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 پلی ساکاریدی در –ینی ئبخش واکسن کنژوگه پروت فظتبررسی اثرات محا و تولید
 موش آزمایشگاهی سالمونلاتیفی موریوم در ی ناشی ازعفونت ها پیشگیری از

 3و دکتر شهرام شهابی 2دکتر قربان بهزادیان نژاد، 5نیما حسینی جزنیدکتر 

 
 خلاصه 

ای یا    روده به شکل عفونت های   ممکـن اسـت     سـالمونلاتیفی موریـوم      عفونـت هـای ناشـی از      
ودکان و نوزادان نارس، افراد سالم و افراد مبتلا به نقص ایمنی            کهـا، پرندگان،     ای در دام   غـیرروده 

بـه دنـبال ایـن عفونت ها امکان ایجاد عوارض دایمی یا غیردایمی نظیر آندوفتالمیت،                . دهـد  روی  
های سالمونلاتیفی موریوم    امروزه سویه . در انسان وجود دارد    ... باره و  لیـن یاسـتؤمیلیت، سـندرم گ    

با توجه به روند رو به افزایش عفونت های ناشی از           . اند از سرتاسر دنیا گزارش شده     مقـاوم به درمان   
هدف از این مطالعه    . شوند هـای مقـاوم، امـروزه این عفونت ها یک خطر جدی محسوب می              سـویه 

ن تحقیق زنجیره جانبی    در ای . دبوطراحـی یـک واکسـن مناسب برای پیشگیری از این عفونت ها              
 سـالمونلاتیفی موریـوم بـا استفاده از روش آمیداسیون با واسطه کربودیامید به               Oسـاکاریدی  پلـی 

تلقیح چهار گروه از    به دنبال   . ید کـزاز متصـل شـد و آزمـایش ایمونودیفیوژن انجام شد            ئتوکسـو 
 آب مقطر استریل،    ساکارید خالص و    با کنژوگه تولیدی، واکسن کشته شده، پلی       BALB/cهای   موش

های  نتایج ایمونودیفیوژن نشان داد که شاخص .گروه تعیین شدهر  در LD50مـیزان مـرگ و میر و  
اند و   ساکاریدی کنژوگه در حین گنژوگاسیون و تخلیص تخریب نشده         ژنیک پروتئینی و پلی    آنتـی 

گروه نشان داد که در      در بین چهار     LD50مقایسه  . باشند های مربوطه می   سرم قادر به واکنش با آنتی    
ساکارید خالص و گروه کنترل      نسبت به گروه مورد تزریق با پلی       گـروه مـورد تزریق با کنژوگه      

دهد  مشاهدات انجام شده نشان می . برابر افزایش یافته است11/11 و 4/15بـه ترتیب   LD50 مـیزان 
ظت در برابر عفونت های     ایجاد محاف  قادر به    توکسوئید کزاز  با   Oساکارید   کنژوگه پلی  کـه واکسن    

 این باکتری پیشگیری از عفونت های ناشی از        درد و   می باش موریوم در موش     ناشـی از سالمونلا تیفی    
 .نظر می رسده موفق ب
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 حسینی جزنی و همکاران  …اثرات محافظت بخش واکسن کنژوگه 

 مقدمه 
ســالمونلا تیفــی موریــوم باســیل گــرم منفــی عــامل 

ه عفونـت هـای روده ای یـا خارج روده ای در             ایجادکنـند 
عفونـت های ناشی از     . انسـان، دام هـا و پـرندگان اسـت         

سالمونلاتیفی موریوم اکثراً به دنبال مصرف مواد غذایی و         
در افراد سالم عفونت های ناشی از       . دهد آشامیدنی روی می  

شکل عفونت های روده ای     ه  سـالمونلاتیفی موریوم اکثراً ب    
که گاهی منجر به ایجاد اپیدمی در منطقه        دهـد    روی مـی  
عفونت های خارج روده ای ناشی از این باکتری         . مـی شـود   

بیشــتر در کودکــان، نــوزادان نــارس، افــراد مبــتلا بــه 
 روی    …سل و    سیکل ایمنـی، ایـدز، لوسمی، آنمی      نقـص 
 .)1،7،14،19( می دهد

عوامـل مـتعددی در ویرولانس سالمونلاتیفی موریوم        
لی ویرولانس باکتری عمدتاً ناشی از مقاومت و نقش دارند 

نسبی لیپوپلی ساکارید باکتری نسبت به فعال سازی مکمل         
این باکتری باعث    ساکارید  لیپوپلی  و از راه فرعـی اسـت     

بنابراین . شود بـیگانه خـواری می     برابـر  حفاظـت آن در   
مهمتریـن عـامل تهـاجم و ویرولانس         سـاکارید  لیپوپلـی 

 ـ       ب آن محسوب شده و اصطلاح      باکـتری و آنتـی ژن غال
 .لیپوپلی ساکارید کپسولی به آن اطلاق می شود

عنوان ه علت سمی بودن نمی تواند ب ه  لیپوپلی ساکارید ب  
به منظورغلبه  . یک واکسن مناسب مورد استفاده قرارگیرد     
لیپید (ساکارید   بـر این مشکل می توان بخش سمی لیپوپلی        

A (عنوان ه  مانده را ب   قیساکارید با  از آن جدا کرد و پلی      را
ــ ــرده واکســن ب ــا متأســفانه زنجــیره جانبــی  کــار ب ام

زایی کمی داشته و قادر      پلـی سـاکاریدی باقی مانده ایمنی      
نیست پاسخ ایمنی مناسب را ایجادکند بنابراین هر دو این          

این . هـا بـرای تهـیه واکسـن غیرقابل استفاده اند           ملکـول 
 Tیروابسته به   دلیل آنکه یک آنتی ژن غ     ه  پلـی سـاکارید ب    

است پاسخ های ایمنی ضعیفی را برمی انگیزد و در نوزادان           
 ایمنی نسبت به    Bهای   علت تأخیر در تکامل سلول    ه  نـیز ب  

ظاهر   بالاتـر      سـنین  در     پلـی سـاکارید هـا دیرتـر و        
 ).16،21( می شود

به منظورافزایش ایمنی زایی پلی ساکاریدها بهترین راه،        
د به یک پروتئین ایمونوژن است      متصل نمودن پلی ساکاری   

و بدین ترتیب یک آنتی ژن  غیروابسته به تیموس به یک            
این نوع  . مـی شود   آنتـی ژن وابسـته بـه تـیموس تـبدیل          

واکسـن هـای کـنژوگه پروتئین ـ پلی ساکارید می توانند            

، ایجاد پاسخ های    IgGباعـث تغیـیر کـلاس آنتـی بادی به           
 و افزایش تمایل    خاطـره ای قـوی در برابـر پلـی ساکارید          

ساکاریدی  های تولیدی به آنتی ژن پلی      اتصـال آنتـی بادی    
 را به منظور کمک رسانی      Thelperشـده و لنفوسـیت هـای        

بــرای تولــید آنتــی بــادی درگــیر نمایــند و نــیز باعــث 
نکته . برانگیخته شدن پاسخ  ایمنی حتی در سنین پایین شوند

فی موریوم  در کنترل عفونت های ناشی از سالمونلاتی      فـوق   
بسـیار مهم است زیرا حداکثر میزان ابتلاء و مرگ و میر            

کودکان کم  ناشـی از سالمونلا تیفی موریوم در نوزادان و          
 .دیده می شودسن 

 توانند مقدار زیادی      های کنژوگه می    بنابرایـن واکسـن   
IgG           در برابـر جزء پلی ساکاریدی خود برانگیزند و مدت 

همچنین . سبتاً طولانی است  دوام محافظـت ایجاد شده نیز ن      
ایـن واکسـن ها باعث برانگیختن آنتی بادی های هومورال           

 ).8،10(حتی در کودکان و نوزادان می شوند
از طرفـی بـا توجـه به مقاومت باکتری به فعال شدن             
مکمـل از راه فرعـی تولـید آنتی بادی های اپسونین نقش             

د و  مهمی در بلعیده شدن باکتری توسط ماکـروفاژ هـا دار        
نیز کمپلکـس آنتی ژن با آنتـی بادی اختصاصی قادر است          

Fcγ resptor1  متعاقباً و تحریک کند رادر سطح ماکروفاژها 
فعالیـت ماکروفاژها نیز برای کشتن سالمونلاتیفی موریوم        

 ).12(افزایش می یابد
علت ه  های کامل کشته شده ب     واکسن های حاوی سلول   

ــی کــم چــندان من  ــی زای ــبوده و ســمیت و ایمن اســب ن
حــال ه واکســن هــای زنــده ضــعیف شــده ای کــه تــا بــ

طراحـی شـده انـد نـیز بـه دلایل متعدد چندان قابل قبول                
در مجموع مشاهدات انجام شده نشان      ). 9،11( نمـی باشـند   

 با  Oدهـد کـه واکسـن هـای کنژوگه پلی ساکارید             مـی 
های ایمونوژن درپیشگیری از عفونت های ناشی از         پروتئین
 .نظر می رسنده یفی موریوم بسیار موفق بسالمونلات

ایـن پـژوهش کنژوگاسـیون زنجـیره جانبی         بنابرایـن در  
روش  با کزاز یدئتوکسو ساکاریدی سالمونلاتیفی موریوم با    پلی

ــا  ــیون ب ــید  آمیداس ــطه کربودیام ــا واس ــتفاده از ب   EDC اس
(1-ethyl3-dimethylaminopropyle carbodimide hydrochloride) 

 با BALB/cهای   دنبال ایمونیزاسیون موش  ه    ب. تصـورت گرف  
 ـ هـا  مـوش  کـنژوگه تولـیدی، خونگـیری از        و عمـل آمد  ه  ب

دوجانبه  انتشار های سرم جداسازی شد، ایمونودیفیوژن با      نمونـه 
 .انجام شد ژل آگارز بادی در ژن وآنتی آنتی
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تزریق  حیوانات ایمن شده با    شده در  میزان محافظت ایجاد  
روش   با LD50 وبررسی  کتری پاتوژن   دوزهـای مختلف با   

Reed و Muench15(  تعیین شد(. 
 

 روش کار و مواد
برخی   با Oساکاریدی    زنجیره جانبی پلی   :کنژوگاسـیون 
 همکاران   و   Chu روش تجربه کاری با   تغییرات ناشی از  

خلاصه زنجیره   طوره  ب. یدکزازکنژوگه شد ئتوکسو با) 5(
 5 میلی گرم در     50غلظـت     بـا  Oسـاکاریدی    جانبـی پلـی   

میلـی لیتر آب مقطر در دمای اطاق حل شد و با استفاده از              
 125.  رسانیده شد  5/10 محلول به    pHسـود یـک نـرمال       

2به غلظت ) Merck( میکرولیتر از محلول سیانوژن بروماید
اضافه شد و   ) Merck( گـرم در میلـی لیتر در استونیتریل       0/

 5 دقیقه،   5/2از  پس  .  تنظیم شد  5/10 محلول در    pH مجدداً
 هیدرازید  مولار ادپیک اسید دی    5/0میلـی لیـتر از محلول       

Sigma) (          مولار  5/0همـراه بـا بیکربـنات سدیم با غلظت 
سپس این .  تنظیم شد5/8حد   درpH اضـافه شـد و مجدداً  

گراد  مخلـوط در طـول شـب در دمای چهار درجه سانتی           
ــد ــداری ش ــید  . نگه ــیک اس ــبال آن ملکــول ادپ ــه دن ب

استفاده از ستون     با Oیدرازید متصل به زنجیره جانبی      ه دی
متر   سانتی 2 × 30 با حجم کاری     G – 25حاوی سفادکس   

 و تخلیص شد  کـه بـا آب مقطـر بـه تعـادل رسـیده بود             
هم ادغام شده و در سرما       هـای حاوی نمونه با     فراکسـیون 

 20ژن تهیه شده به      نتی آ  میلـی گـرم از     20.خشـک شـدند   
اضافه ) سسه رازی حصارک  ؤم(  کزاز میلی گرم توکسوئید  

 2شـد و حجـم نمونـه بـا اسـتفاده از سرم فیزیولوژی به                
 مولار افزوده شد    1/0 با غلظت    EDC. میلـی لیتر رسانده شد    

که روی یخ قرار      سـاعت در حالی    4نمونـه بـه مـدت        و
 ـ   برابر  در روز مدت دو ه  سپس ب . هـم زده شـد    ه  داشـت ب
ــول  ــیز  2/0محل ــدیم دیال ــولار کلریدس ــد م ــرای . ش ب
ستون  نژوگه از کهای غیر  ملکول سازی گنژوگه از   خـالص 
 2/0محلول  متر که با سانتی 1×90با حجم کاری     2B سفارز

. استفاده شد  مـولار کلریدسـدیم بـه تعـادل رسـیده بـود           
با هم   هـای حاوی کنژوگه جمع آوری شده و        فراکسـیون 

 ).5( گراد نگهداری شدند  درجه سانتی4ادغام شدند و در 
 ـ ها با استفاده از     گـیری مقدار کلی کربوهیدرات     دازهان

و تعیین غلظت پروتئین ) 6( روش فنل ـ سولفوریک اسید   
 ).3( با روش برادفورد انجام شد

 6-8های ماده   موش:ایمونیزاسیون موش ها و خون گیری     
و  سسه رازی خریداری شدؤ از مBALB/cاز نـژاد  هفـته ای   

عدد سلول کامل کشته  1× 108بـه مـنظور ایمونیزاسیون با   
 میکروگرم زنجیره   10شـده سـالمونلاتیفی موریـوم و یا         

طریقه ه   خـالص شـده و یا کنژوگه، ب        Oسـاکاریدی    پلـی 
 بار در   3تزریق  . داخـل صـفاقی مورد تزریق قرار گرفتند       

 دو هفــته بعــد.  تکــرار شــد28 و 14روزهــای صــفر و 
سرم خون   انجـام شد و    هـا  گـیری از قلـب مـوش       خـون 

 درجه  – 20 شده و تا زمان انجام آزمایشات در         جداسـازی 
 ).22( گراد نگهداری شد سانتی

برای  هـای حاوی آگارز   تهـیه پلیـت    :ایمونودیفـیوژن 
اثبات تولید   ژل به منظور   دوگانه در  انجـام آزمایش انتشار   

 Oساکاریدی های سرمی برعلیه زنجیره جانبی پلی      بادی آنتی
پس . صورت گرفت روش استاندارد    با کزاز یدئتوکسـو  و
 100گرم در 5/1غلظت   با تهـیه پلیـت حـاوی آگـارز        از

گذاری  شماره پس از  ژل ایجاد کرده و    هایـی در   چـاهک 
سرم  یا ها ژن اساس الگوی طراحی شده، آنتی     ها بر  چاهک

ها  پلیت و ریخته شد  ها چاهک حیوانات تحت آزمایش در   
دمای آزمایشگاه   اطاقک مرطوب در   در سه روز  یـک تـا   

 تشـکیل خطـوط رسوبی مورد     نظـر  از اری شـده و   نگهـد 
  سپس آب   و PBS با ها چندین بار   ژل. بررسـی قرارگرفتند  

خطوط  و ای آزاد  ه ینئپروت تا داده شـدند   تشـو سش مقطـر 
 .رسوبی غیراختصاصی حذف شوند

محلول  استفاده از  آمـیزی خطـوط رسـوبی بـا        رنـگ 
 صورت گرفت وR-250 (Pharmacia)  بلو کوماسـی بریلـیان  

 ـ  بر آمیزی ژل به ظرف حاوی محلول رنگ       رنـگ  س از پ
انتقال ) 5:8:42متانول به نسبت حجمی     -اسیداسیتیک-آب(

 بر محلول رنگ  دردن کامل زمینه    رنگ ش  بی تا و شد داده
صافی خیس پوشانده    کاغذ  سپس سطح ژل با    .مـاند باقـی   
 .شد حرارت اطاق خشک  در شده و

ازآزمون زایی کنژوگه تولیدی     بـه منظورتعییـن تـب     
 تعیین سمیت و   به منظور  و) 13( خرگوش زایـی در   تـب 

استفاده  آزمون های استاندارد   استریلیتی کنژوگه تولیدی از   
 ).20( شد

روش انجام آزمایش محافظت حیوان ایمن در برابر دوز         
 عدد  48پس از ایمونیزاسیون    : عفونـی باکـتری بـیماری زا      

ه و یا     بـا کنژوگه، سلول کامل کشته شد        BALB/cمـوش   
استریل، هر    و یا آب مقطر    Oساکاریدی   زنجیره جانبی پلی  
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 گروه هر   6یـک از گروه های تحت آزمایش و کنترل به           
یک هفته پس از آخرین     . شدندموش تقسیم    8یک حاوی   

زا روی محیط کشت     تزریق، سالمونلا تیفی موریوم بیماری    
 37شد و در     کشت داده   ) Merck( تریپتـیکاز سـوی آگار    

 ـ سـانتی درجـه    از کلنی های حاصل    . دشراد اتوگـذاری     گ
رقـت های متوالی در سرم فیزیولوژی که به ترتیب حاوی           

 فاز باکـتری در   عـدد 102 و 103 ، 104 ، 107،106،105 ،   108
تایی 8های   یک ازگروه  تهیه و به هر    باشند لگاریتمـی می  

/. 2صورت داخل صفاقی  ه  تحـت آزمـایش و یـا کنترل ب        
ها مورد    روز موش  21 از    پس .گـردید سـی تـزریق      سـی 

بررسـی قـرار گرفـته و مـیزان مرگ و بقاء یادداشت و              
 ).15(و مینچ تعیین شد   بر اساس روش ریدLD50مقادیر

 
 نتایج

آدپیک   با O ساکاریدی کنژوگاسیون زنجیره جانبی پلی   
های   پـس ازلیوفلیزاسیون فراکسیون    :هـیدرازید  دی اسـید 

هیدرازید  ید  متصـل بـه آدپیک اسید      Oحـاوی زنجـیره     
 متصل به   Oمقدار زنجیره    ،G-25حاصل از ستون سفادکس     

 میلی گرم   50به ازاء   . تعیین شد  هیدرازید دی آدپـیک اسید  
 میلی گرم   5/43  تـزریق شده به ستون،     Oزنجـیره جانبـی     

 ). 1نمودار (کنژوگه در حجم خالی از ستون خارج شد 
های   دیده می  شود ملکول     1طـور که در نمودار       همـان 

کـنژوگه نشـده پلی ساکاریدی به علت سبک تر بودن در            
 G-25های پس از حجم خالی از ستون سفادکس  فراکسیون

 . خارج شدند
 

کنژوگاسـیون مشـتق ادپـیک اسیددی هیدرازید ـ پلی          
 نتایج مربوط به کنژوگاسیون     :سـاکارید با توکسوئید کزاز    

  نشان داده شده   2 نمودار در کزاز یدئساکاریدباتوکسو پلـی 
این نمودار دیده می شود قله های  طور که در همـان . اسـت 

 و 210های   مـربوط بـه جذب در حجم خالی در طول موج          
 نانومـتر بـر روی هـم منطـبق است که نشان دهنده              280

های مربوط به    حضـور ملکول کنژوگه شده در فراکسیون      
 280نمودار قرائت شده در طول موج       . حجم خالی می باشد   

له کوچک دومی نیز هست که مربوط به        نانومـتر دارای ق   
توکسـوئید کزاز کنژوگه نشده است و نیز نمودار قرائت          

 نانومـتر نیز دارای قله کوچک  210شـده در طـول مـوج       
 O ساکاریدی دومـی اسـت کـه مـربوط بـه زنجـیره پلی            

سـاکارید و پروتئین     مقـدار پلـی   . کـنژوگه نشـده اسـت     
 خالی به   های مربوط به حجم    فراکسیون کـنژوگه نشده در   

ترتیـب با روش فنل ـ سولفوریک اسید و برادفورد تعیین           
 ـشـد و کارا    ی کنژوگاسیون بر حسب درصد وزنی برای       ی

 بـرای مشـتق ادپـیک اسـید     و %5/80 توکسـوئید کـزاز  
 ).1جدول . (محاسبه شد% 38 ساکارید هیدرازید ـ پلی دی

 
 
 

 

 

 

 

 

 
 شماره فراکسیون

 مختلف حاصل از ستون     های  طیف جذبـی فراکسیون   :1نمــودار   
 . نانومتر210در طول موج  G-25 سفادکس 

قله اول در قسمت مربوط به حجم خالی .  قله است2طور که مشاهده می شود منحنی دارای          همـان 

اسـت کـه بـا توجـه بـه افـزایش وزن زنجـیره جانبی پلی ساکاریدی پس از کنژوگاسیون با ادپیک             

بوده و قله دوم که حاوی مقدار کمتری پلی ساکارید است اسـید دی هیدرازید، مربوط به کنژوگه    

 . کنژوگه نشده استOحاوی زنجیره جانبی 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 شماره فراکسیون

های مختلف حاصل از ستون       جذبی فراکسیون  طـیف : 2ارنمود
 .دهد  نانومتر نشان می280 و 210 را در طول موج های 2B سفارز

 .های حجم خالی از ستون خارج شده است یونشود که کنژوگه در فراکس  مشاهده می
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 درصـد کارایی کنژوگاسیون بر حسب وزن پلی ساکارید و           :1جدول
 پروتئین کنژوگه شده و غیرکنژوگه

 

 کنژوگه غیرکنژوگه کارایی
)گرم میلی(وزن  

 نوع ترکیب
38% 4/12 6/7 ADH-Ochain 

 ئینتپرو 1/16 9/3 5/80%
 

 آنتـی بادی در ژل      انتشـار دوگانـه آنتـی ژن و        آزمـایش 
انتشار دوگانه آنتی ژن و     نـتایج مـربوط به آزمون       : اگـارز 

.  نشان داده شده است    1شکل   در آنتـی بادی در ژل اگارز     
 توکسوئید کزاز و کنژوگه     شود کـه مشاهده می    همچـنان 

هـر دو بـا آنتـی بـادی تهیه شده بر علیه توکسوئید کزاز               
هر  O انبی همچنین کنژوگه و زنجیره ج     .واکـنش داده اند   

دو بـا آنتـی بادی تهیه شده بر علیه جسم باکتری واکنش             
با توجه به نتایج حاصل می توان نتیجه گرفت که          . داده انـد  

سـاختار آنتـی ژنـیک توکسـوئید کـزاز و زنجیره جانبی             
تخریب نشده است    درحین کنژوگاسیون    O پلی ساکاریدی 

 .ندو قادر به واکنش با آنتی بادی های مربوطه می باش
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

، چاهک  )کنژوگه (1 چاهک شماره     آزمون ایمنودیفیوژن،  :1شـکل   
آنتی بادی تهیه    (3، چاهک شماره    )پلـی سـاکارید خالص     (2شـماره   

، )توکسوئید کزاز  (4، چاهک شماره    )شـده بـر علـیه توکسوئید کزاز       
آنتـی بـادی تهـیه شده بر علیه سلول کشته شده             (5چـاهک شـماره     

 ـ    میکرولیتر و با    50ها به حجم     کلیه آنتی ژن  ). ومسـالمونلاتیفی موری
 .دمیلی گرم در میلی لیتر به چاهک ها تزریق شدنیک   غلظت
 

 نمونه کنژوگه   :استریلیتی زایـی، سمیت و    آزمـون تـب   
 زایی، سمیت و   انجام آزمایشات تب   طراحی شده به منظور   

ده های بیولوژیک انستیتو پاستور     ربه بخش فراو  استریلیتی  
به مدل    استاندارد ارسال شد و بر اساس دستورالعمل     ایـران   

که  دست آمده نشان داد   ه   نتایج ب  . تزریق شد  آزمایشگاهی
 ماده تب زا، غیرسمی و قابل تزریق عاری از  دوز نمونه در 

قارچ  هوازی و  بی های هوازی و   باکتری حضـور  عـاری از  
 .باشد قابل تزریق می لذا بوده و

ر برابر دوز عفونی    آزمـایش محافظـت حـیوان ایمـن د        
 2 جدول  نتایج مربوط به این آزمایش در      :زا باکتری بیماری 

توان   با توجه به نتایج می     . نشان داده شده است    3نمـودار  و
هایی که با    دریافـت کـه مـیزان مـرگ و مـیر در موش            

کـنژوگه  یـا جسم کشته شده سالمونلاتیفی موریوم مورد           
های گروه   وشتـزریق قـرار گرفـته بودند در مقایسه با م          

 را  Oهایی که زنجیره جانبی پلی ساکاریدی        کنترل یا موش  
 دو گروه    در LD50  و دریافـت نمـوده بودند کاهش یافته      

بنابراین کنژوگه تولیدی قادر به     . اول افـزایش یافته است    
ــی از     ــت ناش ــر عفون ــبی در براب ــت نس ــاد محافظ ایج

  است  آزمایشـگاهی   مـوش   در  سـالمونلاتیفی موریـوم  
 ).3نمودار و 2ولجد(
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  محاسبه شده در چهار گروه LD50 مقایسه :3مودار ن

نسبت به گروه   )  C(گـروه مـورد تـزریق با کنژوگه          LD50کـه مشـاهده مـی شـود          همچـنان 

 برابر 11/11 و 4/15به ترتیب O (A) و گـروه مورد تزریق با زنجیره پلی ساکاریدی  ) B(کنـترل  

نسبت به  LD50  (D)  ه مـورد تـزریق بـا جسم کشته شده باکتری   افـزایش یافـته اسـت در گـرو    

 C  LD50  نسبت به گروهDدر گروه .  افزایش یافته است2/12 و 9/16 بـه ترتیب  A و Bگـروه  

 .افزایش قابل توجهی نشان نمی دهد
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 موش در 1735PTCCدوزهای مختلف سالمونلاتیفی موریوم  عفونت ناشی از برابر شده در میزان محافظت ایجاد :2جدول

 ایمن شده

 دوز 102 103 104 105 106 107
 گروه

 A گروه در بقا درصد 100% 100% 5/37% 5/37% 5/12% 0
 Bگروه  در بقا درصد 100% 5/87% 50% 25% 0 0

 C گروه در بقا درصد 100% 5/87% 5/62% 5/62% 50% 5/12%
 D گروه در بقا درصد 100% 100% 5/62% 75% 5/37% 0

  عدد8= اد موش ها در هر گروه تعد

 Aگروه : O ، 104*8/1 = LD50تزریق زنجیره پلی ساکاریدی 

 Bگروه  : LD50 = 3/1* 104،  تزریق آب مقطر استریل) گروه کنترل(

 Cگروه : LD50= 2* 105، تزریق کنژوگه

 Dگروه : LD50 = 2/2* 105، تزریق جسم کامل کشته شده سالمونلا تیفی موریوم

 
 بحث
یدکزازبا ئاین تحقیق به منظورکنژوگاسیون توکسو     رد 

عــنوان ه بــ هــیدرازید دی آدپــیک اســید  از Oژن آنتــی
کربنه بین  6 این ملکول .استفاده شد (spacer)  گذار فاصـله 
واسطه . گیرد می پروتئین قرار  های کربوهیدرات و   ملکول

 شده قادر  تولید ساکارید پلی-آدپـیک اسـید دی هیدرازید     
ه ب ها پروتئیـن  در وه هـای آمیـن موجـود      اسـت بـه گـر     

 6 ازهمکاران    و Schneerson. طورکوالانسـی متصـل شود    
های   بـرای کنژوگاسـیون پروتئین     Spacer نـوع مـتفاوت   

کپسول هموفیلوس آنفلونزا استفاده     ساکارید پلی مختلف با 
 هیدرازید دی آدپیک اسید  نشـان دادند که تنها     و نمودنـد 

یی باعث اتصال کوالانسی کپسول     کارایی بالا  با تواند مـی 
 ). 17( های مختلف شود به پروتئین

زنجیره جانبی   مول از   هر یبـه ازا   بررسـی حاضـر    در
 هیدرازید دی ادپیک اسید مول از 8 حدود Oساکاریدی  پلی

مطالعات  ایـن نسـبت در    .  گرفـت  اسـتفاده قـرار    مـورد 
Shneerson ی  ها بررسی در و برابر 20 همکاران   وWatson  و 

رحال  ه بـه . )17،22 (بـوده اسـت    برابـر  5/7مکـاران   ه
که انتخاب نسبت مناسب  دهد گزارشـات مختلف نشان می  

افزایش  در ساکارید پلی و هـیدرازید  دی اسـید  آدپـیک  از
 نقش دارد  ساکارید     پلی ین با ئکارایی کنژوگاسیون پروت  

)2،17،22(. 

 ساکارید پلی با کزاز یدئکنژوگاسیون توکسو  به منظور 
 .شداستفاده   واسطه کربودیامید  واکـنش آمیداسـیون با     از

EDC  آب است و  در بالا حلالیت بسیار  با  یک کربودیامید 
 کربوکسیل با  محـیط باعث تشکیل پیوند     آن در  حضـور 

 .دهد افزایش می % 90تا بازده محصول را   و شود آمیـن مـی   
EDC4-5/4 در pH 18( فعالیت است دارای حداکثر.( 

Shneerson بهترین  ان   همکار وpH  برای فعالیت  EDC را 
، )4،17 (اند نموده ذکر 5 تا 5/4بیـن    Kadis و Byrd و 7/4

 ـ بـه  دست ه  ب pH=8/5 در بهتریـن نتیجه را    حـال مـا    ر ه
 .آوردیم

ــدار ــن وئوت پرمق ــی ی ــده در پل ــاکاریدکنژوگه ش  س
روش  هـای مربوط به حجم خالی به ترتیب با         فراکسـیون 

وکارایی  تعیین شد  دبرادفور و  سـولفوریک اسـید    -فـنل 
 کزاز یدئوزنی برای توکسو   حسب درصد  کنژوگاسیون بر 

38 ساکارید  پلی -هیدرازید دی اسید برای آدپیک  و% 5/80
محاسـبات انجام شده برحسب وزن مولی       . محاسـبه شـد   % 

کنژوگه  ساختار که در  دهد نشان می  نظر های مورد  ملکول
لکول دو م  کزاز یدئملکـول توکسو   تولـیدی بـه ازاء هـر      

 .دارد حضور O ساکاریدی زنجیره جانبی پلی
 و همکاران   Watsonمطالعه   کارایـی کنژوگاسـیون در    

 در. ساکاریدی بوده است   بـه ازاء وزن زنجـیره پلـی       % 35
 کارایـی کنژوگاسیون بر   و همکـاران     Shneerson بررسـی 

تخمین زده  % 90استفاده حدود  ین مورد ئحسـب وزن پروت   



 

 4شماره ، دوره یازدهم مجله دانشگاه علوم پزشکی کرمان 

225

دست آمده توسط   ه  نتایج ب  با مابنابراین نتایج   . شـده است  
 ).17،22( این محققین مطابقت دارد

ژنیک  آنتی ساختار دهد نـتایج ایمونودیفیوژن نشان می    
حین  در O ساکاریدی زنجیره جانبی پلی   و کزاز توکسویید

 بــه واکــنش بــا قــادر کنژوگاســیون تخریــب نشــده و
توجه به اینکه    با نیز و باشند هـای مربوطه می    بـادی  نتـی آ

ــاکــ ــیدی ب   از2B ســتون ســفارز اســتفاده از نژوگه تول
ینـی غیرکـنژوگه   ئپروت سـاکاریدی و  هـای پلـی   ملکـول 

دو  توان نتیجه گرفت که این     مـی ، تفکـیک شـده اسـت     
 .اند م متصل شده هکوالانسی به طوره ملکول ب

 10 دوز هــر(دوزازکــنژوگه تولــیدی   3تــزریق 
اخل ه د همواج در های تحت آزمایش را    موش، )میکروگرم

سـالمونلاتیفی موریوم زنده پاتوژن محافظت       صـفاقی بـا   
 گروه مورد  نسـبت بـه گروه کنترل و        را LD50 کـرده و  

 11/11 و 4/15 ترتیبه  خالص ب  ساکارید پلی تـزریق بـا   
های انجام شده نشان داده است       بررسی. افـزایش داد   برابـر 

ــی  ــی پل ــیره جانب ــه زنج ــده   ک ــیص ش ــاکاریدی تخل س
 بادی در  به تحریک تولید آنتی     قادر سـالمونلاتیفی موریوم  

پس . بنابرایـن محافظت بخش نیست     و باشـد  مـوش نمـی   

تـوان نتیجه گرفت که کنژوگه تولیدی باعث تبدیل          مـی 
ژن غیروابسته به تیموس     نتیآسـاکاریدکه یک     ایـن پلـی   

 ژن وابسـته به تیموس شده است و  اسـت بـه یـک آنتـی     
به  قادر زکزا یدئمتصـل بـه توکسو     O ژن بنابرایـن آنتـی   

 ه با همواج محافظت در  ایجـاد  تحـریک سیسـتم ایمنـی و      
 .باکتری زنده پاتوژن است

سالمونلاتیفی موریوم کشته   تزریق با  گـروه مـورد    در
 تزریق با  گـروه مورد   مقایسـه بـا    حـرارت در   شـده بـا   
 1/1( محسوسی افزایش نیافته است    طوره  ب LD50 کنژوگه

بخشی  ای محافظت ه پاسخ دهدکه اکثر  که نشان می   )برابـر 
 ـ    موش دنـبال تـزریق جسم سلولی کشته شده در        ه  کـه ب

BALB/c اند شده ایجاد تزریق کنژوگه نیز   با شوند می ایجاد 
های زنده   باکتری ه با همواج بـه محافظت موش در     قـادر  و

 توان نتیجه گرفت که با     بنابرایـن می  . باشـند  پـاتوژن مـی   
رایی کم  های کشته شده وکا    توجه به سمیت بالای واکسن    

 انجام سایر ، هـای خوراکـی زنـده ضـعیف شده         واکسـن 
استفاده  و ها این نوع واکسن   مورد آزمایشـات تکمیلی در   

این باکتری  عفونت های ناشی از آنها برای پیشگیری از از
 .دارد اولویت قرار در
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S.typhimurium is a gram negative bacterium causing serious enteric or extraintestinal infections in 

human, cattle and birds. These kinds of infections may lead to some permanent or nonpermanent 
complications like endophthalmitis, Guillain-Barre syndrome and osteomyelitis . Multi-resistant strains of 
S.typhimurium have been reported from several countries, and these infections are a major public health 
problem throughout the world. The aim of the present study was to develop a conjugate vaccine for 
prevention of S.typhimurium infections. For this purpose, polysaccharide side chain was conjugated with 
tetanus toxoid by carbodiimid mediated amidation method. Immunodiffusion was performed in agarose gel. 
Four groups of BALB/c mice were selected and immunized with heat killed S.typhimurium, purified 
polysaccharide, polysaccharide side chain-tetanus toxoid conjugate and sterilized distilled water and the 
role of each antigen in protection against infection with pathogenic S.typhimurium were investigated. 
Animals were challenged by intraperitoneal injections. The 50% lethal dose (LD50) was determined on the 
21st post challenge day by Reed and Muench method. Immunodiffusion results showed that the conjugate 
reacted with heat killed whole cell vaccine antiserum and tetanus toxoid antiserum. Three injections of 
conjugate caused protection against intraperitoneal challenge. In conjugate immunized group LD50 
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increased 15.4 and 11.11 fold in comparison to control group and polysaccharide side chain immunized 
group respectively. Results showed that polysaccharide side chain-tetanus toxoid conjugate injected in 3 
doses is very protective in mice and can increase the LD50 of immunized animals significantly in 
comparison to both O antigen vaccinated and control groups.  
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