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 مقاله پژوهشي 

  ي: مطالعه آزمايشگاهيوممور يفيسالمونلا ت ياز باکتر sipA حذف ژن يبرا يايجاد سازواره ژن
  

 ٣، ميلاد پزشکي٢٭عباس دوستي، ١معصومه ساکي حسيني

 
  01/10/1400تاریخ پذیرش  25/10/1399تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

تريش است. يترين پرها يکي از شايعيک باسيل گرم منفي، بدون اسپور، فاقد کپسول، متحرک و داراي فلاژل سالمونلا تيفي موريوم باکتري :هدف و زمينهپيش
ن هاي سالمونلا است. پروتئيزايي گونههاي ميزبان شرط لازم براي بيماريباشد. توانايي وارد شدن و زنده ماندن در سلولهاي غذايي ميسالمونلا عامل مسموميت

حذف  ي ژني برايشود. اين مطالعه با هدف ساخت سازوارههاي ميزبان منتقل ميزايي مهم است که توسط باکتري به سلولالمونلا يک فاکتور بيماريتهاجمي س
  سازي آن در باکتري اشريشيا کلي انجام گرفت.از باکتري سالمونلا تيفي موريوم و کلون  SipA ژن

در مرکز تحقيقات بيوتکنولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهرکرد انجام گرفت. در اين  ۱۳۹۷تا خرداد  ۱۳۹۶اهي از مهر : اين مطالعه آزمايشگکار مواد و روش
در حامل  T/Acloningها به روش تکثير گرديد. سپس هرکدام از اين توالي PCRها و روش به کمک پرايمرهاي اختصاصي آن SipAژن  '3و  '5تحقيق توالي 

pGEM-Teasy لون و سپس به باکتري اشريشيا کلي ترانسفورم گرديد. با استفاده از روش کPCR  ييد نهايي تأييد گرديد. تأقطعات مربوط به هر ناحيه تکثير و
  انجام گرفت. XhoIو  XbaIهاي ي حاصل با استفاده از آنزيمسازواره

جفت باز بود. همچنين حامل  ۱۵۲۰ي ژني به طول آميز ژن موردنظر در باکتري اشريشيا کلي و ساخت سازوارهسازي موفقيت ي کلوندهنده: نتايج نشانهايافته
pET32  جفت باز ازلحاظ ظرفيت پذيرش بهترين نوع حامل در پذيرش توالي سازواره بود. ۵۹۰۰به طول  

عنوان واکسن زا را حذف و از آن بهتوان با قرار دادن يک ژن، ژن آسيبرسد که ميبا توجه به نتايج حاصل در اين مطالعه به نظر مي :گيريبحث و نتيجه
وم کرد و سپس يتوان با روش الکتروپوريشن اين سازواره را وارد باکتري سالمونلا تيفي مورکه ميطوريشده عليه سالمونلوزيس مورد استفاده قرار نمود. بهيفتضع

  زا حذف خواهد شد.افتد و ژن بيمارينوترکيبي همولوگ بين اين دو ژن اتفاق مي Kanو  sipAي فرادست و فرودست ژن هاتشابه توالي واسطهبه
  SipAنگ، ژن کلوني T/Aي ژني، اشريشيا کلي، سالمونلا تيفي موريوم، سازواره: ها:کليدواژه
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  مقدمه

 اساس است. بر پيچيده بسيار سالمونلا هايباکتري بنديطبقه 

 سالمونلا گونه دو به سالمونلا جنس اعضاي ،بنديطبقه آخرين

 انتريکا، شوند. سالمونلامي بنديتقسيم بونگوري سالمونلا و انتريکا

 ۷ شامل خود DNAهمولوژي  و بيوشيميايي هاياساس ويژگي بر
 هستند. اين مختلفي هايسروتايپ شامل يک هر که است زيرگونه

 ۲۶۰۰ از بيش به سوماتيك و فلاژل هايژنآنتي اساس بر جنس

 زابيماري حيوان و انسان براي هاآن بيشتر كه شودمي تقسيم سرووار
). ۱گيرد (مي صورت غذا و آب طريق از بيماري اغلب انتقال و هستند

                                                             
   يرانواحد شهرکرد، شهرکرد، ا يدانشگاه آزاد اسلام يه،دانشکده علوم پا يک،ارشناس ارشد گروه ژنتک ١
 مسئول) يسنده(نو يرانواحد شهرکرد، شهرکرد، ا يدانشگاه آزاد اسلام يه،دانشکده علوم پا يک،گروه ژنت ياراستاد ٢
 ، اراک، ايراندانشگاه اراک ژنتيک، ارشد، يکارشناس ٣

از طريق غذا، سالمونلا از اهميت  شدهمنتقلهاي يدر ميان باكتر
ي ها از ورم معدهبرخوردار است که طيف وسيعي از بيماري ياويژه

خفيف خود محدود شونده تا تب حصبه سيستميک کشنده را باعث 
ترين عفونت ن و متداوليترعيشاگاستروانتريت،  ).۲شود (مي

 ويژههبهاي سالمونلا سالمونلايي در انسان است كه توسط سروتايپ
ه هر کطوريبهشود. يس ايجاد ميسالمونلا تيفي موريوم و انتريتيد

ميليون نمونه از سالمونلوزيس غيرتيفوئيدي در  ۴/۱ساله حدود 
 ياگاستروانتريت حاد، تب روده ).۳شود (گزارش مي متحدهايالات

وارد م ازجملهسيستميك،  يهاتيفوئيد يا پاراتيفوئيد و عفونت
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يديس ريتهاي سالمونلا تيفي موريوم و انتجادشده توسط سروتايپيا
خام  يهااز طريق مصرف غذا معمولاً يانسان يهايهستند. آلودگ

شود. بنابراين يروزانه حاصل م يو غذاها مرغتخممانند گوشت، 
ها در انسان، ناشي از آلودگي مواد منبع اصلي تمامي اين بيماري

ن عوامل يترمهم). اين دو سروتايپ، ۴غذايي و حيواني است (
شوند كه از يها محسوب مدر حيوانات و انسان ياروده زايبيماري

ن ترييکي از مهم عنوانبهيابند و طريق آب و غذاي آلوده انتقال مي
). سالمونلا تيفي ۵مشکلات بهداشتي در سراسر دنيا مطرح هستند (

 هاي زياديهايي است كه علاوه بر انسان، ميزبانگونه ازجملهموريوم 
، گونهاينهاي مهم از ويژگي ).۶ است (داشته و امكان شيوع آن بالا

توانايي آن در باقي ماندن به شكل زنده و قابل تكثير به مدت طولاني 
هاي غذايي است. اين باکتري يکي از عوامل مهم در محيط و نمونه

هاي عمدي در آلوده سازي آب و بيولوژيک است که در خرابکاري
اعضاي جنس  اگرچه. )۷غذا در تاريخ، از آن استفاده شده است (

قرابت ژنتيکي بسيار مشابه يکديگر هستند، اما  ازلحاظسالمونلا 
. زايي وجود دارداي در بروز بيماري و شدت بيماريتغييرات گسترده

ها، نقش مهمي در تکامل کسب يا از دست دادن برخي از ژن
هاي مبتني بر روش .کندهاي مختلف سالمونلا ايفا ميسروتايپ

هاي فنوتيپي هاي روش، بسياري از محدوديتDNA حليلوتتجزيه
نمايد و دانش ما را در مورد روابط اپيدميولوژيکي و طرف ميرا بر

 سالمونلوز ).۸بخشد (هاي انساني بهبود ميژنتيکي دخيل در عفونت
 .است دام و انسان بين مشترك و مهم عفوني هايبيماري از يكي

 و منفي گرم اختياري، هوازيبي هايباكتري سالمونلا هايسرووار
). ۹( دارند تعلق آنتروباكترياسه خانواده به كه بوده زا توكسين
 ،خوني اسهال و اسهال با توأم آنتروكوليت سقط، با عموماً بيماري

 سبب تواندمي سالمونلا به ابتلا .است همراه مرگ و سپتيسمي
). در ۱۰( شود باليني عوارض بدون بيماري مخفي شكل گسترش

گارتنر از فردي که در اثر گاستروانتريت ناشي از مصرف  ۱۸۸۸سال 
گوشت نپخته، مرده بود جرمي جدا کرد و آن را سالمونلا ناميد که 

يک جراح  ۱۸۹۶ها سالمونلا اينتريتيديس خوانده شد. در سال بعد
انگليسي به نام آلمورت رايت اولين حفاظت را عليه سالمونلا انجام 

). ازجمله کارهايي که ۱واکسن آنتي تيفوئيد توسعه يافت ( داد و
 ي واکسن حاوي دو جهش حذفيتاکنون انجام شده، تهيه

cya/crpي سيکل آدنيلات و ژن پروتئين (حذف ژن کد کننده
 ۲۰۱۰) در سال cAMPي آدنوزين مونو فسفات سيکل يا گيرنده

المونلا ي سها با سويهاست. در همان سال واکسيناسيون جوجه
(ژن درگير در مسير cobs/cbin گاليناريوم حاوي جهش حذفي

) نيز انجام شد که تزريق آن، B12بيوسنتز سيانوکوبالامين ويتامين 
کاهش سالمونلا تيفي موريوم در روده کور و طحال را نشان داد و 

ها که دو بار واکسينه شدند کمتر به سالمونلا هايي از جوجهگروه

يک سالمونلا اينتريديتيس  ۲۰۱۱تلا شدند. در سال اينتريديتيس مب
يکي از اجزاي مهم تاژک  flic(پروتئين  phop/flicجهش حاوي 

 phopاي و براي چسبندگي مهم است و سالمونلا است که رشته
که نقش مهمي در  phop/poQبخشي جزئي از سيستم نظارتي دو

ارزيابي قرار  ها موردعنوان واکسن در جوجهزايي دارد) بهبيماري
درگير در  adhFو  pfIBحذف دو ژن  ۲۰۱۳). در سال ۱۱گرفت (

را  SPI-1مسير متابوليسم پيروات سالمونلا تيفي موريوم، بيان ژن 
ند کسالمونلا را کد مي шسيستم ترشحي نوع  SPI-1تغيير داد، که 

زاي سالمونلا نقش دارد ي بيماريهاي عمدهو در توليد پروتئين
فاگوسيتوز و آغاز  هاي غيرسالمونلا با ورود به سلول ).۱۲(

هاي اکتين و اتصال رشته شدنساختهها و همانندسازي در داخل آن
شود که اين تحريک ها باعث اسهال و استفراغ شديد در انسان ميآن
دهد. ساخت و ي چهار پروتئين مهاجم سالمونلا رخ ميوسيلهبه

مستقل از اجزاي  طوربهسالمونلا  هاي اکتين دربندي رشتهدسته
ت شناخته اسگيرد و اين فعاليت پاتوژن ناسلول ميزبان صورت مي

در سالمونلا تيفي موريوم انتقال پروتئين کيناز  sipA). پروتئين ۱۳(
C کند. سالمونلا تيفي موريوم از طريق به بخش غشايي را تنظيم مي

sipAينازکئين ، مسير انتقال سيگنال وابسته به پروت C  را فعال
ي چندشکلي يا هاي داراي هستهکند و باعث تحريک نوتروفيلمي

در سرتاسر لومن روده  ۸پلي مورفونوکلئار و توليد اينترلوکين 
 sipAآورد. پروتئين شود که پاسخ التهابي شديدي به وجود ميمي

شود که اين سيستم توليد مي шتوسط سيستم ترشحي نوع 
شود ) کد ميSPI-SPI ,1-2زايي سالمونلا (اير بيماريي جزوسيلهبه
س يتيديک سالمونلا انتري با هاجوجه به يدهانون يناسيواکس ).۱۴(

 ريمس در يديکل يمؤلفه بيترک در (اختلال aroAافته يجهش نژاد
 درسالمونلا  ينژادهارقابت  زانيم کاهش آن يجهينت (وسنتزيب

 .)۱۵شد ( < واحد)۲( روده کور درو ) واحد ۱-۲( يداخل يهاارگان
 cya/crpجهش  دو يدارا وميمور يفيت سالمونلان واکس نيهمچن

 نينوزآد يرندهيگ نيپروتئ و لاتيآدن کليس يکننده کد (حذف ژن
نلا سالمو يرقابت ينژادها زانيم کاهش از يحاک) کليس مونوفسفات

هاي واکسن ).۱۶د شد (واح ۶روده کور تا سقف  دروم يمور يفيت
ه شوند. دسته اول واکسن زندبندي ميسالمونلا به چهار دسته تقسيم

شده که شامل موتاسيون يا حذف ژن مسئول متابوليسم، يفتضعو 
ي واسطهواگيري يا بقاء ارگانيسم در ميزبان است. اين واکسن به

بادي و پاسخ ايمني بين سلولي، ايمني محافظتي سازي آنتيفعال
فعال هاي دسته دوم شامل واکسن غيرند. واکسنکيمالقاء 
هاي مختلف ي روشوسيلههايي که بهکه از باکتري شدهکشته

ه بشوند، فعال ميها غيرازجمله گرما، فرمالين، استون و ديگر روش
واحدي هاي دسته سوم شامل واکسن زيرآيد. واکسنمي دست

ئين پروت عمدتاًکه شده يفتعرژن باشند که از يک يا چند آنتيمي
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ي ي پروتئين غشامثال عصارهعنوان. بهاندشدههستند، تشکيل 
هاي سالمونلا يتاً دسته چهارم از واکسننهاخارجي سالمونلا. و 

واکسن اسيد نوکلئيک است که شامل پلاسميد باکتريايي که 
اي که بيان ژن توسط گونهکند بههاي واکسن را کد ميژنآنتي

). هدف از اين تحقيق ۱۷شود (کاريوتي قوي هدايت ميپروموتور يو
در باکتري سالمونلا تيفي  sipAي ژني براي حذف ژن توليد سازواره

  باشد.يمسازي موريوم با استفاده از روش همسان
  

  مواد و روش کار
تا خرداد  ۱۳۹۶اين مطالعه آزمايشگاهي در فاصله زماني مهر  

در مرکز تحقيقات بيوتکنولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد  ۱۳۹۷
شهرکرد انجام شد. در كليه مراحل تحقيق جهت تكثير و ترانسفرم 

يجادشده، از باكتري اهاي ژني نوتركيب ها و سازهنمودن وكتور
فاده شد. اشريشيا كلي سويه است Top10اشريشيا كلي سويه 

Top10  از بخش بيوتكنولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد
گرفته شد. سالمونلا تيفي موريوم سويه استاندارد از بخش 

ت و تكثير منظور كشميكروبيولوژي انستيتو پاستور ايران تهيه شد. به
ن که اي )TSI)Triple Suger Ironباكتري سالمونلا از محيط کشت 

 ي بافريمحيط حاوي گلوکز، سوکورز، لاکتوز، سولفات آهن، عصاره
  مثل فنل رد، استفاده شد. PHو يک معرف 

ــد به دماي   ــالمونلا براي رش ــانتي درجه ۳۷س  ۱۸گراد به مدت س
هاي رشد يافته با استفاده از كيت استخراج ساعت نياز دارد. از كلني

DNA ) سيناژنDNPTM Kit, CinnaGen, Iran بر طبق روش (
هاي موجود پرايمر .ژنومي باكتري تخليص گرديد DNA كار كيت،

ــماره  ــت ژن   ۱در جدول ش ــت و فرودس براي تكثير قطعات فرادس
SipA  افزار که با اسـتفاده از نرمGene Runner  ،طراحي شده بود

 Sub-Cloningمنظور سهولت كلون سازي و سپس استفاده شد. به
  هر پرايمر بهره گرفته شد. ’5از برش آنزيمي در سر 

  
  .Kan. و SipAتوالي پرايمرهاي استفاده شده جهت تکثير قطعات فرادست و فرودست ژن  ):۱جدول (

  نام ژن  توالي پرايمر  دماي اتصال  طول قطعه تکثيري هاآنزيم
 

XbaI,Bglǁ 
 

310 bp 62 
5'-TATTCTAGAGTTATGTGCTCACCGTTG-3' 

5'-CGTAGATCTTATCCTCTTCTGTTATCC-3' 
SipA- up-F 

SipA-up-R 

SacI, XhoI 375 bp 63 
5'-ATAGAGCTCAAATGCGGGAAAGACG-3' 
5'-CACCTCGAGCATAACAAGATTCGTC-3 

SipA-down-F 
SipA-down-R 

Bglǁ, SacI 835 bp 61 
5'-ATAAGATCTATGAGCCATATTCAGCGTG-3' 

5'-ATAGAGCTCTTAGAAAAATTCATCCAG-3' 
Kan3-F 
Kan2-R 

  
  

ژن كانامايسين كه علاوه بر شاخص انتخاب براي غربالگري 
درج  SipAهاي ترانسفرم شده، به دليل اينكه در درون ژن باكتري

شود. توالي كامل ژن مي SipAگردد، موجب ناك اوت شدن ژن مي

 به دست pET28هاي حامل اين ژن نظير كانامايسين از روي وكتور
و انتهاي ژن كانامايسين، پرايمرهاي  آيد. به اين منظور براي ابتدامي

مناسب طراحي گرديد و تكثير اين ژن با استفاده از برنامه دمايي و 
  انجام شد. PCRبه روش  ۲موجود در جدول شماره  PCRزماني 

  
  .Kanجهت تکثير ژن  PCR يزمان: برنامه دمايي و )۲جدول (

Cycle Time Temperature Step 

1 5 min 95 Denaturation 

32 1min 

94 

61 

72 

Seg1:Denaturation 

Seg2:Anneealing 

Seg3:Extention 

1 7 min 72 Final Extention 
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 SipA-downو  SipA-upهاي ي ژنبرا PCR به همين صورت

گراد (دماي اتصال پرايمر) درجه سانتي ۶۳و  ۶۲هاي به ترتيب در دما
كه شامل ناحيه فرادست، ناحيه  PCRانجام شد. سه محصول 

درصد با استفاده  ۵/۱آگارز باشد از ژل فرودست و ژن كانامايسين مي

استخراج شد. براي  Bionnerاز ژل شرکت  DNAاستخراج  از کيت
هاي تجاري واجد اين و كيت T/A Cloningسازي از تكنيك كلون

 Promegaساخت شركت  pGEM T-easyسيستم نظير وكتور 
قابل  ۱آلمان استفاده شد. نقشه ژني اين پلاسميد در شکل شماره 

  باشد.مشاهده مي
  

 pGEM T-easy.: نقشه ژني پلاسميد)۱شکل (
  
  

هاي كلون شده فوق الذكر كه به و ژن DNAهر يك از قطعات 
اند در همسانه سازي گرديده pGEMصورت جداگانه در پلاسميد 

 مستعد 2CaCl سلول باکتري اشريشيا کلي که از قبل آن را با محلول
هاي رشد کرده بهترين کرديم ترانسفورم شد. سپس از ماتريکس

ها را انتخاب و با استفاده از کيت استخراج پلاسميد شرکت کلني
Bionner ها استخراج گرديدند. در برش آنزيمي روي پلاسميد
هاي ژني ييد قطعي سازوارهتأهاي استخراج شده، براي پلاسميد

pGEM- kan ،pGEM-SipA- up و pGEM-SipA-down 
هاي مربوط انجام شد. سپس به واکنش هضم اندونوکلئازي با آنزيم

ت، فرودس-كانامايسين-روش برش آنزيمي جدا و به ترتيب فرادست

وارد کردن ژن از ( Sub-Cloningبه روش  pET32در پلاسميد 
و  PCRهاي سازي شد و به روشهمسانه  وکتوري به وکتور ديگر)

  رفت.ييد قرار گتأتعيين توالي مورد ارزيابي و  يتاًنهاهضم آنزيمي و 
  
  هايافته
هاي استخراج شده نتايج حاصل در برش آنزيمي روي پلاسميد 

 ۳۰۱۵هاي از فرايند كلون سازي و هضم اندونوکلئازي با مشاهده باند
 kan ،۳۱۰جفت بازي براي  pGEM ،۸۳۵جفت بازي براي وکتور 

روي  SipA- downجفت بازي  ۳۷۵و  SipA- upجفت بازي براي 
آمد  به دست UVIdocدرصد الکتروفورز توسط دستگاه  ۵/۱ژل 

  ).۲(شکل شماره 
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جفت باز  ۳۰۱۵با طول  A- pGEM يلو باز شرکت فرمنتاز.ک ۱درصد و مارکر  ۵/۱روي ژل  pGEMنتايج هضم آنزيمي وکتور ): ۲شکل (
جفت  ۳۰۱۵با طول  C-pGEMجفت باز.  ۸۳۵با طول  Kanجفت باز و ژن  ۳۰۱۵با طول  B - pGEM.جفت باز ۳۷۵با طول  sipA- downو 

  جفت باز. ۳۱۰با طول  sipA- upباز و ژن 
  

ها صحت ساب کلونينگ هر سه که پس از استخراج پلاسميد و هضم اندونوکلئازي با آنزيم pET32نتايج حاصل از هضم اندونوکلئازي پلاسميد 
  ييد شد.تأروي ژل الکتروفورز  در داخل وکتور down SipA - و kan ،SipA- upژن 

  

  
B  

  
A 

وکتور  -A درصد و مارکر يک کيلو باز شرکت فرمنتاز. ۵/۱روي ژل  pET32نتايج حاصل از هضم آنزيمي پلاسميد ): ۳کل (ش
pET32 بعلاوه توالي ژن sipA- up  جفت باز.  ۸۳۵باز و توالي ژن کانامايسين به طول  جفت ۶۲۱۰به طولB-  وکتورpET32  به

  جفت باز. ۳۱۰به طول  sipA- up جفت باز و توالي ژن ۵۹۰۰طول 
  

ژن موردنظر براي حذف،  SipA-downو  SipA-upهاي توالي
تکثير گرديدند و طراحي پرايمرهاي اين نواحي  با و PCR يلهوسبه

و کلون  pGEM يددر پلاسم موجود تکثير ژن کانامايسينبا سپس 

-SipA-down-Kanبه صورت  محصول به دست آمده ۳سازي 
SipA- up  يک پلاسميد مناسب به نام  جفت باز در ۱۵۰۰به طول

pET32 سازواره با موفقيت ساخته و ساب کلون شد که بعد از هضم ،
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شکل شماره شد (نتايج مشاهده  XhoIو  IXbaهاي نهايي با آنزيم
ازلحاظ ظرفيت پذيرش بهترين نوع  pET32). همچنين حامل ۴

وجه به نتايج حاصل در اين با ت .حامل در پذيرش توالي سازواره بود
زا، توان با قرار دادن يک ژن غير بيماريرسد که ميمطالعه به نظر مي

عنوان واکسن تضعيف شده عليه زا را حذف و از آن بهژن آسيب

توان با روش که ميطوريسالمونلوزيس مورد استفاده قرار نمود. به
م کرد  تيفي موريوالکتروپوريشن اين سازواره را وارد باکتري سالمونلا

ي فرادست و فرودست ژن هاوجود تشابه در توالي واسطهبهو سپس 
sipA  وKan ن افتد و ژنوترکيبي همولوگ بين اين دو ژن اتفاق مي

  زا حذف خواهد شدبيماري

 

  
B  

  
A  

 pET32هضم ابتدا و انتهاي سازواره: وکتور  -A. کيلو باز ۱درصد و مارکر  ۵/۱نتايج نهايي حاصل از هضم آنزيمي روي ژل ): ۴شکل (
به طول  sipA- upو  Kanبعلاوه دو توالي ژن  pET32وکتور  -B جفت باز. ۱۵۲۰جفت باز و باند سازواره نهايي به طول  ۵۹۰۰به طول 

  جفت باز ۳۷۵به طول  sipA- downجفت باز و باند توالي ژن  ۷۰۴۵
  

  گيريبحث و نتيجه
 از ژن ياحذف قطعه يبرا و همکاران نيبرنشت ۲۰۰۰سال در 

InvB ييانتها دينوکلئوت ۱۸و  ييابتدا دينوکلئوت ۱۲شامل  يقطعات 
با کمک سپس ر کردند يتکث PCRتوسط  و انتخاب InvBاز ژن 

و از  pKAS32وکتور  يروژن همان قطعات فرادست و فرودست 
 ديحذف گرد ژن از موردنظر يقطعه همسان يبيروش نوترک قيطر

فرودست و فرادست دو ژن مشابه  يهايجه چنانچه توالينت در ).۱۸(
 ق ژنين طرياز ا همسان با هم دارند و يبيت نوترکيباشند قابل

و همکارانش  نا روزويوالنت ۲۰۰۷سال زا حذف خواهد شد. در بيآس
آن را مورد  ييزايماريدر سالمونلا ب Crpک مطالعه با حذف ژن يدر 

 پرندگانک گروه از يدر  Crpفاقد  يقرار دادند. سالمونلا يبررس
ه نسبت ب ياديجه نشان داد که پرندگان تا حد زيش شد و نتيآزما

آلنا سبکووا اثرات  ۲۰۰۸در سال  ).۱۹( ددا کردنيپ يمنيا يباکتر
وم و سالمونلا يمور يفيدر سالمونلا ت Aro يافتهيژن جهش 

ون، ها به سرم خکرد که مشخص شد موتانت يس را بررسيديتينتريا
ن نقص به علت کاهش مقاومت يحساس بودند و ا EDTAن و يآلبوم

 Aroجهش در ژن  يدارا يباکتر يخارج يو غشا يسلول يوارهيد
طبق مطالعات انجام شده  ).۲۰شود (يجاد ميزبان ايم يذات يمنيبه ا

آوردن  به وجودا ي زابيماريفت که حذف ژن رجه گيتوان نتيم
را  يتواند مقاومت خود باکتريسالمونلا م يهاخاص در ژن يجهش
 افته بالايجهش  يزبان درمقابل سالمونلايم يمنيا ايکند و کم 

را در  SipAان و همکارانش ژن يهانگ ۲۰۱۱سال  رود. دريم
ن را آ يهجيس جهش دادند و نتيديتيو انتروم يمور يفيت يهاگونه
قرار دادند. مشخص شد که جهش در ژن  يمورد بررس ييزايماريدر ب

SipA انيم نيا در). ۲۱( شوديم يباکتر ييزايماريب باعث کاهش 
 ديتول يدسترس قابل يگوناگون ييسالمونلا يزنده يهاواکسن

 سالمونلا دارند. يتجار يدسترس هستند و مجوز مرغ کنندگان
 شناخته خوب واکسن کي ۹۴نژاد  وميناريگال يرگونهيز کاينتريا

 نلاسالمو با مقابله يبرا و است دسترس قابل اروپا در که است شده
 نيا يط . درروديس به کار ميتيديانتر سالمونلا و وميناريگال

 .شوندينه ميواکسپس از تولد  ۱۶و  ۶ يها درهفته هامرغ مطالعات
س يتيديسالمونلا انتر به پرندگان از درصد۵/۲ داده که نشان جينتا
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). ۲۲( )درصد۵/۱۱شده  کنترل گروه نيب از( دادند مثبت پاسخ
 زنده يهاواکسن T سالمونلا TADو  E سالمونلا TADواکسن 
 در ونيموتاس شامل، يکيمتابول رانش يهاجهش يحاو که هستند

 هيسو دو .باشنديم، يضرور کيمتابول ميآنزکد کننده  يهاژن
 رتصو به که قرار گرفتند يمورد بررس مطالعه کي درفوق  واکسن
 ۱۶ و ۶ يهاهفته در ها و بعد ازآنعمر جوجه از اول روز در يخوراک

 با گروه مرغتخم کردن سهيمقا از .ندشدها به کار گرفته نآ عمر از
 پرندگان نه شدنيداده شد که هنگام واکس نشان شاهد پرندگان،

 هرحال هب اند.مثبت ، سالمونلايداخل يهاارگان از ينييپاار يبستعداد 
ش يآزما يدهان راه يجا به يديور قيها با تزرجوجه مطالعه نيدر ا

 ودب دشوار هاواکسن گريد به نسبت واکسن نيا يابيکه ارز شدند
ن سازواره يتوان از ايم يکه در مراحل بعد رسديبه نظر م .)۲۳(

استفاده شود  SipAو  Kanن ژن يهمولوگ ب يبيانجام نوترک يبرا
ونلا ملسادر زابيمارين يک پروتئيد يتول SipAکه با حذف شدن ژن 

ف يک واکسن تضعي عنوانبهنده يشود و در آيمتوقف م وميمور يفيت
 رد کهيقرار گ يورمورد بهرهور يصنعت ط استفاده در يشده برا

  دارد. يان را در پانس ييغذا يسلامت
  

  يتشکر و قدردان
نامه با عنوان "ايجاد سازواره ژني اين پژوهش بخشي از پايان 

مقطع " در سالمونلا تيفي موريوماز باکتري  sipAبراي حذف ژن 
و با حمايت مرکز  ۱۳۹۷کارشناسي ارشد رشته ژنتيک در سال 

 تحقيقات بيوتکنولوژي دانشگاه آزاد واحد شهرکرد و هزينه شخصي
  اجرا شده است.
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Abstract 
Background & Aims: Salmonella Typhimurium is a negative-gram, non-spore, free capsule, moving 
bacteria with Trish Perry flagella. Salmonella is the most common cause of food poisoning. The ability 
to enter and survive in host cells is the condition for pathogenic Salmonella species. Proteins of invasive 
Salmonella are transferred to the host cells by bacteria. This study was performed for generation of a 
gene construct to SipA gene deletion of Salmonella Typhimurium and its cloning in E.Coli bacteria. 
Materials & Methods: This laboratory study was conducted in biotechnology research center of Islamic 
Azad University Shahrekord Branch from September 2017 to May 2018. In this study, 5' and 3' sequence 
of SipA gene was amplified by the specific primers and PCR method. Then, each of these sequences was 
cloned by the T/A cloning method in pGEM-Teasy vector and then was transformed into E.Coli bacteria. 
Using the PCR method, the part related to each region was amplified and confirmed. The final 
confirmation of the produced construct was performed by the Xbal and Xhol enzymes. 
Results: The results indicated the successful cloning of the target gene in E.Coli and generation of a 
gene construct with a length of the 1520 bp. Also, pET32 vector with a length of 5900 bp was the best 
vector for the admission construct. 
Conclusion: Based on the results, it seems that by inserting a gene, the damaged gene can be deleted 
and it can be used in the future research as a gene vaccine against Salmonellosis. Also, the target gene 
can be deleted with electroporation method and transferred into Salmonella Typhimurium, and due to 
the similarities between upstream and downstream gene sequences of sipA and Kan genes, homologous 
recombination between these two genes can occur and pathogenic genes will be removed. 
Keywords: SalmonellaTyphimurium, gene construct, E.Coli, T/A cloning, SipA. 
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