2x (Amplicon) ،1م

 10هببا بببا غلظببت میکرونیتر از هرکببدام یببک از پرایمر
 150انگ  ) DNAمیکرونیتر از  4پیک م   بر میکرونیتر، 

مقطر ب د. مراحببل دمببای  میکرونیتر آب  4تببات گرم( و 
شبببکل اتدام شبببد ک  ابتدا مرحل   نیبد PCR واکنش

درج  ساتت  گراد ب  مدت  95دتای راسی ن اونی  در دمای 
سی ن  35دقیق ،  3 شامل دتای را ساتت   95چرخ   درج  

 55 ثاتی ، مرحل  ایصبا  پرایمر در دمای 30گراد ب  مدت 
مرحل  یکثیر ثاتی  و  30ب  مدت  Ompf درج  ساتت  گراد

ساتت  گراد ب  مدت  72در دمای  و پت از  دقیق  1درج  
درج  سبباتت   72چرخ  مرحل  یکثیر تهای  در دمای  35

 (13)سالمونلا تیفی خصوصیات بیوشیمیایی باکتری  -1 جدول

 +  ºc 36حرکت در  منفی تولید اندول

MR  فنیل آلانین دآمیناز   +متیل رد- 
-  VP تخمیر لاکتوز  - 

 +گلوکز  تخمیر  مصرف سیترات +
 + ºc 37 رشد در +  سولفید هیدروژن
 تخمیر مانیتول  + - هیدرولیز اوره 
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 دقیق  اتدام پذیرفت. 6گراد ب  مدت 
جام  مان برای ان اه حرارت و   مه ننظیم در نا بر

 سانم تی یی  جهت شناسای   PCRبعد از  :PCRمراحل 
ص    ست اده گردید جهت ی ان  PCRاز مح جدو   یاب  ا

3). 
سلول  ای باکتریایی اذیرنده  E.coli آماده کردن 

سببب ی  اوریگام  ک  از داتشبببگاه  E.coliباکتری  وکتور:
ید در محی  کشبببت  ی  گرد مای  LBیهران یه  37در د

سببباعت کشبببت داده  16-17درج  سببباتت  گراد بمدت 
 10و س ت در دستگاه ساتتری    ن ن  ای بمدت  ش دم 

سبباتتری    شببد. سبب ت محل    g10000دقیق  در دور 
ست آمد. م  س ب باکتری بد شده و ر  روی  دور ریخت  

میکرونیتر( در  75معم لا )ها را در حدم دنخ اه  ی ان آن
میل  نیتری در پیچ دار مخصبب   ذخیره  5/1های  یی ب

  گراد بصببب رت بلند مدت درج  سببباتت -70و در دمای 
 .(14کرد )تگهداری 

در باکتری اشتتریشتتیاکلی  ompfکلون کردن ژن 
ب  منظ ر کل تینگ سری  یر و م ثریر محص    :اوریگامی

PCR  از روشTA-Cloning  ک  کیت  شبب دم اسببت اده
PCR TA-Cloning  .از شبببرکت سبببینا  ن یهی  گردید

یک  مده در این روش از  یت آ کل ک ک  در پروی ماتط ر  ه
نام  های  PTG19-Tوکت ر خط  ب باز  3´ک  در اتت آن 

ست اده  ست اده از وکت ر خط  ش دم ییمین قرار دارد ا . ا
PTG19-T  خ د دارای باز ییمین اسبببت  3´ک  در اتتهای

ب   PCRن محص   مندر ب  ایصا  مستقیم و سری  و آسا
 ligase T4 DNAگردد، س ت آتزیم  وکت ر کل تینگ م 

صا   شکیل پی تد ک والان ای م رد تظر ب  وکت ر  DNAبا ی
خط  را محکم میکند، در تتید  یک م نک   حلق ی ک  
حاوی  ن م رد تظر ماست یشکیل شده ک  ی اتای  یکثیر 

ند  مات ناسبببب  بان م   دارا م E.coliخ د بخ د را در میز
شد ضم آتزیم وبا شد تم   در این روش تیاز ب  مرحل  ه با

(14، 15). 
آزم ن کل تینگ با است اده از تاقل  : ompfژنکلونینگ 

pTG19  با اسبببت اده از کیتSilica Bead DNA Gel 

Extraction Kit (Thermo Scientific, USA)  و بببا
اشریشیا است اده از روش ش ک حراری  در باکتری مستعد 

ی   کل  ید. در آزم ن  E.coliسببب  دام گرد گام  ات اورا
تتید  کل تینگ را بر روی آگار  3کل تینگ و در شبببکل 
  ompf پت از کل ن کردن  ن هایتشان داده شده است. 

س ید( س ی  های کل ن شده  ی س  کلن  سلکشن )آب /
 (.3شکل شدتد )جداسازی 

ید تتت    نای به منظور  یدبآبی  بالگری ستتف غر
نگ ک  پیش  :کلونی ماتط ر  ت  شبببد وکت ر ه یر تیز گ 

ت  در این روش  کار رف نگ ب  دارای  ن PTG19-Tکل تی
Lac z  م  باشبببد، چ نMCS   وسبببLac z   قرار گرفت

یخریب  Lac zاسبببت اگر قطع  ای وارد وکت ر شببب د  ن 
ک  آتان گ لاکت ز است و  X-gal. در محی  کشت ش دم 

IPTG  ک  انقاگر پروم ی رLac z   ن وج د دارد، در تتید 
ompf  باکتری فعا  ب ده و ازX-gal   است اده کرده و کلن

. اگر  ن م رد تظر ما وارد وکت ر شده ش دم آب  یشکیل 
غیرفعا  شده  ompfیخریب شده و آتزیم  Lac z ن  باشد

ست  از  ست در تتید  باکتری تت ات ست اده کند و  X-galا ا

 (14) مورد مطالعه در این تحقیق ompfپرایمرهای  ژن  -2جدول 

 پرایمر توالی  3→ '5' (bpاندازه پرایمر)

241 CGCAGAATTCATGGCAGAAATTTATAATAA AGA 
AGTCAAGCTTTCAGAACTGGTAAGTAATACCG AC 

Ompf (F) 
Ompf (R) 

 

 PCRبرنامه تنظیم درجه حرارت و زمان برای انجام مراحل  -3جدول 

 تعداد سیکل )ثانیه( زمان )درجه سیلسیوس( دما مرحله

 - 180 95 واسرشت اولیه
 - 30 95 واسرشت
 - 30 55 اتصال

 35 60 72 بازآرایی)گسترش(
 - 300 72 بازآرایی نهایی
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. در شبب دم های سبب ید در محی  کشببت یشببکیل کلن 
های س ید تشان دهنده این است ک    یشکیل کلن تتید

ست. بعیوه چ ن  شده ا  ن م رد تظر ما با م فقیت کل ن 
محی  دارای آم   سببیلین م  باشببد، کلن  های  ک  م  
ی اتند در محی  رشبببد کنند در حقیقت تشبببان دهنده 
 دریافت پیسمید حاوی  ن مقاومت ب  آم   سیلین است

(16). 
س  مولکولی یک  Real time PCRروش در  :انجام ن

سنتز و یکثیر آن در یک یی ب اتدام  cDNA مرحل  ای از 
مرحل  ای تسببخ  برداری معک س و  2در واکنش  ه وشببد

یکثیر در یی ب های جداگات  صببب رت م  گیرد. ب  ط ر 
یکنیک  برای مشاهده ب  وق   ی  Real Time PCR کل 

با این روش  و ب دهط   زمان  در PCR پیشببرفت واکنش
یداتم  قادیر ی ن را تیز  RNA و DNA ،cDNA ی ان م

 .(16تم د )اتدازه گیری 
کل  برای  RNA برای این منظ ر از :RNAاستتتخراج 

 واکنش های یکثیر پرایمر اسببت اده شببد. برای اسببتخراج

RNA از میکروکیت RNeasy شببرکت Qiagen  اسببت اده
واجد سانم تی یی   شد. س س اتسی ن باکتریای  باکتری 

شد قرار دارتد م رد  ompf  ن ب دتد ک  در فاز نگاریتم  ر
  ت م  از کیت DNAحذف اسبببت اده قرار گرفت. برای 

DNase Qiagen  (18 ،17شد )است اده. 
شده RNA ار یابی کمی ستخراج  برای بررسبب   :ا

 280/260 استخراج شده از روش جذب ت ری RNA کم 
 RNA میکرونیتر از 2در این روش تات متر اسبت اده شبد. 

استخراج شده در دستگاه تات  دراپ قرار داده شد و جذب 
تات متر و تسببب ت بین این دو  280و  260ط   م ج های 

 هم بررسبب  شببد 260/230ط   م ج و همچنین تسبب ت 
(19). 

 با اسبببت اده از آتزیم cDNA سبببنتز :cDNAستتنت   

Reverse AMV با غلظت lµ/unit 25 شبببرکت Roche 

 3استخراج شده برای مدت  RNA اتدام شد. بدین یرییب

س ت  65دقیق  در دمای  شد.  ساتت  گراد اتک ب   درج  
درج  ساتت   42در در دمای  (RT) تسخ  برداری معک س

، Random Primer میکرونیتر 2دقیق  با  60گراد ب  مدت 
،  AMV Reverse Transcriptaseمیکرونیتر از آتزیم 8/0
یتر ازمی 2  میکرونیتر 1میل  م لار،  dNTP 10 کرون

Rnase inhibitor  بافر  2و  AMV آتزیم 10xمیکرونیتر 

س ت آتزیم شد.  ساتت   99در دمای  AMV اتدام  درج  
 .(19) دقیق  اتک ب  و غیرفعا  شد 5گراد ب  مدت 

 
  ایافته

سا ی شیمیایی اه  ادا شات بیو در  :نتایج آ مای
مدف ع بیماران مراجع   بانین  ت تم  60 بین این مطانع  از

سبانم تی سب ی   12م رد بررسب  کننده ب  مراکز درمات  
 ک  تتای  یسببتها بصبب رت زیر اسببت ب  دسببت آمد یی  

 :(4)جدو  
ستخراج س ی   :DNA نتایج نایید ا سای   شنا بعد از 

 اسببتخراج کیت ی سبب  DNAاسببتخراج  سببانم تی یی  
 Ompf ن باتدهای  صببب رت گرفت و از طریق انکتروف رز

 (.1)شکل  یایید شد مشاهده و
تایج  های  بر PCR واکنش :PCRآ مونن ن   روی ایزو

با ompf  برای شببناسببای   ن کدکننده سببانم تی یی  
 است اده از پرایمرهای اختصاص  اتدام شد. همچنین س ی 

 ن م رد تظر ب  عن ان کنتر  مث ت دارای  سانم تی یی  
 .در تظر گرفت  شد

: ompfاه  شتتناستتایی ژن  PCR نتیجه آ مایش
تشان داده شده است و بر اساس  1در شکل همان ط ر ک  

 گردید مشخ  ompf  جهت شناسای   ن PCR آزمایش
ت کلئ یید در تم ت  های اخذ شده قابل  241ک  این  ن با 
 مشاهده شد.

صل از  مارکر هماتط ر ک  در صاویر حا شاهده  PCRی م
است و از  ompfک  تشان دهنده  ن  bp241ش د باتد م 
( %4/8) 1جدا شببده ینها یک سببانم تی یی    سبب ی  12

 

 سالمونلا تیفیجهت شناسایی سویه  ایج بیوشیمیایی تست هانت -4 جدول
 تخمیر قندی حرکت اندول سیمون سیترات اوره آز تست

 سه گانه

 وگس متیل رد
 پرسکوئر

 - + Alk/A+H2S + - + - سالمونلا تیفی
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 (.2شکل ب د ) ompf ن س ی  واجد 
تل ا  کلونینگ  آزم ن کل تینگ  :ompfژن نتایج حا

 Silicaاسبببت اده از کیت با  pTG19با اسبببت اده از تاقل 

Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, 

USA)  و با اسبببت اده از روش شببب ک حراری  در باکتری
اوراگام  اتدام گردید.  E.coliس ی   اشریشیا کل مستعد 

تتید  کل تینگ را بر  3در آزم ن کل تینگ و در شبببکل 

 هایپت از کل ن کردن  نروی آگار تشبببان داده اسبببت. 
ompf  / های کل ن س ید( س ی  ی س  کلن  سلکشن )آب

 (.3کل ش) شده جداسازی شدتد
 

 Real time PCR نتایج مربوط به آ مون
سی نتایج  شده ompf انیببرر سیله  کلون   PCRبو

Real time: بب  منظ ر یباییبد تتبای  کل تینبگ، RNA 
ساخت  شد و  cDNA های مشک ک استخراج شده وکلن 

 بررس  شد ompfبیان  ن  Real time PCR ی س  آزم ن
 (.6 و 5، 4های )شکل
 

 سالمونلا نیفی ن یین  وی  مولکولی انس
از سانم تی یی    ب  منظ ر یعیین ه یت م نک ن  جنت

های  د   16srDna  عم مپرایمر ید )تتی اسبببت اده گرد
PCR  7در شکل). 
  

 
 بصورت باند قابل مشاهده است  Ompfاز باکتری سالمونلا تیفی واجد ژن  DNAتایید استخراج  -1شکل 

 
 ، به ترتیب از چپ به راست12تا  1مثبت از نمونه  ompf هایبر روی تعدادی از جدایه  PCRنتیجه آزمایش -2 شکل

( 1000-100Ladder DNA:)  ،+   ،باز نوکلئوتید قرار داشته( 400و  300)باند ژن موردنظر بین  کنترل منفی -کنترل مثبت 

 

 
 ompf ژن آنزیمسلکشن )کلنی  آبی و سفید( نتایج کلون  -3شکل 
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نتایج ن یین نوالی نوکلئونیدی حاتل ا  کلونینگ 
 ompfژن 
در  ompf بیان  ن PCRمحصبب    ی ان  ت کلئ ییدیبا  

 .(9 و 8)شکل  یایید شد گام ااشریشیاکل  اورباکتری 
 
 

 
 از ژن کنترل داخلی RNA نتیجه استخراج -4شکل 

 
 در انجام آزمایشات منحنی ذوب بدست آمده -5 شکل

 
 Real Time PCRنتایج منحنی تکثیر  -6شکل 
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 ب ث
آن پتاتسببیل وج د ب اسببط   سببانم تی یی  های پ رین

 برای یشببخی  و واکسببیناسببی ن دارتد. پرویئینرا لازم 

Omp ضای خات اده ست ک  ب  میزان ی پ رینیک  از اع ها
ش د. حض ر و یا گرم من   بیان م  هایباکتریزیادی در 

ی اتد در برتام  های واکسیناسی ن، عدم حض ر این  ن م 

 
شماره  –کنترل منفی  –)کنترل مثبت  سالمونلا تیفیبه منظور تعیین هویت مولکولی جنس   16sبا پرایمرهای عمومی   PCRنتیجه آزمون  -7شکل   1نمونه 

 که حاوی ژن کنترل داخلی(

 
 ompf و بلاست توالی یابی نوکلئوتیدیحاصل از نتیجه  -8 شکل

 

 ompf  بلاست وتوالی یابی نوکلئوتیدی حاصل از نتیجه  -9شکل 
 

 بحث
هاست که به میزان ی پورینیکی از اعضای خانواده Omp برای تشخیص و واکسیناسیون دارند. پروتئینرا آن پتانسیل لازم وجود بواسطه  سالمونلا تیفیهای پورین

های بزرگی تواند در برنامه های واکسیناسیون، درمان، کنترل و پیشگیری موفقیتحضور و یا عدم حضور این ژن میشود. های گرم منفی بیان می زیادی در باکتری
 و کلونینگ آن در باکتریپرداخته   ompfبه بررسی حضور ژن  PCRیک جفت آغازگر به روش   بر این اساس در این تحقیق  با استفاده از .را حاصل نماید

 .(20, 13)صورت گرفتاوراگامی  اشرشیاکلی
 سالمونلا انتریکاسویه به  مربوط OmpFو  OmpA ،OmpCهای غشاء خارجی پروتئیننشان داد که  2013و همکاران در سال  Hoda Toobakپژوهش 

دهد که واکسیناسیون با نشان می ی حاصلهاداده .گردیدبیان  E.coli BL21در باکتری شده و  کلون (+)pET28 a( در وکتور PTCC 1609)سروار تیفی
 . در راستای تحقیق فوق نیز جداسازی(21)شود اما این پاسخ های ایمنی حفاظتی نیستندهای نوترکیب فوق منجربه تولید پاسخ ایمنی قوی در موش میپورین
 پروتئین این. جست بهره آن از موثر واکسن به دستیابی منظور به بتوان تا گرفته صورت اشرشیاکلی باکتری در آن کلونینگ و تیفی سالمونلا از ompf ژن وکلونینگ

پاسخ های  وبرای افزایش پاسخ های ایمنی سلول  باشد. می دارا را واکسن ساخت و زاییایمنی در استفاده پتانسیل بیشتر آزمایشات و ها بررسی از پس نوترکیب،
 .آنتی بادی را بهبود می بخشد

در این مطالعه پروتئینی ترکیبی از سه  .های تیفوئیدی استعنوان نسل جدیدی از واکسناز این مطالعه معرفی یک پروتئین ترکیبی، بهبیدمشکی و همکاران  هدف 
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شگیری م فقیت صل درمان، کنتر  و پی های بزرگ  را حا
یک ج ت  با است اده از بر این اساس در این یحقیق .تماید

پرداخت   ompfب  بررس  حض ر  ن  PCRآغازگر ب  روش 
اوراگام  صبب رت  اشببرشببیاکل  و کل تینگ آن در باکتری

 .(20 ،13) گرفت
کاران در سبببا   Hoda Toobakپژوهش   2013و هم

 OmpA ،OmpCهای غشاا خارج  پرویئینتشان داد ک  
 سببروار یی   سببانم تی اتتریکاسبب ی  ب   مرب ط OmpFو 
(PTCC1609 در وکت ر )pET28 a(+) در شببده و  کل ن

تشان  ی حاصلهاداده .گردیدبیان  E.coli BL21باکتری 
های ت یرکیب ف ق دهد ک  واکسبببیناسبببی ن با پ رینم 

سب ایمن  ق ی در م ش م  ش د اما این مندرب  ی نید پا
. در راسببتای (21) پاسببب های ایمن  ح اظت  تیسببتند

 از ompf  ن وکل تینببگ جببداسببببازییحقیق ف ق تیز 
 اشببرشببیاکل  باکتری در آن کل تینگ و یی   سببانم تی

ستیاب  منظ ر ب  بت ان یا گرفت  ص رت سن ب  د  م ثر واک
 هابررس  از پت ت یرکیب، پرویئین این. جست بهره آن از
 و زای ایمن  در اسببت اده پتاتسببیل بیشببتر آزمایشببات و

سن ساخت شد. م  دارا را واک سب های  با برای افزایش پا
 .پاسب های آتت  بادی را به  د م  بخشد وایمن  سل   

هدف از این مطانع  معرف  یک  بیدمشبببک  و همکاران
های عن ان تسببل جدیدی از واکسببنپرویئین یرکی  ، ب 

در این مطانع  پرویئین  یرکی   از سبب   .یی  ئیدی اسببت
اسبببباس ت اح  بر OmpC و  OmpF ،OmpA پرویئین
سطح  و آتت ح اظت  شدشده،  در . (22)  تیک طراح  

 از ompf  ن وکل تینگ راستای یحقیق ف ق تیز جداسازی
 اشببرشببیاکل  باکتری در آن کل تینگ و یی   سببانم تی

ستیاب  منظ ر ب  بت ان یا گرفت  ص رت سن ب  د  م ثر واک
 هابررس  از پت ت یرکیب، پرویئین این. جست بهره آن از
 و زای ایمن  در اسببت اده پتاتسببیل بیشببتر آزمایشببات و

سن ساخت شد. م  دارا را واک سب های  با برای افزایش پا
 .های آتت  بادی را به  د م  بخشدپاسب وایمن  سل   

Aich برای   پژوهشببب در 2012در سبببا   و همکاران
سیت سندش میزان آتت  شای  تی ی پرویئین ت یرکیب غ

عامل حصبب  ، از فضببای  سببانم تی یی  خارج  باکتری 
عیوه بر سندش بیان پرویئین . بی ات  رماییک است اده شد

 ompF/ompA/ompCهای  از ی پت یرکیب شبببامل اپ 

بیت پرویئین ت یرکیب شببامل و وسببترن  SDS ی سبب 
در وکت ر  ompC و  ompA هایهای  از پرویئینی پاپ 

شد (pET32a+) بیات  سازی  سات   و ب  میزبان بیات   هم
. در راسبببتای (23) منتقل شبببد م رد تظریعن  باکتری 

 از ompf  ن وکل تینببگ یحقیق ف ق تیز جببداسببببازی
 اشببرشببیاکل  باکتری در آن کل تینگ و یی   سببانم تی

ستیاب  منظ ر ب  بت ان یا گرفت  ص رت سن ب  د  م ثر واک
 هابررس  از پت ت یرکیب، پرویئین این. جست بهره آن از
 و زای ایمن  در اسببت اده پتاتسببیل بیشببتر آزمایشببات و

در یحقیق حاضر تیز  .(28) باشد م  دارا را واکسن ساخت
 ب  منظ ر یهی  واکسن ص رت گرفت. ompfکل تینگ  ن 
اتدام  2019 ک  در سببا  Nimisha soman در یحقیق

 F (OmpF) Salmonellaپرویئین غشببای خارج   شببد و
typhimurium   شببببده و در یاب  کل ن شببببده، ی ان

ساختاری و ایمن   صیات  ص  س  خ سیلیک تانیز برای برر
شان داد ک   صل از این مطانع  ت شد. تتای  حا آن یرکیب 

یببک  Salmonella typhimuriumisاز  OmpFپرویئین 
ق ی برای ی نید واکسببن ت یرکیب علی   سبباختار بی ن  ی

 .(25 ،24) سانم تل ز در طی ر است
Preze Toledo M  چندین  2017در سببا  و همکاران
ند  مات یل  DNAجزا میکروب   ب  دن باکتریای  و فی ین، 

دارا ب دن ی اتای  ذای  برای فعا  کردن کارآمد پاسب های 
ایمن  ذای ، بب  عن ان داروهبای یدرب  واکسبببن م رد 

تد.  ت  ا غشبببای  بیروت   هایپرویئیناسبببت اده قرار گرف
آتت   ن محافظ بسببیار ایمن   (OmpF) سببانم تی یی  

عدم وج د یرکی ات اگزو ن،  هسببببت ک  در صببب رت 
. در کنندم های ایمن  ذای  و سببازگار را یحریک پاسببب

دا، ویژگ  در برابر طیف وسبببیع  از  S. Typhiهای این
های آزمایشبگاه  و بانین  مری   بررسب  گردید.  نآتت 

 نیاووان  مبا پرویئین  S. Typhiایمن سبببازی مشبببترک 
(OVA)،  عیوه بر این، ایمن سبببازی پرویئینS. Typhi، 

صر  ستای  .(26) ش دم آن در  IgGباعث ایداد عنا در را
 از ompf  ن وکل تینببگ یحقیق ف ق تیز جببداسببببازی

 اشببرشببیاکل  باکتری در آن کل تینگ و یی   سببانم تی
ستیاب  منظ ر ب  بت ان یا گرفت  ص رت سن ب  د  م ثر واک

 هابررس  از پت ت یرکیب، پرویئین این. جست بهره آن از
 و زای ایمن  در اسببت اده پتاتسببیل بیشببتر آزمایشببات و
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برای افزایش  .(28) باشبببد م  دارا را واکسبببن سببباخت
سب سل   پا سب های آتت  بادی را به  د  وهای ایمن   پا

 .بخشدم 
 Kumar سا  همکاران  و پ رین  هایپرویئین 2009در 

ببب  عن ان گیرتببده برای  کبب  گرم من   هببایببباکتری
مل  ها ع فا  ندم باکتری  های مختل    کن و در عملکرد

 .ماتند حمل و تقل امیح، پای  تز و ایمن  درگیر هسببتند
در یشخی   مهم تقش  S. Typhi نیپ رک  تد تشان داد

 هایپرویئینحاضببر،  یحقیقدر  .و واکسببیناسببی ن دارد
 در وکت ر S. Typhi از OmpC و OmpF غشببای اصببل 

pQE30UA شده و در و ب  اث ات  شد بیان E. coli کل ن 
سید شده  OmpC و OmpF  ن های ت یرکیب ک  ر ی نید 

در این کار ممکن اسبببت برای مطانعات بیشبببتر در م رد 
 ک  با یحقیق فعل  واکسیناسی ن و یشخی  است اده ش د

 .(27) مطابقت دارد
 Malickbasha مدم ع  از 2010در سبببا  همکاران  و
تم ت  مدف ع از تگهدارتدگان م اد غذای  برای غربا   50

های بدون عیمت حصببب   جم  آوری شبببد، . تاقلگری
ساس ویژگ  سانم تیهای جدای  های محی  کشت بر بر ا

گار،  BSA ،MacConkeyاسببباس  یک  XLDآ و فیل  تت
شدتد.  ن سای   س ی   ompR شنا سازی، از این دو  جدا

رسببم شببد. از  ompR ی ان  یاب  و یک درخت فیل  ت  از
سازی پرویئین سانم تی  ش  و جهش یافت  برای جدا وح

. در (28) غشببای خارج  جدا و با یکدیگر مقایسبب  شببد
 از ompf  ن وکل تینگ راستای یحقیق ف ق تیز جداسازی

 اشببرشببیاکل  باکتری در آن کل تینگ و یی   سببانم تی
ستیاب  منظ ر ب  بت ان یا گرفت  ص رت سن ب  د  م ثر واک

 هابررس  از پت ت یرکیب، پرویئین این. جست بهره آن از
 و زای ایمن  در اسببت اده پتاتسببیل بیشببتر آزمایشببات و

 باشد.م  دارا را واکسن ساخت
Xiao Wang   ع طان کاران در م با  2017سبببا  و هم

 E. coli از OmpF ک  تدتشبببان داد  بررسببب  فیل  تیک

CVCC 1515 (  شاوتدی بالای ( با %100دارای رابط  خ ی
  (% 8/52) و%E. coli (7/4  )های حدود تیم  از گ ت  

Shigella سببب ت در تتید  کل تینگ  ن مذک ر،  .اسبببت
OmpF ب  عن ان یک واکسبببن هم  کاره جهت  ت یرکیب

هدف از یحقیق  و یهی  شبببد  E.coli جل گیری از ع  تت

ضر کل تینگ سن  ompf  ن حا ستیاب  ب  واک ب  منظ ر د
 .(29)علی  بیماری حص   است

 
 گیرینتیجه
سببانم تی یک بیماری ع  ت  اسببت ک  باکتری حصبب   

بعن ان ، Ompf ن ی اتای   با ی ج  ب  سبب ب شببده و یی  
ن  قاتیتظر یحق مهم از نیپرویئ کی   یم ت ن یا در زمی

بانق ه برای یحر اسبببت. این  ن مطرح قدرت   کیدارای 
 ompf ن  باشد، جداسازی وکل تینگم   منیا یهاپاسب

و کل تینگ آن در باکتری اشببرشببیاکل  سببانم تی یی    از
 درمات  و تیازهای بت ان ب  منظ ر یأمین یا صبب رت گرفت 

سن م ثر از آن ستیاب  ب  واک ستبهره  د  نیپرویئ نیا .ج
س  ها و ب،یت یرک شتر پت از برر شات بی س آزمای  لیپتات

  . باشد  را دارا مساخت واکسن و  ی زا منیا دراست اده 
 

 نشکر نقدیر و 
ضر مطانع  ست پژوهش حا ای در زمین  میکروبی ن  ی ا

شد  س  ار شنا  99035987456321ک  از پایان تام  کار
اقت اس شببده اسببت. بدین سببیل  از آزمایشببگاه میکروب  
پاسببارگاد و ب یژه از کارشببناس ارشببد میکروب شببناسبب  
جناب آقای مدید صببادق پ ر و کلی  عزیزات  ک  در اتدام 
ند  تده داشبببت ید و ارز مای  م  یت علم  راهن عان این ف

 گردد. قدردات  و یشکر م 
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