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است که  یداس یککلاولان پادزیست ییدکنندهتول جروسیکلاول یسساسترپتوما :زمینه و اهداف

در  cas2ژن  .گرددیتاماز استفاده ملاکبتاو حساس به  یقو هاییستپادز یرهمراه با سا یاگسترده طوربه

 نقش دارد. یداس یککلاولان یوسنتزو در تنظیم ب قرارگرفتهدسته ژنی کلاولانیک اسید 

از دانشگاه اصفهان تهیه  cas2حاوی ژن  pMTcas2نوترکیب  (تکانسترکسازه ) مواد و روش کار: 

استخراج گردید.  استرپتومایسس لیویدنسی با استفاده از روش لیز قلیایی پلاسمید نوترکیب از سویه .گردید

از باکتری  شدهیهتههای یکول به پروتوپلاستاتیلن گلپلی کانسترکت نوترکیب با استفاده از روش

های استخراج تأیید ترانسفورماسیون از روش منظوربهترانسفورم گردید.  جروساسترپتومایسس کلاولی

ی بررسی نحوه منظوربه یتدرنهااستفاده شد.  cas2اختصاصی  یها یمرپرابا استفاده از  PCRپلاسمید و 

 یواسی استفاده گردید.از روش ب پادزیستدر تولید  شدهاضافه cas2تأثیر ژن 

شد. پس از  ییدتأ یمیپس از استخراج با روش هضم آنز یبنوترک یدساختار پلاسم: هایافته

 یاسپورها پادزیست یروتوپلاست حاوپ یابیباز یطمح یتک بر رو هاییکلن یونترانسفورماس

و  شدهانجامشده  رمترانسفو ییهاز سو یدآن شکل گرفت. استخراج پلاسم یبر رو رنگیخاکستر

سبب  یبنوترک یدنشان داد که حضور پلاسم یواسی. مطالعات بیدگرد ییدتأ PCRبا انجام  یونترانسفورماس

 است. یدهگرد جروسیکلاول یسساسترپتوما ییهدر سو یداس یککلاولان یدتول یبرابر 1/4 یشافزا

 یبنوترک یدمشخص شد که حضور پلاسم هایافته وتحلیلیهتجزو  یواسیبا انجام روش با: گیرییجهنت

است.  یدهگرد جروسیکلاول یسساسترپتوما ییهدر سو یداس یککلاولان یدتول یشسبب افزا cas2واجد ژن 

 پرمصرف یداروها یدتول هایینهمؤثر در روند کاهش هز یگام تواندیم یداس یککلاولان یدتول یشافزا

 وابسته به آن گردد.
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 یعیوس ینیكاربرد باللاكتام بتا هایبیوتیکی. آنتباشدیم یداس

 یاییباكتر هاییدرمان انواع آلودگ منظوربه كهیطوربهداشته 

حائز  یاربس یاقتصاد ازلحاظ روینازا گیرند،یقرار م مورداستفاده

سنتز  یقو یمهاركننده هایستپادز ین(. ا4) باشندیم یتاهم

 ،در حال رشد یهاسلول یلذا تنها برا بوده و ولیسل ییوارهد

 یاربس هاییستپادز ازجمله یداس یک. كلاولانباشندیم كشنده

 (Brownبار توسط براون ) ینبوده كه نخست ینیکپركاربرد در كل

 یسساسترپتوما یمحصول باكتر عنوانبهو همکارانش 
خود  یدک اسیكلاولان پادزیست. یدگرد ییشناسا جروسیكلاول

عملکرد  یلبه دل یداشته، ول یفیضع یضد باكتر یتفعال ییتنهابه

 هایپادزیست یراز همراه سالاكتامبتا هاییمآن در مهار آنز یقو

 یب. تركگیردیقرار م همورداستفاد ازلاكتامبتاو حساس به  یقو

 یمحصولات تجار هاپادزیستاز  یاریبا بس یداس یکكلاولان

بازار نموده است  یرا روانه یمنتینو ت یناگمنت ازجمله یمختلف

 یرژن مختلف در مس 29(. مطالعات نشان داده كه 7و  6، 5)

 یدتول یمنقش داشته و نقش سنتز و تنظ یداس یکسنتز كلاولان

 یهااز ژن یکی cas2(. ژن 8) دارندعهدهرا بر  یداس یکكلاولان

 شدهیلتشکباز جفت 370بوده كه از  یداس یکكلاولان یوسنتزب

سنتتاز بوده كه در  یناتكلاوام یمآنز ییدكنندهتولژن  یناست. ا

 یداس ینیکرا به كلاوام یداس ینیکپروكلاوام یوسنتزب یرمس

دوم  یحلقه لیدر تشک یمآنز ینا یجهدرنت. نمایدیم یلتبد

 یوسنتزب یردانش و اطلاعات از مس یشها نقش دارد. با افزاكلاوام

مولد،  هاییهها در سوآن مربوط به یژن یهاو دسته هایستپادز

 یافتهبهبود هاییهسنتز سو منظوربه یکژنت یمهندس یهاروش

(. اطلاعات 10، 3) گیردیقرار م مورداستفادههدفمند  صورتبه

بر  شدهانجامبا مطالعات  یداس یکكلاولان یوسنتزب یرسموجود از م

 یافتهیشافزاگسترده  طوربه جروسولیكلا یسساسترپتوما یرو

و  یوسنتزب یرمس یکیژنت یكاردست منظوربهاطلاعات  یناست. ا

قرار  مورداستفاده یداس یکكلاولان یستپادز یدتول یشافزا

به  یرجخا DNAجهت ورود  یمختلف یها. روشگیردیم

به  توانیوجود داشته كه از آن جمله م هایسساسترپتوما

 یی(. كارا11نمود )اشاره  یدپلاسم یواسطهبه رماسیونترانسفو

 شدتبه یکولگلاتیلنیبا استفاده از پل توانیرا م یونترانسفورماس

مولکول موجب الحاق  یننشان داده كه ا یقاتداد. تحق یشافزا

به درون سلول  یخارج DNAانتقال  رمنظوبه یسلول یغشاها

(. با توجه به 12) نمایدیم یلانتقال را تسه یقطر ینو از ا یدهگرد

 یندر ا ینیکدر كل یداس یکكلاولان یعو كاربرد وس یتاهم

 یکژنت یمهندس یهاتا با استفاده از روش یمشد بر آن یقتحق

 شیآن را افزا یدتول cas2ژن  یحاو یژن یو ساخت سازه یدتول

 ییهاز سو یونترانسفورماس منظوربهمذكور  سازه. در ادامه یمده

استخراج شد.  یویدنسل یسساسترپتوماواسط  دح

 جروسیكلاول یسساسترپتوما یاصل ییهبه سو یونترانسفورماس

 یزانم ازآنپسو  یرفتهصورت پذ گلایکولاتیلنیپل یواسطهبه

با استفاده از  ستپادزی یدتول یشدر افزا cas2حضور ژن  یرتأث

 قرار گرفت. یموردبررس واسیروش با

 :هاروشمواد و 

ژن  یحاو pMT3206 یدپلاسم :یبنوترک یسازه ییهته

cas2 در  یدپلاسم ین. ایدگرد یهكلون شده در دانشگاه اصفهان ته

تا  یدهترانسفورم گرد یویدنسل یسساسترپتوما یباكتر ییهسو

 جروسیكلاول یسسترپتومااسدر  یونترانسفورماس یبتوان برا

است  یسسژه استرپتومایو یانیناقل ب یکسازه  یناستفاده نمود. ا

رپرسور آن  ینو همچن GylP1/P2 یقو ییپروموتر القا یکكه از 

 یاز باكتر موردنظر یداستفاده، پلاسم منظوربهاست.  شدهیلتشک

 قرار گرفت. مورداستفادهو  شدهاستخراج یویدنسل یسساسترپتوما

در ساختار  cas2حضور ژن  ییدتأ منظوربه :یمیآنز ضمه

محدود الاثر  هاییمبا استفاده از آنز یمیهضم آنز یبوكتور نوترك

BamH1  وXbaI یمیانجام هضم آنز منظوربه. یرفتصورت پذ 

توجه  هایمآنز یتفعال یینهبه یبه نوع بافر و دما یددوگانه با

 TM2X Tangoمشترک  افربدوگانه با  یمینمود. واكنش هضم آنز

 XbaI ، 97و  BamH1 هاییمآنز یتفعال یینهبه یانجام شد. دما

 .باشدیم سلسیوسدرجه 

 یپروتوپلاست از روش ییهته منظوربه پروتوپلاست: یتهیه

 2371( و همکارانش در سال Okanishi) یشیكه توسط اوكان

 از اسپور سییس 2منظور  یناستفاده شد. بد یدگرد ارائه

كشت داده شد. پس از  YEMEG یطدرون مح یسساسترپتوما

و به  یدهاضافه گرد هایبه باكتر %9/23ساعت رشد ساكارز  72

 یانجام شد. مرحله سانتریفیوژ rpm 9333در دقیقه  23مدت 

. به یددرصد دو بار تکرار گرد 9/23با ساكارز  هایباكتر یشستشو

و در حمام  شدهاضافه یزوزیممحلول ل لیتریلیم 1رسوب حاصله 

دقیقه انکوبه شد.  21به مدت  یسلسیوسدرجه  93 یماربن

 یبه محلول اضافه كرده و برا P فربا لیتریلیم 1مدت  ینازاپس

ها با قبل انکوبه شد. پروتوپلاست یطدر شرا یگرد ییقهدق 21

 9333در  یقهدق 7شده و به مدت  یلترف ی،كتان یلتراستفاده از ف
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rpm بافر  لیتریلیم 2در  یآرامبه. رسوب حاصله یدگرد فوژیسانتر

P 1. در آخر رسوب در یدگرد وژیفسانترو مجدد  شدهحل 

 .یدحل گرد Pبافر  لیتریلیم

در انجام  یلتسه منظوربه :ترانسفورماسیون

 كهییازآنجا. یداستفاده گرد یکولگلاتیلنیاز پل یونترانسفورماس

 با ها پروتوپلاست جاورتم زمان و مولکولی وزن غلظت،

متعدد  هایسازیینهبهحائز اهمیت است پس از  یکولگلاتیلنپلی

رفته و هنگام  اربه ك 2333 یکولگلاتیلنیدرصد از پل 13غلظت 

انجام  منظوربهبه آن افزوده گردید.  P بافر لیترمیلی 1/2استفاده 

 مد،منج های در صورت استفاده از پروتوپلاست یونترانسفورماس

قرار داده تا سریعاً ذوب  سلسیوس درجه 97 یماربن در را هاآن

دقیقه در دمای اتاق  23به مدت  rpm 9333 در هانمونهشود. 

میکرولیتر از  133و مایع رویی دور ریخته شد.  یدهگرد وژیفسانتر

 DNAنمونه از  یکرولیترم 23درصد و  13 یکولگلاتیلنیپل

. پس از یدها اضافه گردپروتوپلاست یهمزمان به نمونه صورتبه

محلول اضافه شد.  به P بافر از لیتریلیم 1/2دقیقه،  2گذشت 

دقیقه در دمای اتاق  9به مدت  rpm 9333 در هانمونه

حل  P بافر از لیتریلیم 2 در ها شد و پروتوپلاست یفیوژسانتر

-كلاولی استرپتومایسس های بازیابی پروتوپلاست منظوربهشد. 
 233. گردید استفاده بیوتیکیآنتفاقد  RSM محیط از وسجر

كشت داده و پس از حدود  RSMمیکرولیتر از نمونه روی پلیت 

 یابیو باز سلسیوسدرجه  22 یدر دما یونساعت انکوباس 72

 محیط لیتریلیم 1/2 یلهوسبهها ها، پلیتكامل پروتوپلاست

 یکروگرمم 2 غلظت با یواسترپتونت یستپادز یسافت آگار حاو

 یهفته یکپوشانده شدند. انکوباسیون به مدت  لیترمیلی هر در

 در شرایط قبلی ادامه یافت. یگرد

 یزاز روش ل یداستخراج پلاسم منظوربه :یدپلاسم استخراج

 یدارائه گرد 2373در سال  یو دال بویمیرنكه توسط ب یاییقل

به  YEMEدر محیط  یمنظور اسپور باكتر یناستفاده شد. به ا

كشت داده شد.  سلسیوسدرجه  20مدت سه روز در دمای 

درجه  1 یدر دمادقیقه  1محیط كشت حاوی باكتری به مدت 

به رسوب حاصله  شده و سانتریفیوژ rpm 29333 درو  سلسیوس

و  TrisHCl ،EDTAگلوكز،  یحاو 2میکرولیتر از محلول  233

 یقهدق 93 به مدت سلسیوسدرجه  97 یاضافه و در دما یزوزیمل

اضافه و به  NaOHو  SDS یانکوبه شد. در ادامه محلول حاو

استات  یکرولیترم 933شد.  کوبهان یخ یبر رو یقهدق 1مدت 

 1در دمای  یقهدق 23موجود اضافه و مدت  یببه ترك یمپتاس

محلول فنل  شد. سانتریفیوژ rpm 29333 و سلسیوسدرجه 

 1و به مدت  شدهضافها یی/كلروفرم/ایزوآمیل الکل به محلول رو

شد. فاز آبی رویی  سانتریفیوژدقیقه در شرایط مرحله قبل 

 1و به مدت  یدهاضافه گرد و ایزوپروپانول سرد به آن شدهبرداشته

لیتر میلی 2شد. به رسوب حاصله  سانتریفیوژاتاق  یدقیقه در دما

 rpm 29333 دقیقه در 1اضافه شد و پس از گذشت  %73اتانول

شده و مایع رویی كاملًا  وژسانتریفدقیقه  1تاق به مدت در دمای ا

میکرولیتر  233رسوب،  لتخلیه شد. پس از خشک شدن كام

 به رسوب اضافه گشت. RNaseحاوی  TEمحلول 

 یاندر ب cas2 یرتأث یمشاهده منظوربه :یواسیب روش

روش  ین. در ایداستفاده گرد یواسیاز روش ب یداس یکكلاولان

 یطمح یوكتور بر رو یو موتانت حاو یاسپور وحش یهانمونه

GYME ین. به اشودیكشت داده م یواسترپتونت پادزیست یحاو 

 یکرولیترم 93و  شدهیهتهاز اسپورها  یکسانیمنظور در ابتدا رقت 

كشت داده شد. پس از  GYME یطمح یبر رو یاز استوک باكتر

( Klebsiella pneumonia) هیپنمون یلاكلبس یساعت باكتر 72

 3/3به  یطمح OD600كه  یكشت داده شد. زمان TSB یطدر مح

 233را با  یباكتر یحاو یطاز مح لیتریلیم 9/9 ید،رس 2تا 

 233درجه( و  17حدود  ی)دما یعما TSA یطمح لیتریلیم

 لیتریلیدر م گرمیلیم 23با غلظت  G سیلینیپن یکرولیترم

 یباكتر یحاو هاییسپل یوو بلافاصله بر ر یدكاملًا مخلوط گرد

پس از  هیپنمون یلاكلبس هاییعدم رشد باكتر یشد. هاله یختهر

 .یدساعت مشاهده گرد 21

 هاافتهی  

از دانشگاه اصفهان  cas2ژن  یحاو PMTcas2 یبنوترك یسازه

 ی، درون باكترمورداستفاده یبنوترك ی. سازهیدگرد یهته

 ییهاستفاده، از سو نظورمبهترانسفورم شده لذا  یسساسترپتوما

انجام  منظوربهو  یداستخراج گرد یویدنسل یسساسترپتوما

 جروسیكلاول ایسساسترپتوم یاصل ییهبه سو یونترانسفورماس

با استفاده از  یدهاستخراج گرد یدهایاستفاده شد. پلاسم

دوگانه قرار گرفت.  یمیمورد هضم آنز XbaIو  BamH1 هاییمآنز

 2330طول  با cas2 )جدا شدن ژن یمیم آنزحاصل از هض یجنتا

 یها)داده نمایدیم ییدرا تأ موردنظر( صحت حضور ژن بازجفت

 منظوربهمقاله آورده نشده است(.  یندر ا یمیحاصل از هضم آنز

در  جروسیكلاول یسساسترپتوما یپروتوپلاست، باكتر ییهته

را  یطبوده و شرا یسرولو گل یسینگل یكه حاو YEMEG یطمح

فراهم آورده،  جروسیكلاول یسساسترپتومارشد مناسب  منظوربه
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. با یدگرد یهساعت پروتوپلاست ته 72كشت داده شد و پس از 

 Gylp1/p2پروموتر  یحاو PMT3206 یدپلاسم ینکهتوجه به ا

و  یانب یکسبب تحر ییعامل القا عنوانبه یسرولبوده حضور گل

 شدهیهته یهاوپلاست. پروتگرددیم cas2ژن  یدتول یشافزا

قرار گرفت.  مورداستفاده یونانجام ترانسفورماس منظوربه

با استفاده  جروسولیكلا یسساسترپتوما ییهسو یونترانسفورماس

 یطبه مح پادزیستساعت  72و پس از  گرفتهانجام PEGاز 

RSM مناسب انکوبه شد.  یطهفته در شرا یک اضافه و به مدت

 یطمح یبر رو جروسیكلاول یسسمااسترپتو یگچ هاییكلن

 یحاو GYME یطمح یو بلافاصله بر رو یدمشاهده گرد

 یطمح یبر رو هایشد. كلن دهكشت دا یواسترپتونتا پادزیست

 یبر رو رنگیخاكستر یهفته اسپورها یکرشد كرده و پس از 

 (.2شد )شکل  یلها تشکآن

 

 یرو بر ختیترار جروسیكلاول سسیتومااسترپ یگچ یهایكلن: 2شکل 

 یاسپورها هفته کی گذشت از پس كه کیوتیبیآنت یحاو GYME طیمح

 .است شدهیلتشک هاآن یرو بر رنگیخاكستر

خود نشان از  پادزیست یحاو یطدر مح یباكتر هاییكلن رشد

 یینها ییدتأ منظوربه یکنداشته ل یونانجام ترانسفورماس ییدتأ

ترانسفورم  ییهاز سو یداستخراج پلاسم یون،سفورماستران یندفرا

ژل  یبر رو شدهاستخراج pMTCas2 یدشده صورت گرفت. پلاسم

مشاهده  0922با طول  پلاسمیدیآگارز برده شده و باند  7/3%

 (.2)شکل  یدگرد

 

 یسساسترپتوما از شدهاستخراج pMTcas2 وكتور: 2شکل 
 شدهاستخراج دیپلاسم( kb 2 2 ماركر)2 ختیترار جروسیكلاول

 یبارگذار 233و حضور ولتاژ  %7/3ژل  یبر رو شدهاستخراج یدهای)پلاسم

 (یدگرد

 یاختصاص یمرهایبا استفاده از پرا یدهاستخراج گرد یدپلاسم 

(cas2) 5ʹACAGGATCCATGGCCT CTCCGATAG3ʹ و   
5ʹAGATCTACTAGTTAGCCGGGCTCAGCG3ʹ PCR 

شود. محصول  ییدتأ یددرون پلاسم cas2ا حضور ژن ت یدگرد

PCR یبازجفت 2330درصد برده شد و باند  2ژل  یبر رو 

حضور ژن در  یییدكنندهتأكه  یدگرد هدهمشا cas2مربوط به ژن 

 (.9)شکل  باشدیم یدهاستخراج گرد یدپلاسم

 

 .cas2 یاختصاص یمرهایپرا از استفاده با یرشدهتکث یقطعه: 9شکل 

 حضور و %2 ژل یرو بر یرشدهتکث یقطعه) cas2 ژن باند( 2kb 2 ماركر)1

 (دیگرد یبارگذار 233 ولتاژ
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 پادزیست یددر تول یبنوترك یسازه یرتأث یبررس منظوربه 

قرار  مورداستفاده یواسیب یكم یمهروش ن یداس یکكلاولان

برابر اسپور  یزانم یی،اروش پس از انجام تست توان ینگرفت. در ا

با توجه به برابر نبودن  یول ؛استفاده شد یتتوانمند در هر دو پل

 یهتفاوت در قطر رشد اول یایی،غلظت هر دو استوک باكتر

كنترل و  یعدم رشد در نمونه یهاله یزانشد. م یدهد هایباكتر

عدم  یهاله ی. با مشاهدهیدگرد یترانسفورم شده بررس ینمونه

كه حضور  یدمشخص گرد رلكنت یآن با نمونه ییسهد و مقارش

سبب  جروسیكلاول یسساسترپتوما ییهدر سو یبنوترك یسازه

است. مطالعات نشان داد  یدهگرد پادزیست یدو تول یانب یشافزا

 یدتول یبرابر 2/1 یشسبب افزا pMTCas2 یبنوترك یدكه پلاسم

 یسستومااسترپ ییهدر سو یداس یکكلاولان پادزیست
 (.1است )شکل  دیدهگر جروسیكلاول

 

 ختیترار یهیسو در دیاس یکكلاولان یدتول زانیم شیافزا شینما: 1شکل 

A(ختیترار ینمونه B )ی.وحش ینمونه 

 بحث

لاكتامازها بوده كه تاب یهامهاركنندهاز  یداس یکكلاولان

 ییبه تنها یستپادز ینرچه ادارد. اگ یاگسترده ینیبال یاستفاده

 یربا سا یبیترك صورتبهقرار نگرفته و معمولاً  مورداستفاده

كه  ی(. با توجه به نقش19) گیردیقرار م مورداستفاده ها یستپادز

آن  یداز داروها داشته، تول یانواع مختلف یددر تول یستپادز ینا

دقت  یدباشد. با یتحائز اهم یاربس یبه لحاظ اقتصاد تواندیم

آن  یارزش اقتصاد تواندینم ییدارو به تنها یک یدداشت كه تول

 یاربس هایینهاز داروها با هز یاریچراكه بس ید؛نما یهتوجرا 

 صرفهبهمقرون  قتصادیا ازلحاظو لذا  یدشدهتول یادیز

مختلف  یداروها یدتول منظوربهدر كنار تلاش  ینبنابرا؛ باشندینم

 یشنهادها پآن یو اقتصاد ینهبه یدتول در جهت ییكارهاراه یدبا

و  یکژنت یمهندس یهاگردد. امروزه با استفاده از روش

تلاش  هایستپادز ییدكنندهتول هاییهسو یکیژنت یكاردست

 یدیتول هایینهراندمان و كاهش هز یشدر جهت افزا ایهگسترد

تلاش شده تا با استفاده از  یقتحق یناست. در ا یرفتهصورت پذ

 یبالا یرمقاد یدتول یتباقابل هایییهسو یکژنت یمهندس یهاشرو

 یستپادز یدتول یشافزا یهااز راه یکیگردد.  یدتول یستپادز ینا

 یتعداد كپ یشو افزا یدتول ینددر فرا یردرگ یهاژن ییشناسا

 ین. در اگرددیآن م یانب یشها در سلول بوده كه منجر به افزاآن

بار از وكتور  یناول یبرا cas2ودن ژن كلون نم منظوربه یقتحق

pMT3206 یچند كپ یانیوكتور ب یکوكتور  ین. ایداستفاده گرد 

 gylP1/p2 ییبوده كه واجد پروموتر القا یسساسترپتوما ییژهو

. ژن باشدیم GylR یمهاركنندهو ژن  یسرولگل یمتحت تنظ

GylR از  یسرولرپرسور را ساخته كه در صورت فقدان گل یک

 ین(. بد14) نمایدیممانعت م gylP1/P2 ییپروموتر القا نیاب

را  cas2ژن  یانب یزانم یسرولبا اضافه نمودن گل توانیم یبترت

با استفاده از  یسسژنوم استرپتوما یكاردستداد.  یشافزا

و انتقال  یشنالکتروپور یون،مانند كانجوگاس یمختلف یهاروش

 ی(. مانع اصل11است ) یرپذامکان PEG یواسطهبه یپروتوپلاست

 یهاوجود سد هایسسبه استرپتوما یگانهب DNAورود  یبرا

 منظوربه. باشدیم یگانهب DNA یرشاصلاح در برابر پذ یتمحدود

حد واسط  ییهاز سو یقتحق ینمشکل در ا ینبر ا هغلب

 هاییدپلاسم است. شدهاستفاده یویدنسل یسساسترپتوما

 یویدنسل یسساسترپتوما ییها از سودر ابتد شدهیهته یبنوترك

 ییهمشابه با سو یلاسیونمت یالگوها یكه دارا یدهاستخراج گرد

با استفاده از  آن یون. در ادامه و پس از ترانسفورماسباشدیم یاصل

PEG ژن  یرتأث یزانم ی،اصل ییهبه سوcas2 یانب یشدر افزا 

شد.  یدهسنج واسییبا استفاده از روش ب یداس یکكلاولان

 یشسبب افزا ییرتغ یننشان داده است كه ا شدهانجام هاییبررس

 یراست. با توجه به تأث یدهگرد یستپادز ینا یدتول یبرابر 2/1

رشد  یطشرا سازیینهبهتا با  گرددیم یشنهادرول پیسگل یمیتنظ

 یستپادز یدروند تول یسرولمختلف گل یهادر غلظت یباكتر

 یهادر غلظت دنمودار استاندار یمبا ترس ین. همچنیابدبهبود 

 روش در یستپادز یدتول یكم یزانم یداس یکمختلف كلاولان

حاضر  تحقیق یجبا دقت بیشتری محاسبه گردد. نتا یواسیب
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 هایینهو كاهش هز یستپادز یدتول سازییبه بوم تواندیم

 .یدنما یانیكمک شا شدهتمام یمتكاهش ق یجهدرنتو  یدیتول

 

 یو قدردان تشکر

 یتدانشگاه اصفهان كه با حما یاز معاونت محترم پژوهش

 یطرح )طرح مصوب پژوهش ینا یما را در اجرا یمال یها

 ینمودند كمال تشکر و قدردان یاری( 21231/33دانشگاه اصفهان 

 .ییمنما یرا م

References 

1. Hopwood DA. Streptomyces in nature and medicine the 

antibiotic maker. 1rd ed. USA: Oxford University press; 

2007. 

2. Inoue S, Higashiyama K, Uchida T, Hiratsu K, Kinashi, 

H. Cromosomal circularization in Streptomyces griseus 

by nonhomologus recombination of deletion ends. 

Biosci Biotechnol Biochem. 2003; 67(5): 1101-08. 

3. Dyson P. Streptomyces. Encyclopedia of Microbiology. 

3rd ed. UK: Swansea University; 2009. 

4. Saudagar PS, Survase SA, Singhal RS. Clavulanic acid: 

A review. Biotechnol Adv. 2008; 26(4): 335-51. 

5. Baggaley KH, Brown AG, Schofield CJ. Chemistry and 

biosynthesis of clavulanic acid and other clavams. Nat 

Prod Rep. 1997; 14(4): 309-33. 

6. Livermore DM. β-lactamase mediated resistance and 

opportunities for its control. J Antimicrob Chemother. 

1998; 41 (suppl 4): 25-41. 

7. Santos VC, Pereira JB, Haga RB. Stability of clavulanic 

acid under variable PH, ionic strength and temperature 

conditions a new kinetic approach. Biochem eng J. 

2004; 45(2): 89-93. 

8. Song YJ, Jensen SE, Lee KJ. Clavulanic acid 

biosynthesis and genetic manipulation for its 

overproduction. Appl Microbiol Biotechnol. 2010; 

88(3): 659-69. 

9. Marsh EN, Chang MD, Townsend CA. Two Isozymes 

of Clavaminate Synthase Central to Clavulanic Acid 

Formation: Cloning and Sequencing of Both Genes 

from Streptomyces clavuligerus. Biochemistry. 1992; 

31(50): 12648-57. 

10. Paradkar AS, Jensen SE. Functional Analysis of the 

Gene Encoding the Clavaminate Synthase 2 Isoenzyme 

Involved in Clavulanic acid biosynthesis in 

streptomyces clavuligerus. J Bacteriol. 1995; 177(5): 

1307–14. 

11. Ha HS, Hwang YI, Choi SU. Application of conjugation 

using phiC31 att/int system for Actinoplanes 

teichomyceticus, a producer of teicoplanin. Biotechnol 

Lett. 2008; 30(7): 1233-38. 

12. Kuwano T, Shirataki C, Itoh Y. Comparison between 

polyethylene glycol and polyethylenimine mediated 

transformation of aspergillus nidulans. Curr Genet. 

2008; 54(2): 95-103. 

13. Li R, Townsend CA. Rational strain improvement for 

enhanced clavulanic acid production by genetic 

engineering of the glycolytic pathway in Streptomyces 

clavuligerus. Metab Eng. 2006; 8(3): 240-52. 

14. Kieser T, Bibb MJ, Buttner MJ, Chater KF, Hopwood 

DA. Practical Streptomyces genetics. England: The 

John Innes Centre; 2000. 

 


