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Abstract 

Background & Objectives: Enterohemorrhagic Escherichia coli is one of the major reasons for  

diarrhea, but despite the recent vast development, there is still no comprehensive treatment for this 

infection. The aim of the present study is the investigation of the role of different adjuvants for 

preparation of the vaccine against this bacteria. 
Materials & Methods: First, the bacteria were cultured on its special culture media and then  

inactivated by formaldehyde for antigen preparation and injection into the mice. Female Balb/c 

mice were injected subcutaneously with four different bacterial groups including, bacteria with 

alum adjuvant (AO), montanide adjuvant (MO), non-adjuvant bacteria (O) and control group(C). 

The ELISA test was used for evaluation of antibody titer. Mice were challenged 28 days after post 

immunization.  

Results: The highest antibody titer was obtained for the AO group, but the montanide adjuvanted 

bacteria has more antibody titer in the first month. Also, challenge results exposed that the AO 

group conferred 100 % protection for the studied mice.  
Conclusion: Results showed that the produced antibody of the alum adjuvant keep higher the  

animal’s immune system for a longer period. Since vaccine design to prevent infectious diseases 

requires effective antigen delivery system, this study could be a new strategy to produce the  

E. coli O157:H7 vaccine. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 9911( بهار 24سال سیزدهم شماره اول )پیاپی 

 94-24صفحات 

 تاثیر رویکرد استفاده از اجوانت ها بر میزان کارآیی و ایمنی زایی واکسن 
  O157:H7کلیاشریشیا ضداسهال 

 4، هاجر مولایی4*، یحیی تهمتن9ناهید حیدری

 بخش میکروب شناسی، مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی شعبه 2، دانش آموخته میکروب شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شیراز1

 شیراز، سازمان تحقیق، آموزش و ترویج کشاورزی، شیراز، ایران.

 چکیده

از مهمترین عوامل ایجاد اسهال می باشد، اما با وجود پیشرفت های اخیر، درمان  کلی  اشریشیاانترو هموراژیک   سابقه و هدف:

این پژوهش با هدف ارزیابی نقش اجوانت های مختلف به منظور تهیه مؤثری برای عفونت ایجاد شده با این باکتری وجود ندارد. 

 واکسن این باکتری انجام شد. 

ابتدا کشت باکتری در محیط اختصاصی انجام شد و سپس به منظور تهیه آنتی ژن و تزریق به موش، با افزودن   مواد و روش ها:

(، بدون MO(، اجوانت مونتاناید )AOچهار گروه مختلف باکتری غیر فعال شده، همراه اجوانت آلوم ) .فرمالین غیر فعال گردید

تزریق گردید. از آزمون الیزا به منظور سنجش  Balb/Cبه صورت زیر جلدی به موش آزمایشگاهی ماده  (C(( و کنترل Oاجوانت )

 . چالش کشیده شدندروز پس از ایمنی زایی به  22عیار آنتی بادی استفاده شد. موش ها 

اما اجوانت مونتاناید در ماه اول تیتر آنتی بادی بیشترین میزان عیار آنتی بادی از تزریق باکتری با اجوانت آلوم به دست آمد،  یافته ها:

 درصد موش های مورد بررسی را دارد. 111توانایی ایجاد محافظت در  AOبالاتری داشت. چالش تایید کرد که گروه 

از آنجا که نگه می دارد. نتایج نشان داد که پادتن تولید شده با اجوانت آلوم ایمنی در حیوان را برای طولانی مدت   نتیجه گیری:

طراحی واکسن برای جلوگیری از بیماری های عفونی نیاز به سیستم تحویل آنتی ژن کارآمد دارد، این تحقیق می تواند راهبرد 

 . باشداشریشیا کلی  جدیدی برای تولید واکسن علیه

 اجوانت، واکسن.اسهال، بیماری زا،  اشریشیاکلی واژگان کلیدی:

 88فروردین ماه پذیرش برای چاپ:    82بهمن ماه  دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: شیراز، میددان صدندایدک الدکدتدروندیدک مدوسدسده رازی شدیدراز.

 yahyatahamtan@yahoo.comپست الکترونیک:           18177117891تلفن:  

 م دمه     

امروزه بشر با بیماری های عفونی رو به رو است کده تدوسدط                                                     

عوامل میکروسکوپی ایجاد می شود. یکی از این عوامل باکتدری                                                        

برای اولین بدار                  اشریشیا کلی           ( می باشد.            E. coli)   اشریشیا کلی             

توسط یک متخص  کودکان در آلمان بده ندام                                         122در سال        

(.    1شناسدایدی شدد )              (Theodor Escherich(ت ودور ایشریش               

، ارگانیسم متحرکی است که به خوبدی بدر روی                                         اشریشیا کلی           

 محیط کشت معمولی رشد می کند. این بداکدتدری هدوازی و                                                

بی هوازی اختیاری است و بر روی محیط مک کاندکدی آگدار                                                  

 کلنی های گرد، برجسته، صاف و صورتی ایدجداد مدی کدندد.                                                 

کلنی های آن با یک جلای فلزی بر روی آگار ا وزین متیدلدیدن                                                      

( و م بت شدن آزمون اندول )تبدیل تریپتدوفدان بده                                              EMBبلو )     

اندول( به سرعت تشخی  داده می شود. این باکتری ها لاکتوز                                                       

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خدلاادانده )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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  اشریشیا کلی           (.      2م بت می باشند و هم نین دارای پیلی هستند )                                         

در شرایط بی هوازی، مخلوطی از اسید ها مداندندد لاکدتدات،                                                   

جایدگداه          .سوکسینات، اتانول و دی اکسیدکربن را تولید می کند                                               

طبیعی این باکتری روده بزر  اک ر حیوانات خونگرم مانند گداو                                                          

و گوسفند است و اغل  در روده ماهی و حیواندات خدونسدرد                                                   

دیگر دیده نمی شود. فراورده های لبنی و گوشتی آلدوده ایدن                                                       

حیوانات، مهمترین منبک آلودگی انسان به خصو  در کشدور                                                    

(. تعداد این باکتدری در                        9های توسعه یافته محسوب می شود )                              

روده گوشتخواران و انسان و میمون بیش از روده علدفدخدواران                                                       

است و به عنوان عامل مسمومیت غذایی انواع غذا ها از جمدلده                                                        

(. راه انتقال باکتری از طدریدق آب و                                   9شیر م ر  می باشد )                  

  اشریشیاکدلدی            غذای آلوده است. از جمله پاتوتی  های مختلف                                         

  اشدریشدیدا کدلدی           که باع  ایجاد اسهال می شوند، می توان به                                         

اندتدروپداتدوژندیدک                 اشریشیا کلی           ،   (ETEC(انتروتوکسی ژنیک                 

)EPEC)     انتروهموراژیک                 اشریشیاکلی          و)EHEC)                .اشداره کدرد

انترو هموراژیک یک سم اوی به نام وروتوکسدیدن                                             اشریشیاکلی          

مدولدد        اشریشیا کلی           یا شیگاتوکسین تولید می کند. به این گروه                                         

هدم      اشریشیا کلی           ( و یا وروتوکسیژنیک                     STECشیگا توکسین )             

گفته می شود. به دلیل توانایی این سم در کشتن سدلدول هدای                                                      

ورو به آنها وروتوکسین، و به دلیل شباهت به ندوروتدوکسدیدن                                                      

، توکسین شبه شیدگدا                   Iتی        شیگلا دیسنتریه             شیگای مترشحه از                 

  اشریشیاکلدی          سروتای            1 1(. از میان بیش از                    نامیده می شود )               

شایک تریدن             O157:H7    اشریشیا کلی           تولید کننده توکسین شیگا،                          

یکی از عوامل اصلی بیماری زا در                                   O157:H7سویه      .آنها است        

 انسان می باشد که در غذاها و آب های آلوده یافت مدی شدود                                                      

(. این باکتری دارای دز عفونی پایین بوده و با تعداد کم ایجاد                                                              )   

(. با وجود این که زمان زیادی از کشدف                                     7عفونت می نماید )                

به عنوان پاتوژن روده ای گذشته، هنوز                                       O157:H7    اشریشیا کلی           

هم درمان ا عی برای آن وجود ندارد و انواع راهبردهای درمان                                                          

و پیشگیری در مرحله آزمایشگاهی و در حال توسعه هستند. به                                                        

نظر می رسد آنتی بیوتیک ت ثیر چندانی بر کاهش شدت بیماری                                                        

نداشته باشد. از دلایل مفید نبودن مصرف آنتی بیوتیک حدذف                                                      

  اشریشیا کلدی           ارگانیسم های راابت کننده با عوامل بیماری زای                                              

O157:H7       (2   ،8   )                      و فعال شدن فاز سیستم SOS              و تبدیدل فداز

بر شمدرده مدی               لیزوژنیک به لیتیک و آزاد شدن بیشتر توکسین                                         

. از این رو استفاده از واکسن برای پدیدشدگدیدری از                                              (   11شود )     

( و همکاران در سدال                        Malekiملکی )        .بیماری مفید خواهد بود                     

برای ساخت واکسن خوراکی از پروتین هدای بداکدتدری                                               1982

E.coli O157:H7                                         استفاده کردند. ژن های مربو  به پدروتدیدن

از باکتری استخرا  کرده و با واس ه پلاسمید                                            EspA-Tirدوگانه        

منتقل کرده و سپس به گیاه                            اگروباکتریوم تومی فشنس                      به باکتری           

درصد از کدل              2 1تنباکو انتقال دادند. نتایج نشان داد که میزان                                              

 .(   11پروت ین های بر  متعلق به پروتین نوترکی  می بداشدد )                                                 

توسعه نیافته و دارای                        O157:H7    اشریشیا کلی           تا کنون واکسن               

مجوز برای ایمن سازی انسان نیست. یدکدی از روش هدای                                                

افزایش اثر بخشی واکسن استفاده از اجوانت می بداشدد. واژه                                                       

به معنی کمک یا افزایش مشتق                               adjuvantاجوانت از کلمه لاتین                   

(. اجوانت ها ترکیباتی هستند که واکنش ایمدندی                                            12شده است )         

(. به       19علیه آنتی ژن های تلقی  شده با آن را افزایش می دهند )                                                    

طور کلی به نظر میرسد اجوانت ها موج  افزایش میزان عرضه                                                       

(. از جمله شناخدتده شدده                       19آنتی ژن و پایداری آن می شود )                             

ترین اجوانت ها، فروند و آلوم می باشد. نمک های آلوم، بیشتر                                                           

به صورت فسفات آلومینیوم یا هیدروکسید آلومینیوم به شدکدل                                                       

گسترده ای به عنوان اجوانت های انسانی استفداده شدده اندد.                                                       

اجوانت فروند یک امولسیون آب در روغن است که آنتی ژن را                                                       

در فاز مایک به کمک یک ماده ی امولسیون سداز وارد روغدن                                                     

پارافین سبک وزن می کند. این نوع اجوانت فروند ناا  نامیده                                                          

کشتده شدده و              مایکوباکتریوم             می شود. اضافه کردن باکتر های                              

 خشک شده به فاز روغنی، ایمنی سلولی و هدمدورال را بدر                                                  

(. به منظور انتخاب اجوانت مناس  باید مدعدیدار                                             1می انگیزد )           

های مشخصی از جمله نوع آنتی ژن، گونه های هددف، ندوع                                                  

پاس  ایمنی و هم نین مدت پاس  ایمنی مد نظر ادرار گدیدرد.                                                      

استفاده از اجوانت منجر به افزایش ایمنی زایی آنتی ژن هدای                                                         

ضعیف گردیده و در افزایش سرعت و دوام پاس  ایمنی ندقدش                                                    

(. با توجه به اینکه اجوانت های متفاوتی به مدندظدور                                                  1دارد )      

افزایش ایمنی زایی استفاده می شود، م العه در این زمینه هندوز                                                            
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نداندو         211( و همکاران در سدال                    (Doaviادامه دارد. دوآوی                   

واکسنی بر پایه ادجوانت کیتوزان و تری متیل کیتوزان طدراحدی                                                         

با استدفداده از                 E.coli O157کردند و ایمنی زایی در موش علیه                                

(. با توجه به ندیداز                    17واکسن یادشده مورد ارزیابی ارار گرفت )                                     

بشر به منظور گسترش واکسن علیه بیماری اسهدال، مد دالدعده                                                    

حاضر به منظور ارزیابی ایمنی زایی حیوان آزمایشگاهی با آندتدی                                                           

و با اجوانت های مونتانایدد و                                 O157:H7  Escherichia coliژن    

 آلوم مورد بررسی ارار گرفت.                            

 مواد و رو  ها             

         E اشریشیا کدلدی           باکتری        جداسازی و شناسایی باکتری:                           

O157:H7                               کشدت         از      تهیه شد. پس           از دانشگاه ادینبر  انگلستان

مورد استفاده باکدتدری                       DNAآگار،           بلاد     محیط      در    باکتری        و رشد     

  دنبال         به  در آزمایشگاه مولکولی با روش جوشاندن استخرا  شد.                                                 

    stپرایمرهای               استفاده از              واکنش زنجیره ای پلیمراز با                              تست       آن  

  مدحدصدولات          منظور بررسدی               به      سپس       ( انجام،        1)جدول           stو   

مخلو  گردیدد                11    ، با لودین  بافر                واکنش زنجیره ای پلی مراز                        

 TBE بافدر        به همراه            درصد        2 1آگارز           ژل      روی       بر    الکتروفورز              و 

  برومایدد و             اتیدیوم           با      آمیزی         نهایت به وسیله رن                       در      شد.       انجام     

   ح دور        ،  UVندور       تداثدیدر         بدا      شده       تشکیل         باند های            ی     مشاهده      

  نهایی         ت یید         از      پس      شد.       داده        تشخی          و     ت یید         نظر       های مورد            ژن  

  ز،  واکنش زنجیره ای پلدی مدرا                       و       آنتی سرمی             های   آزمون های           با  

 (.  12)       گدردیدد         موش آماده             به      تزریق         و به منظور              غیرفعال           باکتری      

  اشریشیا کدلدی           نمونه باکتری              کشت باکتری در محیط بلاد آگار:                              

O157:H7            درجه خار  کرده و بعد از دفریز شدن                                     -71از فریزر

زیر هود بیولوژیک بر روی بدلاد                             سلسیوس        درجه         2در دمای         

ساعدت        29آگار به صورت خ ی کشت داده شد. سپس به مدت                                          

 .درجه ارار گرفت تا باکتری رشد کدندد                                  97در انکوباتور با دمای                      

  اشریشیاکلدی          بعد از رشد باکتری                     B  :کشت باکتری در محیط                    

بر روی محیط بلاد آگار در زیر هود بیولوژیک به وسیله لدوپ                                                       

استریل یک کلنی از باکتری را برداشته و درون لدولده حداوی                                                      

درجده        97( کشت داده و در دمدای                      HIMEDIA)       TSBمحیط      

ساعت درون انکوباتور شیکر دار ادرار                                     29سانتی گراد به مدت                   

 (.  18گرفت )      

کشت داده شدده                اشریشیا کلی           باکتری        غیر فعال سازی باکتری:                       

درصد غیر فعال شدد.                     9 1با استفاده از فرمالین                         TSBدر محیط         

باکتری غیر فعال به عنوان آنتی ژن برای تزریق زیر جلددی بده                                                         

 (.  21موش استفاده شد )                

باکتری غیر فعال شده توسط                          اطمینان از غیر فعال سازی باکتری:                                  

ساعدت        29فرمالین روی محیط بلاد آگار کشت داده و به مدت                                             

درجه سلسیوس گرماگذاری گردید. عدم رشد بداکدتدری                                               97در    

 روی محیط بلاد آگار تعیین کنندده مدوفدقدیدت آمدیدز بدودن                                                

 (.    21غیرفعال سازی می باشد )                      

در این تحقیق از موش آزمایشگاهی مداده                                         حیوان آزمایشگاهی:                 

Balb/C                                                 به عنوان مدل حیوانی استفاده شد. این مدوش هدا از

بخش حیوانات آزمایشگاهی مؤسسه تحقیقات واکسن و سدرم                                                  

  12سازی رازی شیراز تهیه شدند. موش ها تدحدت شدرایدط                                             

درجده         2-21ساعت تاریکی و دمای                      12ساعت روشنایی و                

سلسیوس نگهداری شدند و به راحتی به آب و غذا دسدتدرسدی                                                   

 داشتند.       

 سر موش آزمدایشدگداهدی                     1         ایمن سازی موش آزمایشگاهی:                         

 کدددده وزن شددددان بددددیددددن                      Balb/C    مدددداده      

 گرم است به صورت تصادفی انتخاب گردید. موش هدا                                               1-22

سر موش ماده بود، تدقدسدیدم                          11گروه که هر گروه شامل                        9به        

  درصدد        چهدار        نها ی         غلظت        با      آلومینیم            هیدروکسید             پودر            شدند.     

ندمدونده           به  یک به یک            صورت        به      سپس   .     شد      حل      مق ر        در آب     

 ژن توالی پرایمر (’3 →’5) طول قطعه )جفت باز(

244 CGT GAT GAT GTT GAG TTG 
O 57 

AGA TTG GTT GGC ATT ACT G 

555 TTC GCT CTG CAA TAG GTA 
 t   

TTC CCC AGT TCA ATG TAA GAT 

991 GTC CCT GTT ACT GGG TTT TTC TTC 
 t   

AGG GGT CGA TAT CTC TGT CC 

 توالی پرایمر ها. :1جدول 
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  ندهدایدت         ر . د   گدردیدد         آنتی ژن غیر فعال شده با فرمالین اضافه                                     

هم ندیدن روغدن               .آمد       بدست        دو درصد           محلول         در      ژل      غلظت    

مخلو  شدده و               v/v)     1       : 1(مونتاناید و آنتی ژن نیز به میزان                                  

سپس به موش تزریق شد. گروه آزمون یک )باکتری غیر فدعدال                                                     

میکرولیتر             11 شده به همراه ژل آلوم(، به موش های این گروه                                            

باکتری غیر فعال شده به همراه ژل آلوم به صورت زیر جدلددی                                                       

(. گروه آزمون دو )باکتری غیر فعال شدده                                       AOتزریق شد )گروه                

 به همراه اجوانت روغن مونتاناید(، مدوش هدای ایدن گدروه                                                   

میکرولیتر باکتری غیر فعال شده به همراه روغن مونتاندایدد                                                         11 

(. گروه آزمون سده                  MOبه صورت زیر جلدی دریافت کردند )                               

 ایدن گدروه            )باکتری غیر فدعدال شدده بددون اجدواندت(،                                  

میکرولیتر باکتری فرمالینه به صورت زیر جلدی دریدافدت                                                     11 

بده گدروه         . گروه آزمون چهار )گروه کنترل منفی(،                                          (       O    )   کردند       

به صورت زیر جدلددی                    TSBمیکرولیتر محیط                  11 کنترل تنها            

 (. تزریق دز یادآور بده هدمده گدروه هدا                                   Cتزریق شد )گروه                

 دو هفته بعد به همین صورت بالا تکرار گردید.                                         

از موش های گروه های مدخدتدلدف بده                              خون گیری از موش:                  

صورت هفتگی از هفته اول پس از تزریق دوم تا هفته هدفدتدم                                                     

  گیری از صورت موش ها اندجدام                             خون   خون گیری انجام شد.                    

. سرم خون موش پس از جدا سازی تا زمان انجام آزمون در                                                     شد  

 درجه نگهداری شد.                      -21دمای      

به منظور مشخ  ندمدودن                     سویه حاد باکتری اشریشیاکلی:                             تهیه      

  29میلی لیتر از کشدت                      1حداال دز کشنده ی باکتری، ابتدا                                

به دو سر موش به صدورت زیدر                                TSB    باکتری در محیط                    ساعته       

جلدی تزریق گردید و پس از مر  مدوش هدا، انددام هدای                                                

حساس مانند ریه، کبد، طحال و کلیه جداسدازی و بدر روی                                                       

جمک آوری            اشریشیاکلی              کشت داده و کلنی های                           بلادآگار           محیط      

شدند. این مرحله با تزریق سوسپانسیون کلنی های بدست آمده                                                        

و جداسازی باکتری از اندام های حدیدوان                                         به دو سر موش دیگر                   

تکرار شد. بدین ترتی  سویه حاد باکتری تهیه و برای تعدیدیدن                                                        

  LD50                              .مورد استفاده ارار گرفت   

به مندظدور تدعدیدیدن                :     (  1  )تعیین غلظت های کشنده باکتری                           

رات متوالی از کشت سویه حداد                              11حداال دز کشنده باکتری،                        

تهیه و هر کدام جداگانه به یدک مدوش                                    TSBباکتری در محیط                

تزریق شد. برای رایق سازی از سرم فیزیولوژی استفاده گردیدد.                                                          

مدیدلدی        8لوله استریل انتخاب و درون هر لوله                                     11بدین منظور            

لیتر سرم فیزیولوژی ریخته شد. سپس یک میلی لیتر از کشدت                                                      

به لوله شماره یدک اضدافده                          TSBساعته باکتری در محیط                        29

گردید. ترکیبات درون لوله یک به خوبی مخلو  و یک مدیدلدی                                                     

منتقل شد. مخلو  نمودن ترکیبات و                                   2لیتر از آن به لوله شماره                          

سپس انتقال یک میلی لیتر از آن به لوله بعدی تا آخرین لدولده                                                          

تکرار شد. در نهایت پس از مشخ  نمودن غلظت و تدعدداد                                                  

از هر رات به یک سر مدوش                        میلی لیتر                 1باکتری در هر لوله،                    

ساعت با بررسی حدیدواندات                         29تزریق گردید. بعد از گذشت                          

تلف شده، رات های کشنده باکتری مشخ  شدند. مدرحدلده                                                

بعد، از دو رات مناس  )آخرین راتی که موش را کشته بود و                                                       

 راددت بددعددد از آن( هددر کدددام بدده مددیددزان                                 

سر موش دیگر تزریق و از میدان ایدن دو                                      11به    میلی لیتر                 1

  حیوانات را کشت، مشخ  گردید. در                                  1 که      50LDدز    رات     

تمامی مراحل، کدورت سوسپانسیون تزریقی بدا اسدتدفداده از                                                    

 مک فارلند و هم نین میزان جدذب ندوری                                     استانداردهای نیم                

   (Optical density                                         توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول مدو )

 نانومتر اندازه گیری شد.                           11 

به منظور انجام چالش در هفته چهدارم، از هدر                                          آزمون چالش:             

 گروه نصف موش ها انتخاب و بصورت داخل صفاای به میدزان                                                    

را دریافت کردند. موش های چالش                                 LD50میلی لیتر از دز                     1

 . ساعت مورد بررسی و ارزیابی ارار گرفدتدندد                                       72شده به مدت            

برای بررسی س   تیتر آنتی بادی در نمونده هدای                                            آزمون الیزا:              

سرم های جداسازی شده از موش های تحت آزمون، از تسدت                                                  

 الیزا استفاده شد.                 

بمنظور تهدیده آندتدی ژن                     تهیه آنتی ژن برای انجام آزمون الیزا:                                      

اشدریشدیدا         ساعته باکتری                29جهت تست الیزا، به محیط کشت                            

درصد اضافه شد. باکتدری                         9 1فرمالین            TSBدر    O157:H7کلی     

دایقه سانترفیوژ شد و با                           11به مدت          9111غیرفعال شده با دور                    

جدا کردن محلول رویی، رسوب مورد نظر دو بار بده وسدیدلده                                                    

PBS                                                   شسته شد تا فرمالین اضافی از محیط خار  گردد. سپدس
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OD                                                     .باکتری با استفاده از اسپکتوفتومتدر انددازه گدیدری شدد 

با انجام تست الیزای ش رنجی، تست الدیدزا بدرای                                            طراحی الیزا:              

 در مدوش هدای              E.coli O157:H7ارزیابی آنتی بادی ضدد                      

ایمن سازی شده و موش های گروه کنترل، با پارامترهدای  یدل                                                       

 آنتی ژن )باکدتدری                   CFU/ml     11    1طراحی و استاندارد گردید.                          

E.coli O157:H7                     ،بده        ساعت      29از      پس  ( در کف پلیت کت شد

  سدرم       آلبومیدن         سپس     و   داده      شستشو       21تو ین        وسیله بافرفسفات               

ازشستدشدو، سدرم                  گردید. پس             اضافه     (    بلاکر    )    یک درصد           گاوی    

  ضد موشی           بادی        آنتی        سپس     اضافه شد.           1 یک به         رات       موش با      

  اندتدهدا         در      و     اضافه       9111 1پراکسیداز با رات                      آنزیم         با      کونژوگه       

دایقه بدرای               1اضافه گردید و در دمای اتاق                              TMBسوبسترای          

  در آخر برای اتمام واکنش از اسدیدد                                   ایجاد رن  زمان داده شد و                        

  الایدزا         ارا ت کندندده               گردید. نتایج با دستگاه                          استفاده           سولفوریک        

 . شد    ثبت   

تجزیه و تحلدیدل آمداری                         ها:       آنالیز آماری و تجزیه و تحلیل داده                                 

( و ندرم         ANOVAداده ها با استفاده از آزمون آنالیز واریانس )                                            

انجام گرفت. نتایج هر آزمون با استفاده از                                              12    نسخه          افزار       

مورد تجزیه و تحلیل ارار گرفت. در این آنالیز آمداری                                                     tآزمون       

 در نظر گرفته شد.                   1 1درجه معنی داری آن با میزان خ ای                                 

 نتای      

وجود کلنی های شیری رن ، با س   برآمدده و                                         کشت باکتری:             

ساعدتده         29حاشیه صاف و غیر همولیتیک بر روی محیط کشت                                              

     مدی بداشدد.        اشریشیا کدلدی                   بلاد آگار، نشان دهنده رشد موفق                             

شناسایی ژن های عوامل بیماری زایی توسط واکنش زنجیره ای                                                       

آورده شده             1نتایج واکنش زنجیره ای پلی مراز در شکل                                       پلیمراز:          

به منظدور شدنداسدا دی ژن                       O 57)الف( پرایمر                1شکل       .است   

)توکسین باکدتدری( و                       stیادشده می باشد. )ب( شناسایی ژن                                

 )توکسین دیگر باکتری( را رد یابی کدرده اسدت.                                             st)پ( نیز         

عدم رشد باکتری فوق بر روی محیط بلاد آگار                                         غیر فعال سازی:                

 نشان دهنده غیر فعال شدن موفقیت آمدیدز بداکدتدری اسدت.                                                 

آنتی ژن باکتری غیر فدعدال بدا                            ایمن سازی و سلامت واکسن:                         

به موش ها تزریق شد. کلیه مدوش هدای                                    CFU/ml   811      1دز  

ایمن سازی شده در گروه های مختلف تا هشت هفته پدس از                                                   

 تزریق اول زنده بودند و هی  گونه علایم بیماری نداشتند.                                                      

به منظوربررسی کدارایدی                            : 5 سویه حاد باکتری و تعیین                       تهیه      

در      CFU/ml    711    1ایمونوژن، سویه حداد بدا تدزریدق دز                                

سوسپانسیون باکتری به موش و جداسازی مجدد آن از انددام                                                     

های حساس مانند ریه، کبد، کلیه و طحال حیوان تهیه گدردیدد.                                                        

ساعت پس از تزریق، کشت رایق نشده باکتری و رات های                                                    29

.   باع  مر  مدوش هدا شدده بدود                         1111 1و     111 1،   11 1

مک    کدورت سوسپانسیون باکتری ابل از تزریق با استانداردهای                                                      

، دو رادت          50LDبنابراین برای تعییدن                     فارلند محاسبه گردید.                      

سدر      11میلی لیتر بده                  1هر کدام به میزان                    1111 1و     111 1

سدر      7ساعت با تلدف شددن                   29موش تزریق گردید. پس از                        

سر موش دریافت کندندده                        و     111 1موش دریافت کننده رات                      

در      50LDدز مدنداسد           به عنوان            1    911غلظت        1111 1رات     

 گرفته شد.         نظر   

نتایج به دست آمده از تست الیزا جهت ارزیدابدی                                            آزمون الیزا:                

در موش هدای گدروه هدای                       E.coli O157:H7آنتی بادی ضد              

آ( ت ییر تیتر آنتی                    9آورده شده است. شکل )                      2مختلف در شکل              

)باکتری و اجوانت آلوم( را نشان می                                     AOبادی مربو  به  گروه                     

دهد، که پس از تزریق دوم به تدریج تیتر آنتی بادی افزایش می                                                           

یابد تا در هفته چهارم به بیشترین س   خود مدی رسدد. ایدن                                                      

( تفاوت مدعدندی              TSBگروه با گروه کنترل منفی )محیط کشت                                   

  MOب( مربو  به گروه                  2(. شکل )        )p   0.05داری را نشان داد                  

اشریشیدا کدلدی نتیجه واکنش زنجیره ای پلیمراز و تشکیل باندهای  : 1شکل 

 ، )پ( بداندد    stپدرایدمدر    ، )ب( باند O157پرایمر  921)الف( باند 

 را نشان می دهد )  ب: جفت باز(.   stپرایمر  112
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)باکتری و مونتاناید( می باشد که باز هم پس از تدزریدق دوم                                                        

افزایش تیتر آنتی بادی مشاهده شد، نتایج این گروه نیز با گدروه                                                             

 کنترل منفی تفاوت معنی داری داشت. همان ور که در شدکدل                                                    

پ( مشخ  است، در هفته اول و دوم س   عیار آنتی بادی                                                   2)   

بود، اما پس از هفته دوم عیدار                                AOبالاتر از گروه                 MOدر گروه         

کداهدش داشدت             AOنسبت به گروه                MOآنتی بادی در گروه                   

پ(. بنابراین عیار آنتی بادی در یک ماهه اول در گدروه                                                    9)شکل      

MO                         به مرات  کمتر از گروهAO        .بدندابدرایدن بداکدتدری               بدود 

E.coli O157:H7         با اجوانت آلوم می تواند سیستم ایمنی                                       همراه

. با توجه به              حیوان را به مدت طولانی تر و بالاتری تحریک کند                                           

)باکتری بددون                Oت(، عیار آنتی بادی در گروه                            2نمودار شکل )            

اجوانت( نسبت به سایر گروه ها افزایش چندانی را نشان ندداد،                                                          

( تفاوت معندا               TSBاما نسبت به گروه کنترل منفی )محیط کشت                                     

افدزایدش          Oنسبت به گدروه آزمدون                      AOداری داشت. گروه                 

بیشتری در س   عیار آنتی بادی را نشان داد، ایدن دو گدروه                                                       

(. هم نین افدزایدش                  p   0.05تفاوت معنا داری را نشان دادند )                               

 ( نسبت به گروه بدون اجدواندت                            MOتیتر آنتی بادی در گروه )                        

   (O                                                   کاملا مشخ  بود و اختلاف معنی داری بین آنها مشاهدده )

به طور کلی هر کدام از گروه ها به تنهایدی بدا                                                .(   p   0.05شد )    

 گروه کنترل منفی تفاوت معنی داری داشتند. بندابدرایدن گدروه                                                       

   (AO )                            دارای بیشترین س   و گروه)O)   ارای کمترین سد د                  د

 عیار آنتی بادی بود.                   

( درصد محافظت موش هدا                      9نمودار کالپان مایر )شکل                         چالش:       

 آ
 ب

 پ
 ت

 )کنترل منفی(. TSB)باکتری به تنهایی( و O )باکتری و مونتاناید( MO)باکتری و آلوم(، گروه  AOنتایج الیزا مربو  به چهار گروه مورد آزمون  :2شکل 

نمودار کالپان مایر: درصد محافظت موش ها در برابر دز کشنده  :9شکل 

MO)باکتری و آلوم(، گروه  AOباکتری. مربو  به چهار گروه مورد آزمون 

 )کنترل منفی(. TSB)باکتری به تنهایی( و  O)باکتری و مونتاناید(، 
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پس از ایمن سازی در برابر دز کشنده باکتری را نشان می دهدد.                                                          

ساعت پس از چالش مردندد.                           9تمام موش های گروه کنترل تا                            

ساعت پدس از              92تنها        Oمحافظت در برابر موش های گروه                              

درصد موش ها زنده ماندند.                            1 چالش ادامه یافت و پس از آن                            

نشان نداد، پدس                 AOتفاوت معنی داری با گروه                           MOدر گروه         

درصد موش ها را محافظت نمود، امدا گدروه                                        21ساعت        1 از    

AO          درصد موش ها را تا پایان دوره محدافدظدت                                       111توانست

 نماید.      

 بح    

در        میر       و     مر        و     باکتریایی             اسهال         عامل        ترین        شایک        اشریشیا کلی           

  اندجدام         زمینه         این       در      توجهی         اابل        تحقیقات           است. امروزه               جهان    

با وجود پیشرفت های اخیر در علدم پدزشدکدی                                      است و           گرفته     

توسعه نیافتده و دارای                          O157:H7  اشریشیا کلی           واکسن       تاکنون        

  روش       از      تحقدیدق،          ر این     مجوز برای ایمن سازی انسان نیست. د                                 

  و     حیوان آزمدایشدگداهدی                    در      زایی        ایمنی         بررسی         منظور         به      الایزا     

و به منظور              گردید         استفاده           بادی        آنتی        تیتر        حداک ر          آوردن         بدست    

واکنش زنجیدره                آزمون     نظر از            مورد      های     ژن    تشخی        و     تفکیک     

  و     جدداسدازی           از      پدس      م العه،           این       در  استفاده شد.               ای پلی مراز           

  بدررسدی       و   ایمنی       ایجاد       منظور       ، به    اشریشیا کلی           باکتری            شناسایی       

  آزمایشگداهدی            در حیوان          باکتری        علیه      ایجاد شده           های     بادی        آنتی    

و دو          غدیدرفدعدال           درصد        9 1  فرمالین         با    باکتری        ، Balb/Cموش     

اجوانت هدا               .ارار گرفت             اجوانت آلوم و مونتاناید مورد استفاده                                    

 سب  افزایش میزان عرضه آنتی ژن و پایداری آن مدی شدوندد                                                    

د.    (. از جمله شناخته شده ترین ادجوانت ها، آلوم می بداش                                                  19)   

توسط اداره غذا و داروی امریکا اجازه استفاده بدا                                                  اجوانت آلوم           

در ایجاد پاس                واکسن های مصرف انسانی را دارد. این اجوانت                                           

 ایمنی ضعیف عمل می کند و به تنهایدی ادادر بده تدقدویدت                                                 

(. واکسن های تهیه شده از                          21)   پاس  های ایمنی هومورال است                            

جسم سلولی باکتری ها در القای پاس  ایمنی چدنددان مدوفدق                                                    

 نیستند، اما تجویز این نوع آنتی ژن هدمدراه بدا اجدواندت هدا                                                      

می تواند موج  تحریک بیشتر سیستم ایمنی در پاس  دهی بده                                                      

و همدکداران             (Figueiredo(فیگوریدو            (.    22ن گردد )        ژ این آنتی          

فیمیریده         به منظور بررسی و یافتن آنتی بادی علیه                                         2119در سال        
 در گداو هدای بداردار،                      E. coli  99از سدویده ی             ،    

 از اجوانت آلومینیوم و پتاسیم سولدفدیدت اسدتدفداده کدردندد،                                                    

 کدده بدداعدد  افددزایددش ایددمددنددی هددومددورال در حددیددوان                                       

 (. ندتدایدج تدحدقدیدقدات حسدیدندی جدزندی                           29می شود )        

)Hosseini Jazani)                    نشدان داد            2111و همکداران در سدال

نالوکسان به عنوان یک اجوانت همراه با اجوانت آلدوم بداعد                                                        

(. اجواندت آلدوم                29شد )      Balb/Cایمنی در موش آزمایشگاهی                         

و     2Thپاس  ایمنی هومورال را به وسیله تحریک سلول هدای                                               

افزایش می دهد. آلوم توانایی تحدریدک                                     Bتک یر لنفوسیت های                   

تولید منوسیت ها و گرانولوسیت ها را دارد و هم نین بداعد                                                        

افزایش تمایز منوسیت ها به سلول های دندرتیک مدی گدردد.                                                     

  از واکسن ها مورد استفاده ارار می گدیدرد.                                          21امروزه آلوم در                

و     1Thعمده ترین محدودیت آلوم عدم توانایی القای پداسد                                                

پاس  ایمنی سلولی به منظور کنترل اغل  پاتوژن هدای داخدل                                                      

 (.   2مددی بدداشددد )           لددیددشددمددانددیددا        سددلددولددی مددانددنددد             

  و     سدریدک        حسداس،         تشخیصدی          واکنش زنجیره ای پلیمراز ابزار                             

باشدد.           زا می         بیماری          عوامل         های       ژن      تشخی        برای    ارزان           نسبتا     

طدی طدراحدی            1981و همکاران در سال                    (Bakhshi(بخشی      

پرایمر های اختصاصی، اادر به شناسایی کلنی های رشد یافدتده                                                        

نسبت به دیگر کلنی های                           O157:H7سویه        اشریشیا کلی           باکتری        

و همکداران             (argar (رشد یافته در محیط کشت شدند. کارگر                                   

در جهرم از روش واکنش زنجیره ای پلی مدراز                                           1929در سال        

و     (Leotta(برای ردیابی شیگاتوکسین استفاده کردند. لد دوتدا                                             

 از این روش برای رد یابدی ژن هدای                                2112همکاران در سال                

st      ،st         وea                                            در آرژانتین استفاده نمودند. محققیدن یداد

شده نشان دادند که معمول ترین سروتایپی که برای انسدان و                                                       

حیوان بیماری زا است و مواد غذایی را آلوده می نمایدد، سدرو                                                         

 ،   eae    ،ehتولید کندندده ژن هدای                      E.coli O157:H7تای       

st     ،st               ( از طرفی، رایج ترین و محبوب ترین                                     2می باشد .)

آزمون سرولوژی که هم اکنون در دنیا به کار گرفته مدی شدود                                                       

انواع آزمون الیزا است. بسیاری از فعالیت های تحقیقداتدی کده                                                         

انجام می پذیرد نیاز به ارزیابی سرولوژی پاس  ایمنی دارند. در                                                             
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این م العه نیز برای بررسی پاس  ایمنی موش های ایمن شدده،                                                        

با مواد موجود اادام به طراحی و استاندارد کردن آزمون الیدزای                                                            

غیر مستقیم بر اساس روش کار گردید. این آزمدون هدمداندندد                                                    

و     (halesi (الیزای غیر مستقیم انجام شده توسط خدالصدی                                        

به منظور بررسی تیتر آنتی بادی عدلدیده                                      1981همکاران در سال                

(. ندتدایدج          27انجام شد )            اشریشیا کلی انتروتوکسوژنیک،                           باکتری        

این م العه نشان داد که نوع اجوانت استفاده شده تداثدیدر بده                                                        

سزایی در القای پاس  ایمنی دارد و تزریق باکتری هدمدراه بدا                                                        

اجوانت ها سیستم ایمنی موش را بیشتر تحریک مدی کدندد و                                                   

موج  افزایش عیار آنتی بادی می شود. در خصو  ادجواندت                                                    

آلوم افزایش آنتی بادی از هفته دوم به بعد مشاهده شدد و در                                                         

هفته چهارم به حداک ر مقدار خود رسید و تا هفته ششم هم در                                                         

س   بالا باای ماند، اما در مورد اجوانت مونتاناید از هفته دوم                                                             

به بعد کاهش تیتر آنتی بادی در سرم خون موش آزمایشگداهدی                                                      

مشاهده شد. اما در دو هفته اول دجوانت مونتاناید عیار بالاتری                                                            

را نسبت به اجوانت آلوم نشان داد، از این رو آلدوم اجدواندت                                                        

مناسبی برای این منظور است. همان طور که ابلا اشداره شدد،                                                      

واکسن معرفی شده در این تحقیق می تواند در واکسینداسدیدون                                                      

و     (Ebadi(گاو و گوسفند مورد استفاده ارار گیدرد. عدبدادی                                            

واکسنی حاوی آنتی ژن های اصلی از سه بداکدتدری                                           همکارانش          

انتروهمدوراژیدک و                   اشریشیاکلی          انتروتوکسیژنیک،                 شریشیاکلی           ا 

شیگا طراحی کردند و برای بررسی ایجاد محافظت در بدرابدر                                                       

EHEC    رد آزمایش ارار دادند. در نهایت، حیدواندات ایدمدن                                              مو

مورد چالش ادرار                  O157:H7    اشریشیا کلی           شده، با باکتری زنده                     

آندتدی ژن             کده      داد       نشدان        شده       موش های ایمن                گرفتند. چالش            

ایدن         بدرابدر         در      مدوش هدا          محافظت          برای        لازم       توانایی           یادشده      

(. در این م العه نیز به منظور بررسی میدزان                                           22باکتری را دارد )                

ایمنی زایی واکسن های تهیه شده، مدوش هدای گدروه هدای                                                 

بده      O157:H7    اشریشیا کدلدی           مختلف به وسیله باکتری زنده                              

 ، درصدد بدقدای مدوش هدای                     9چالش کشیده شدند. نمودار                         

 گروه های مختلف را پس از چالش با دز کشنده باکتری نشدان                                                      

و     AOنتایج نشان داد که زمان بقای موش های گروه                                          می دهد.         

MO                                             تفاوت معنی داری با گروه کدندتدرل دارندد. گدروهAO  

توانست صد درصد موش ها را تا پایان دوره محافظت کندد و                                                     

اادر به ایجاد یک حمایت نسبی علیه سویه کشدندده بداکدتدری                                                    

 است.      O157:H7  اشریشیا کلی           

 نتیجه  یری          

محققان            دیگر        توسط        شده       انجام         م العات           و     حاضر        بررسی         نتایج     

اشدریشدیدا         راه های موثر مبارزه با                          ی     ارا ه         که      است       آن      از      حاکی    
  ضدروری         اسدهدال         زای ایجاد کنندده                   بیماری          عوامل         دیگر    و     کلی   

این تحقیق با مقایسه دو اجوانت مختلف نشان داد که راه                                                     است.      

برای ادامه تحقیق در این زمینه وجود دارد و هنوز هم نیداز بده                                                           

دیدگدر        از      گیری        بنابراین بهره               تحقیقات بیشتر احساس می شود.                           

  در      واکسدن         کاندیددای            انتخاب          برای        معیاری          ارا ه         در  اجوانت ها           

واکسن         .باشد        مفید می           آن      با      مقابله          و     بیماری اسهال                از      پیشگیری       

معرفی شده در این تحقیق می تواند یک راهبرد جددیدد بدرای                                                     

باشد و در واکسیناسیدون                         E. coli O157: H7تولید واکسن علیه                  

 گدداو و گددوسددفددنددد مددورد اسددتددفدداده اددرار گددیددرد.                                    

 

 م ح ات ا  قی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاای شامل عدم سرات ادبی، انتشار                                                       
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 تشکر و قدردانی              
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