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Abstract  

Background and Objectives: Streptococcus pyogenes (Group A , GAS ) is responsible for a wide 

range of infections. Additionally, acute rheumatic fever and acute glomerulonephritis can occur 

following the Group A infections. Numerous studies have shown that the Spy gene is associated 

with increased immunogenicity and severe infections. The aim of this study was to clone and     

express the Spy gene of Streptococcus pyogenes in Origami susceptible cells to develop a          

potential vaccine for this infection in the future.   

Materials and methods: In this descriptive cross-sectional study, 100 throat swabs were collected 

from patients visiting clinics in Tehran under sterile conditions. After transfer to the laboratory, 

strains isolation was performed using microbiological methods. Following DNA extraction and 

PCR testing to detect Spy gene, cloning was carried out in Escherichia coli Origami, the pET-26b 

plasmid. Colony selection, colony PCR, and Real-Time PCR were performed to confirm the       

accuracy of cloning.   

Results: Out of 12 Streptococcus pyogenes strains, 11 isolates carried the Spy gene. Enzymatic 

digestion of the pET-26b plasmid and cloning into the Escherichia coli Origami expression vector 

were successful. Additionally, the Ct value of the cloned cells compared to the internal control 

without cloning indicated successful expression of the gene.   

Conclusion: The results of this study indicate appropriate expression of the Spy gene using the 

cloning method in the Escherichia coli Origami vector and pET-26b plasmid, confirmed by       

Real-Time PCR.   
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عنوان به  Origamiهای مستعد در سلولاسترپتوکوکوس پیوژنز  Spyسازی و بیان ژن کلون

 کاندید واکسن

 1ناعمی رضوان، 2، بهروز شجاعی سعدی*2، ساسان ساکی3مبینا پورتوکل 
استادیار، گروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده علوم پزشکی،  2کارشناس ارشد، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه دانشگاه آزاد اسلامی اراک، اراک ، ایران.  1

 کارشناس ارشد، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه تربیت دبیر شهید رجایی تهران، تهران، ایران. 3دانشگاه آزاد اسلامی اراک، اراک، ایران. 

 چکیده

باشد. همچنین، تب حاد روماتیسمیی و ها می ( عامل طیف وسیعی از عفونتA،  GAS)گروه استرپتوکوکوس پیوژنز سابقه و هدف: 

 Spyکنند. مطالعات متعددی نشان داده اند که بیان ژن ها بروز میاسترپتوکوک Aهای گروه گلومرولونفریت حاد نیز به دنبال عفونت

های وخیم افزایش دارد. هدف از مطالعه حاضر کلونینگ و بیان ژن در بروز ایمونوژنیسیته و عفونتاسترپتوکوکوس پیوژنز مربوط به 

Spy  در سلول مستعدOrigami منظور تهیه واکسنی برای این عفونت در آینده بوده است.به  

های شهیر تیهیران در سواب حلق از بیماران مراجعه کننده به درمانگاه 111مقطعی، تعداد -در این مطالعه توصیفیها: مواد و روش

 DNAهای میکروبیولوژی انجام شد. پس از استخراج ها با روشآوری به آزمایشگاه منتقل شد. جداسازی سویهشرایط استریل جمع

انجام شد. کیلیونیال  pET-26bاوریگامی و پلاسمید اشریشیا کلی ، کلونینگ در وکتور Spyمنظور ردیابی ژن به PCRو انجام آزمون 

  منظور بررسی صحت کلونینگ انجام گردید.به Real-Time PCRآزمون  ،کلونی PCRسلکشن و 

و کلونینگ در  pET-26 bبودند. برش آنزیمی پلاسمید   Spyحامل ژن جدایه 11 ،استرپتوکوکوس پیوژنزسویه  12از مجموع ها: یافته

سلول کلون شده در مقایسه با کنترل داخلی فاقد کیلیون، نشیان  Ctاوریگامی موفقیت آمیز بود. همچنین اشریشیا کلی وکتور بیانی 

 باشد. می Spyدهنده بیان موفقیت آمیز بیان مناسب ژن 

بیود و  pET-26bاوریگامی و پلاسمید اشریشیا کلی در روش کلونینگ در وکتور  Spyنتایج این مطالعه بیان مناسب ژن  گیری:نتیجه

 دهد.را نشان می Real-Time PCRتایید این نتایج با روش 
  

 ، کلونینگ.pET-26b، پلاسمید Spyژن  ،استرپتوکوکوس پیوژنزکلمات کلیدی: 
 

 11130001پذیرش مقاله:                                 111301011ویرایش مقاله:                                  111303011دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: گروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده علوم پزشکی، دانشیگیاه 
 آزاد اسلامی اراک، اراک، ایران.

  sasansaki7478@gmail.comپست الکترونیک:               10161010200تلفن: 

 م دمه     

  DNAهای تخفیف حدت یافته و زیر واحیدی،                                  پس از واکسن           

شینیاسیی       عنوان واکسن نسل سوم در زمینیه واکسین                                  واکسن به        

هیای     معرفی گردید. امروزه واکسیناسیون برای مقابله با بیمیاری                                                     

ها میزان مر  و میییر                    (. واکسن        1عفونی  زم و ضروری است )                       

انید.      های عفونی را در سط  جهان کاهش داده                                  ناشی از بیماری              

ها کاسیتیه            های با اجرام زنده که از قدرت بیماریزایی آن                                            واکسن     

توانند ایمنی م  ر و طو نیی                             است، معمو   با دوز واحد می                            شده   

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خیلاقیانیه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به ا ر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب

https://ris.iau.ir/show-stat-person?xyz=VUNeCop7Sm3zv1-1XChxGa_6PdBn5-Kib-Oam0aAHyYsvdTjEDCmXmCzotAP4USNrzFIufPafKwyxWWID1MAA7wXxkZHSe-7_LTvosgK7wKiCpPoWB8MBy148T-6vdpY3HLZu3L5HkOrAGgBKb2HzgXyZXyZ
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هیا      های کشته شده ایجاد کننید. ایین واکسین                                    نسبت به واکسن             

علاوه بر دستگاه ایمنی هومورال، دستگاه ایمنی سلولی را نیییز                                                         

ها پتانسیل آن را دارنید کیه                             نمایند. این نوع واکسن                       تحریک می        

های مشابه شکل طبیعی بیماری به خصو  در افراد بیا                                                  واکنش     

های کشته شیده                نق  ایمنی را ایجاد کنند. برای اینکه با واکسن                                            

ها      دست آید، بایستی این واکسن                           مدت طو نی به              ایمنی کافی و به               

ابتدا در  ند نوبت تزریق کردند و برای جلوگیری از کیاهیش                                                      

بادی و ادامه ایمنی اغلب  زم است که تزریق واکسن                                                  سط  آنتی        

 (.  2و 1در آینده یادآوری شود )                      

مطالعات مختلف با استفاده از خوا  منحصر به فرد هر پاتوژن                                                         

برای طراحی مو رترین واکسن بر اساس ماهیت آن عیامیل در                                                    

هیای سیاخیت          (. یکی از مهمتیریین روش                     3تلاش می باشند )              

واکسن استفاده از ویروس زنده ولی ضیعیییف شیده اسیت.                                               

اصطلا  زنده و ضعیف شده در این جا بیه واکسینیی اطیلاق                                                

کنید. در واقیع،               شود که از ویروس ضعیف شده استفاده می                                     می  

تواند باع  بروز بیییمیاری                        ویروس آنقدر ضعیف است که نمی                           

شود. این نوع از واکسن بسیار مو ر است زیرا بیشترین شباهیت                                                         

(.    1کند )     را با عفونت طبیعی دارد و واکنش ایمنی قوی ایجاد می                                                 

واکسن غیرفعال حاوی ویروسی است که کشته شده و قادر بیه                                                     

هیای     بروز بیماری نیست. با این که ویروس زنده نیست، سلیول                                                 

سیستم ایمنی هنوز به ویروس مرده موجود در واکسن واکینیش                                                     

کنند تا بیرای پیاتیوژن                     دهند و سلول حافظه تولید می                            نشان می       

واقعی آماده باشند. مزیت این روش این است که کودکان د یار                                                        

توانند این واکسن را دریافت کنند زییرا ایین                                          ضعف ایمنی می            

شود. نقطه ضیعیف               روش حتی باع  بروز بیماری خفیف نمی                                 

این روش این است که گاهی  زم است  ند دوز از واکسین                                                  

 (.  1دست آید )         غیرفعال تزریق شود تا ایمنی و مصونیت با  به                                          

واکسن زیرواحد حاوی بخشی از یک میکروارگانیسم اسیت و                                                   

زای آن میورد             های ایمنی         به جای استفاده از کل پاتوژن، قسمت                                 

گیرد. این روش به طور عمومی میبیتینیی بیر                                     استفاده قرار می               

باشد. کلونینگ فرآیندی است که طی آن                                    تکنولوژی کلونینگ می                   

کنند و با ادغام آن در                         توالی مشخصی از ژنوم را جداسازی می                                 

های یکسانی از ژنوم را در میحیییط                                 هدف، نسخه           DNAیک    

نمایینید. هیدف از ژن                   طبیعی )سلول یا بافت زنده( تک یر می                                  

های متعدد از یک ژن منفرد اسیت                                کلونینگ فراهم کردن نسخه                       

های مختلف تحقیقاتی مورد استفاده است. به علاوه                                                که در حوزه          

دارای کاربردهای پزشکی از قبیل ژن درمانی و کیاربیردهیای                                                     

 (.  0باشد )        صنعتی نظیر تولید مقدار زیادی از یک پروتین می                                            

های بی ی یا کروی شکل هستنید و                                ها، باکتری          استرپتوکوکوس            

یابینید. سیطی               ای آرایش می             صورت دی لوکوکوس یا زنجیره                           به  

ها همواره یکسان است و بنابیرایین، ایین                                       تقسیم در این باکتری                   

شود. طول زنجیییره                   ها می       ای شدن آن           نوع تقسیم موجب زنجیره                     

ممکن است بسته به نوع گونه و شرایط رشد، از یک جفت تیا                                                     

(.    6و  سیلیول میتیفیاوت بیاشید )                    31ای بییش از             زنجیره      

های گرم م بت، فاقد اس یور و غیییر                                  ها باکتری         استرپتوکوکوس            

ها گرم منیفیی اسیت.                    ی این باکتری              متحرک هستند. کشت کهنه                     

ها آن است که فاقد آنزیم کاتا ز                                  های این باکتری                یکی از وی گی            

ها، به دلیل اینکه حتیی در ح یور اکسییی ن                                        هستند. اک ر آن              

هوازی اختیاری                 های بی        کنند، باکتری              صورت تخمیری رشد می                    به  

ها با تخمیر قند، اسید  کتیک                               و مقاوم به هوا هستند. این باکتری                                

ها، به        طورکلی، برای جداسازی استرپتوکوکوس                                   کنند. به          تولید می        

ی شان، محیط کشیت غینیی از                          دلیل احتیاجات غذایی پیچیده                          

 (.  6و  گیرد )        خون مورد استفاده قرار می                        

نیز  ندین فرآورده خارج سیلیولیی                                Aهای گروه            استرپتوکوک          

ها نقش واقعی یا نظری در حیدت                             کنند  بسیاری از آن                    تولید می        

های پیییروژنیییک                دارند. اگزوتوکسین                   Aهای گروه            استرپتوکوک          

( مسی یول         SPE Bو     SPE Aویی ه      ( )به     SPEsاسترپتوکوک )            

زاییی در           ب ورات مخملک و همچنین عوامل اصلیی بیییمیاری                                       

  SPEپاتوژنز سندرم شوک سمی استرپتوکوکی هستند. سه نوع                                                 

هایی کیه         به خوبی توصیف و ژن                    Cو     Bاز نظر ایمنی مشخ ،                    

های  ژناند.      کنند شناسایی و مشخ  شده                       ها را رمزگذاری می                 آن  

 (SPEs A،  speC ،speA  وspeC روی ییک بیاکیتیرییوفیاژ )

کیه ژن شوند، در حیالییلیزوژنیک استرپتوکوک کدگذاری می

در  speB( کروموزومی است. ژن speB)   Bاگزوتوکسین نوع 

شود، در حالی کیه دو یافت می Aهای گروه همه استرپتوکوک

ژن دیگر ممکن است وجود داشته باشند یا نباشند. محصول ژن 
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speBتیوانید ، در واقع یک آنزیم سیست ین پروت از است که میی

ایمونوگلوبولین انسانی، فیبرونکتین، ویترونیکیتییین و سیاییر                                                      

های سلول میزبان را بشکند که مینیجیر بیه تشیکیییل                                             پروتین      

 (.  0و  شود )     های کو ک و بیولوژیکی فعال می                              پروتین      

هیا بیییان         ، هیستامین و کیینییین                  1-پ تیدها، از جمله اینترلوکین                           

و سایر عوامل تعیین کینینیده شیدت                                SPE Bسیست ین پروت از                 

شود که واسطه پاسی                    تنظیم می          CovERSتوسط سیستم  اپرون                   

است و سیرکیوب و کیاهیش                      Aاسترس استرپتوکوک گروه                       

های حیدت بیه دنیبیال                    سرکوب ماژور را تنظیم می کند. ژن                               

هیای       ، جهیش در ژن           Aهای گروه            کلونیزاسیون با استرپتوکوک                         

CovERS                                                باع  ایجاد دخیل در  ندین فاکتور حدت، از جمله

تولید ک سول و ترش   ندین فاکتور حدت، از جملیه سیریین                                                   

در انیواع            Spy CEPهای     شود. همولو              می    Spy CEPپروت از         

استرپتوکیوکیوس              های بیماری زا کشف شده است.                            استرپتوکوک          

پ تیدازرا بیییان                  C5aیا      Spy CEP ، Scp Aیک همولو            پیوژنز        

دارد. این پروتین بیا جیدا                           Spy CEP  هویت با           31می کند که           

به فرار از سییسیتیم                    C5aکردن جز  کموتاکتیک آبشار کم لمان                                  

کند. این پروتین به دلیل نقش آن در هیر دو                                         ایمنی کمک می            

عنوان یک نامزد بالقوه واکسن با جیز یییات قیابیل                                            پاتوژنز و به            

(. بنابراین هیدف                 12-11توجهی مورد مطالعه قرار گرفته است )                                  

اسیتیرپیتیوکیوکیوس                SPاز مطالعه حاضر کلونینگ و بیان ژن                                  

در سلول مستعد اوریگامی به منظور تهیه واکسنی بیرای                                                  پیوژنز        

 این عفونت در آینده بوده است.                            
 

 ها  مواد و رو           

مقطعی       -در طی این مطالعه توصیفی                       گیری:       الف( بیماران و نمونه                    

مراجیعیه گیری به صورت غیر تصادفی از بیماران مراجعه                                           نمونه     

با اسیتیفیاده از                 کننده به درمانگاه مرکز طبی اطفال شهر تهران

های استریل تهیه گردید. پس از شر  مراحل تحقییق، از                                                  سواب    

 تمامی بیماران رضایتنامه کتبی اخذ گردید.                                       

ها از ناحیه حلق بیماران با استفاده از سیواب اسیتیرییل                                                   نمونه     

به آزمایشگیاه                 برابر          pآوری و س س در بافر فسفات با                               جمع   

های رشد یافته با اسیتیفیاده از                             انتقال داده شدند. شناسایی کلنی                              

مورفولوژی کلنی، همولیز بتا روی بیلاد آگیار حیاوی خیون                                                  

آمیزی گرم و حسیاسیییت بیه                        ، تست کاتا ز، رنگ                  1گوسفند        

های ت یید شیده در                  دیسک باسیتراسین انجام شد. س س، ایزوله                                     

    21( حیاوی        B Iمحیط کشت برین هارت انفوزیون برا  )                                  

درجیه        21گلیسرول برای انجام آزمایشات بعدی در دمای منفی                                               

 . ( 11) سلسیوس نگهداری گردید                      

های باکتری بیا اسیتیفیاده از کیییت                                          از نمونه          DNAاستخراج         

Sina  Pure  ONE   )Simul taneous  DNA and  RNA 

extraction                                                 سیناژن، ایران( انجام گردید. علاوه بر ایین بیرای( )

های کشیت بیعید از                بررسی سط  بیان ژن مورد نظر از کلنی                                  

Sina Pure ONEاز کیییت )          RNAکلونینگ جهت استخراج                     

(Simultaneous DNA and RNA extraction                   )سیناژن، اییران(

استفاده شد. مراحل استخراج بر اساس دستورالعیمیل شیرکیت                                                   

تولید کننده انجام شد. کیفیت نمونه استخراج شده با استفاده از                                                             

  261به      201نانودرا  اس کتروفتومتر و نسبت جذب نوری در                                           

از      cDNAنانومتر مورد بررسی قرار گرفت. علاوه بر این سنتز                                                

  cDNAاستخراج شده با استفاده از کیت سنتز                                      RNAهای     نمونه     

سیناکلون )سیناکلون، ایران( و بر اساس دستورالعمیل سیازنیده                                                        

 انجام گردید.            

مینیظیور       بیه    PCRواکنش       (:      PCRج( واکنش زنجیره پلیمراز )                         

و    Spyدست آمدن الگوی کافی از ژن برای کلونییینیگ ژن                                             به  

منظور کنترل نمونه هایا از نظر اختصاصییت بیا ژن                                              همچنین به         

16SrRNA                                             برای سویه مورد نظر باکتری بررسی شد. در طیی

این واکنش از مستر میکس تولید شده توسط شیرکیت ییکیتیا                                                 

تجهیز )تهران، ایران( استفاده شد. علاوه بر این  رخه دمیاییی                                                         

  31درجه سلسیوس               01سیکل دمایی              11برای ژن ها به صورت                    

 انیه         31درجه سلسیوس               2  انیه،          31درجه سلسیوس               01 انیه،        

دقیییقیه         11درجه سلسیوس برای                    01که با یک پیش واسرشت                     

درجیه        2 آغاز و در آخر با یک مرحله طویل سازی نهایی در                                              

دقیقه خاتمه یافت. توالی پرایمرهای مورد استفیاده در                                                     11برای      

بیا      PCRنشان داده شده است. نتیجه آزمیون                                  1جدول شماره            

مورد بیررسیی قیرار                       1ژل آگاروز           الکتروفورزیس              استفاده از            

 گرفته است.          
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درجیه  01دقیقه، تک یر شامل  1درجه سلسیوس برای  01اولیه 

 11درجه سلسیوس برای میدت  10 انیه،  31سلسیوس برای 

 رخه انیجیام  31 انیه در  01درجه سلسیوس برای  2  انیه و 

عنوان کنتیرل داخیلیی تسیت  16Sr RNAشد. از ژن خانگی 

و رسیم   spyاستفاده شد. س س برای محاسبه میزان بیان ژنیی 

و مقدار بیان ژن هدف  PRISMنمودارهای مربوطه از نرم افزار 

 mRNAگیری نسبی بیان محاسبه شد. آنالیز میزان بیان با اندازه

هیای هیا و سیروتییی ای از سیورهدر مقایسه با مجمیوعیه

استرپتوکوک انجام شد. بررسی سط  بیان با استفیاده از روش  

2-∆∆CT .انجام شد 

 

 هایافته

 111در نتیجه غربالگری های بالینی: الف( نتایج غربالگری نمونه

آوری شده از بیماران مراجعه کننده به درمانگاه سوال حلق جمع

سیوییه  12، در مجمیوع درمانگاه مرکز طبی اطفال شهر تهران

( استرپتوکوکیوس پیییوژنیزاسترپتوکوک ) Aمشکوک به گروه 

سیال تیا  0جداسازی گردید.  زم به ذکر است سن کودکان از 

سواب از پسیر  03سال و  0± 301سال بود با میانگین سنتی  11

 ها و مابقی از دختران مراجعه کننده به درمانگاه اخذ گردید. بچه

 PCRواکنیش کلونینگ این ژن:  و  spyب( بررسی فراوانی ژن 

برای ژن تحت مطالعه با پرایمرهای ذکر شده انجام شد. نتیاییج 

 spy ( حیامیل ژن 001 سویه ) 11نشان داد که  PCRواکنش 
 (.1بودند    )شکل 

پس از کلنی:  PCRبا روش کلونال سلکشن و  spyکلونینگ ژن 

توسط کلنی سلکیشین )آبییspy  0کلون کردن سویه حامل ژن 

(.         2های کلون شده جداسیازی شیدنید )شیکیل سفید( سویه

های مشکوک استخراج از کلنی DNAمنظور تایید نتایج کلون، به

و در نهایت با سکانیس میحیصیول  PCRشده و توسط آزمون 

PCRهای ، ورود ژنspy   اوریگامی تاییید اشریشیاکلی به باکتری

 قابل رویت است. 2شد که در شکل 

توسط کلنی سلیکیشین  spy پس از کلون کردن سویه حامل ژن

مینیظیور های کلون شده جداسازی شدند. بیه)آبی0سفید( سویه

های مشکوک استخراج شده و از کلنی DNA تایید نتایج کلون،

 .توالی پرایمرهای مورد استفاده :1جدول 

 نام ژن توالی پرایمر سایز باند

190 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16Sr RNA 

AAG GAG GTG GAT CCA GCC GCA 

407 AAAGACCGCCTTAACCACCT Spy 

TGG CAA GGT AAA CTT CTA AAG CA 

- TAATACGACTCACTATAGGG T7 Promoter 

GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

پرایمر الیگونوکل وتیدی اساسی ترین عامل مو ر بر راندمیان و 

می باشد. طراحی دقیق پیراییمیر  PCRاختصاصی شدن واکنش 

دست آوردن محصو ت مورد نظر در مقادیر مطلوب و بهبرای 

جلوگیری از تک یر توالی های غیر اختصاصی ضیروری اسیت. 

پرایمر در هر واکنش مورد نیاز می بیاشید.  M 1 -  101معمو   

از الکتروفورز روی ژل آگیارز  PCRبرای شناسایی محصو ت 

    استفاده شد.1

حاوی ژن  pET-26bکلونینگ با استفاده از  :spyد( کلونینگ ژن 

Spy   و ه م آنزیمی انجام شد. همچنین بررسی پلاسمید قیبیل

از القا به باکتری با استفاده از الکتروفورزیس و استخراج از ژل 

انجام  D 5aانجام شد. انتقال وکتور با شوک حرارتی در محیط 

های دارای وکتور حیاوی گردید. برای اطمینان از رشد باکتری

spy   آم ی سیلین به محیط اضافه گردید. در مرحله بعدی، بیرای

های رشد کرده بر روی محیط تایید صحت همسانه سازی کلنی

 T7Rو  T7F، با استفاده از پرایمرهیای LB + Kanaانتخابی 

 Colony PCRواکنش   T7)پرایمرهای مناسب برای پروموتور( 

 (.11و13انجام شد )

بررسی صحیت   : Real-Time-PCRه( بررسی کلونینگ با روش 

یابی ارزییابیی و توالی Real-Time-PCRکلونینگ با دو روش 

یابی مستقیم با روش سنگر و توالی 1گردید. پرایمرهای جدول 

ای پلیمراز در حجم یابی استفاده شد. واکنش زنجیرهبرای توالی

 Prime Q-MasterMixمیکرولیتر با استفاده از مستر میکس ) 21

(Genet bio, South Korea  11انجام گردید. واکنش شیامیل 

، ییک Depc waterمیکرولیتر از  1میکرولیتر از مستر میکس، 

میکرولیتر از پرایمر رییورس، میکرولیتر از پرایمر فوروارد، یک 

بود. تکی یییر  cDNAمیکرولیتر  2و  Rox dyeیک میکرولیتر از 

با برنامه دناتوراسیییون  Corbettهای مورد نظر در دستگاه قطعه
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 ،PCR و در نهایت با سکانیس میحیصیول PCR توسط آزمون

 .اوریگامی تایید گردیداشریشیاکلی به باکتری  spy هایورود ژن

به منظور تیایییید نیتیاییج  : Real time PCR   ج( نتایج آزمون

ساخته شید.  cDNA های استخراج شده وکلنی DNA کلونینگ،

 Real time PCR توسط آزمیون spy نتیجه تایید میزان بیان ژن

 1011لیتر و میلی 101های بررسی شد. در این مطالعه از غلظت

عنوان تیمار استفاده شد. در طی واکنش از به IPTG لیتر ازمیلی

ها استفاده گردید. منحنی ذوب برای بررسی اختصاصیت واکنش

در وکتور بییانیی بیود.  spy نتایج که نشان دهنده بیان بیشتر ژن

 IPTG لیتر ازمیلی 1011ساعت تیمار در غلظت  1نتایج پس از 

های تحت تیمار در در سویه Fold change نشان داد که میانگین

بود. این نتایج از نیظیر  1031های غیرتیمار برابر مقایسه با سویه

ساعیت در  1آماری بسیار معنی دار بود. همچنین تیمار پس از 

 Fold نشان داد که میییانیگییین IPTG لیتر ازمیلی 101غلظت 

change  تیییمیار های های تحت تیمار در مقایسه با سویهسویه

دار          بود. این نتایج از نظر آمیاری بسیییار میعینیی  1031برابر 

 (. 3و2( )شکل 10113) بود

 

 بحث

که از نظر کلینیکی مهیم  A تنها استرپتوکوک اختصاصی در گروه

های کلینیکی دارای  باشد. نمونه میاسترپتوکوکوس پیوژنز است، 

 β عنوان اسیتیرپیتیوکیوک ها به این ارگانیسم توسط آزمایشگاه

 شوند که بع ی مواقیع بیه آن گزارش می A همولیتیک گروه

GAB S یا GAS استرپتوکوکوس ژنی  گویند. ساختمان آنتی می

ژن )آنیتیی   Cهای دیواره سلولی کربوهیدرات  ژن از آنتیپیوژنز 

هیا  و نوکلی یوپیروتییین R و T پروتین  ، M  نسفیلد( و پروتین

 O ها )استرپتولیزیین تشکیل شده است. ک سول، انواع همولیزین

زا ییا هیمیان سیم  های تیب هیالورونیداز، اگزوتوکسین  (،sو

اریتروژنیک یا پیروژنیک که توسط باکترییوفیاژ میعیتیدل کید 

فسیفیوپیییرییدیین،  نوکلی یوتیییداز دی  ،(speA/B/C) شود  می

 DNase NADase استرپتودورناز، استرپتوکیناز )فیبرینولیزین( و

ایین   (. 0و باشند ) زایی این باکتری می از عوامل م  ر در بیماری

های مختلفی از قبیل گیلیودرد  یرکیی  باکتری مسبب بیماری

)فارن یت(، سلولیت، زرد زخم، تب مخملک، سینیدرم شیوک 

توکسیک استرپتوکوکی، پییودرمیی و ییک سیری عیوار  

باشد. منیشی   غیر رکی )تب روماتیسمی و گلومرولونفریت( می

.   باشید ها می ، افراد حامل این ارگانیسمAهای گروه استرپتوکوک

تواند به عفونت بالینی یا عفونت تحت بالییینیی  این شخ  می

ها را از طیرییق  که ناقلی باشد که استرپتوکوک مبتلا باشد، یا این

قطرات مترشحه از دستگاه تنفسی یا پوست خود به افراد دیگیر 

ها، تیرشیحیات  ترین منشا انتشار ارگانیسم منتقل کند. خطرناک

هیمیولیییتیییک  β-هیای بینی فردی است که حامل استرپتوکوک

ها از نیظیر  (. تعیین گروه و تی  استرپتوکوک10-11باشد ) می

های با ارزشی برای پیگیری اپیدمیولوژییک  ایمونولوژیک، روش

زنجیره انتقال هستند. در ایجاد سندرم شیوک سیمیی میانینید 

 ها ستون  Spyنتیجه بررسی فراوانی ژن  . spyنمایی از الکتروفورز ژن :  1شکل 

 مارکر، کنترل م بت، کنترل منفی.  Mبه ترتیب از    به راست:

با پرایمرهای  PCR( و Aتایید کلونینگ توسط کلونال سلکشن )  :2شکل 

M13  (B). 
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استرپتیوکیوکیوس پیییوژنیز باکتری   ،استافیلوکوکوس اور وس
سم اریتروژنییک( دارای خیاصیییت  A خصو  سروتی  )به

شدت فیعیال کیرده و  ژنی بوده و سیستم ایمنی را به سوپرآنتی

(. استرپتوکوک پییوژنیز 21و21گردد ) سبب عوار  عفونت می

یک پیروتی یاز سیریین در  (SpyCEP) پروتیناز پوشش سلول

ها را غیرفعال می کند، جیذب معر  سط  است که کموکاین

زاییی کند و ایمنیها و پاکسازی باکتریایی را مختل مینوتروفیل

 (.22و0) ای را در مدل های بالینی نشان داده استامیدوارکننده

آوری شده از نمونه سوال حلق جمع 111در مطالعه پیش رو از 

تهیران،   بیماران مراجعه کننده به درمانگاه مرکز طبی اطفال شهر

سویه حیاوی  11جدا شده که استرپتوکوکوس پیوژنز سویه  12

و همکاران میطیابیقیت            Fazeli بود. این نتایج با مطالعه Spy ژن

(. این نتایج با تفاوتی جز ی در برخی دیگر کشورها 23داشت )

هیای حیاوی نیز نشان داده شده است. باری م ال شیوع ایزولیه

 (.21  گزارش شده است )21در سودان   Spyژن

Armstrong ( به شناسایی یک باکترییوسییین 2110و همکاران )

بیا اسیتیفیاده از استرپتوکوک پیوژنز در  IIb دو جز ی کلاس

فناوری بیان درون تنی مبتنی بیر رکیامیبییینیاز پیرداخیتینید. 

یک پاتوژن باکتریایی برجسته در سیطی  استرپتوکوکوس پیوژنز 

دهد، اما عوامل جهانی است که جهت میزبانی انسان را نشان می

در برای رقابت پیوژنز استرپتوکوکوس توانایی باکتریایی مس ول 

این طاقچه بیولوژیکی محدود به خوبی شناخته نشده است. بیا 

تنی مبتنی بر رکومبیناز آوری بیان درون استفاده از یک سیستم فن

یک ناحیه پروموتور القا شده در داخل   ،(RIVET) مهندسی شده

 IIb بدن در با دست یک سیسیتیم بیاکیتیرییوسییین کیلاس

 سیوییه M18  استرپتوکوکوس پیوژنزشده در سروتی   بینی پیش

MGAS 8232  شناسایی شد. این عنصر پروموتر تحت شیراییط

آزمایشگاهی آزمایشگاهی فعیال نیبیود، امیا بیه شیدت در 

نازوفارنکس موش القا شد. بیان نوترکیب پ تیدهای باکتریوسیین 

 SpbN و SpbM) استرپتوکوکوس پیوژنز بالغ پیش بینی شده  

تعیین شده( نشان داد که هر دو پ تید برای فعالیت ضدمیکروبیی 

مورد نیاز بودند. با استفاده از ییک آزمیاییش عیمیلیکیرد در 

ما بیشتر نشان داده شد که عملکرد ایمنی   ، کتوکوکوس  کتیس

کیدگیذاری spb N در پایین دست  M18 استرپتوکوکوس پیوژنز

 (.21) شده است

 و همکاران دریافتینید کیه Chiappini در ایتالیا، 2112در سال 

Spy CEP استرپتوکیوکیوس عنوان یک واکسن بالقوه در برابر به

مرتبط  Spy CEP توصیف شده است و ما نشان دادیم کهپیوژنز 

های خا  شناسایی شد. در شیراییط بادیبا سط  توسط آنتی

بر  Spy C EP هایی با ا رات مهاری بادی آزمایشگاهی،  نین آنتی

با واسطه کموکاین مقابلیه کیردنید. بینیابیرایین،  PMN جذب

ممکن است هم به طور مستقییم بیا  α-Spy CEP هایبادی آنتی

فعال کردن اپسون فاگوسیتوز و هم به طور غیرمستقیم با خن یی 

زای مهم، برای میزبان مفید باشد. میدل کردن یک عامل بیماری

حیوانی که ما به کار گرفتیم، نویدبخش کاربیرد وسیییعیی در 

 مطالعه پاتوژنز باکتریایی است.

سیازی، و همکاران در مطالعه ای با عنوان شبیه Abate در ایتالیا،

بیان، خال  سازی، تبلور و تجزیه و تحلیل اولیه پراش اشیعیه 

ژن کاندید بیرای واکسین عیلیییه یک آنتی  ،Spy CEP ایکس

ایمونوژن است و در  Spy CEP دریافتند کهاسترپتوکوک پیوژنز 

کینید. بیه محافظت میی GAS هایهای حیوانی از عفونتمدل

منظور توصیف ساختاری این نامزد امیییدوارکینینیده واکسین، 

سازی شید،  طراحی، شبیه Spy CEP  ندین ساختار بیان پروتین

تولید شد، با کروماتوگرافی میییل تیرکیییبیی اشریشیا کلی در 

های کریستالیزاسیییون قیرار  سازی شد و تحت آزمایش خال 

 های یک شکل سلنومتیونین از یک اکتو دومیینگرفت. کریستال

Spy CEP (. 2دست آمد )تقریبا به 

بررسی شید.  Real time PCRتوسط آزمون  spyمیزان بیان ژن 

لیتیر از میلی 1011لیتر و میلی 101های در این مطالعه از غلظت

IPTG تیوان بیه صیورت عنوان تیمار استفاده شد. حال مییبه

 exponentialتوافقی سیکلی که در آن محصو ت وارد فیاز 

عنوان سیکل مرجع در نظر گرفت. در اینجیا حید شود را به می

در نظر گرفته شید. میفیهیوم       exponentialآستانه ورود به فاز 

Ct ها یکسان است و به مفهوم سیکلی اسیت برای همه دستگاه

از یک حید آسیتیانیه فیراتیر        real timeکه در آن محصو ت 

 رفته است.



 و همکاران.مبینا پورتوکل  .عنوان واکسنبه origamiدر  Spyبیان ژن  .1113ها، سال هفدهم شماره دوم، تابستان  دنیای میکروب

102 

 IPTGلیتر از میلی 1011ساعت تیمار در غلظت  1نتایج پس از 

های تحت تیمار در در سویه Fold changeنشان داد که میانگین 

بود. این نتایج از نیظیر  1031های غیرتیمار برابر مقایسه با سویه

 (.1 نمودار( )11101دار بود )آماری بسیار معنی

 گیرینتیجه

های کلونینگ برای بیررسیی مطالعه حاضر بیانگر اهمیت روش

هیا زایی میییکیروارگیانیییسیممطالعه بیشتر خصوصیات بیماری

در روش کلونیینیگ  spyبر این، بیان مناسب ژن باشد. علاوه می

تیایییید  pET-26bاوریگامی و پلاسمید اشریشیا کلی در وکتور 

دهد. این روش را نشان می Real-Time PCRاین نتایج با روش 

کلونینگ برای مطالعات آینده به نظر کیاربیردی و مینیاسیب      

 خواهد بود.

  

 ملاحظات اخلاقی

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سیرقیت ادبیی و 

سازی را در این میقیالیه رعیاییت انتشار دوگانه و تحریف داده

 گردیده است.

  

 تشکر و قدردانی

این پ وهش با حمایت دانشکده علوم پایه دانشگاه آزاد اسلامی 

واحد اراک انجام گردید و از مس ولین مربوطه تشکر و قدردانی 

 گردد.می

 

 تعارض منافع

 وجود ندارد.

 
 

هیای میخیتیلیف های کلون شده با غلظتدر سویه (ct)حد آستانه :  3شکل 

IPTG. 

 .IPTGهای مختلف نتایج آنالیز آماری در غلظت: 1نمودار 
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