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 چکیده

نسبت به  یمنیپاسخ ا شیآن در افزا ییتوانا لیاست که به دل AB5خانواده  ییایسموم باکتر نیاز مورد مطالعه تر یکیکلرا  ویبریو یسم باکتر

 کیواحد،  ریاز دو ز نیتوکس نی. اردیگ یمورد استفاده قرار م یادجوانت موکوزال قو کیشده با آن به طور گسترده به عنوان  قیژن تزر یانت

به   GM1  یدیگانگلوز رندهیاتصال به گ قیاز طر نیتوکس نیشده است. ا لیتشک A رواحدیز کیو  Bواحد  ریبه نام ز کیپنتامر رواحدیز

 ییبه صورت دو گروه دوتا Craig’sو  AKI طیمح یس یس 155کلرا درون  ویبریو یباکتر در این پژوهش گردد. یسلول هدف وارد م

 32گراد و به مدت  یدرجه سانت 35درون انکوباتور  گریگراد و گروه د یدرجه سانت 33گروه درون انکوباتور  کیکشت داده شد. سپس 

شد.  ینمونه بردار نیتوکس دیتول زانیم یبه منظور بررس ونیبه صورت منظم از لحظه آغاز دوره انکوباس طیمح یساعت قرار داده شد. از تمام

 دیتول ییتوانا طیدر هر دو مح ینشان داد که باکتر جینتا قرار گرفت. یمورد بررس GM1 زایآزمون الا لهیبه وس نیتوکس دیتول زانیم تیدر نها

ساعت  05گراد بعد از  یدرجه سانت 35 یدر دما Craig’sکشت  طیدر مح نیتوکس دیتول زانیم نیشترینسبتا بالا را دارد. ب زانیبه م نیتوکس

و در  Craig’s طیرا در مح دیتول نیشتریساعت ب 05پس از  ینشان داد که باکتر GM1 زایحاصل از تست الا جینتا همچنین مشاهده شد.

درجه  33ساعت و در دما  22پس از  AKI طیدر مح نیتوکس دیتول زانیم نیشتریاست که ب یدر حال نیگراد دارد ا یدرجه سانت 35 یدما
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 مقدمه

 یوووک عاوووو از خوووانواده ویبریوناسووویه،  ویبریوووو کلووورا

بی هوازی اختیاری، گورم منفوی، باسویلی خمیوده و غیور      

 0/2توووا  2/1تشوووکیل دهنوووده اسوووپور،با طوووول تقریبوووی 

(. این باکتریوم اکسیداز مثبت است و 1میکرومتر است )

نیترات را کاهش می دهد،همچنین به وسیله یک تواژ   

ویبریو کلورا  قطبی غلاف دار دارای حرکت است. رشد 
راید به محیط تحریوک موی   درصد سدیم کل 1با افزودن 

شود اما با این وجود یک تفاوت عمده این بواکتریوم بوا   

سایر گونه های ویبریو توانایی رشد آن در محویط هوای   

( فاقد سدیم کلراید است Nutrient Brothمایع مغذی )

(. تفوواوت هووای موجووود در ترکیووت قنوود آنتووی ژن   13)

عامول تموایز و    Oسطحی مقاوم بوه حورارت سووماتیکی    

در حوال   (.0اسوت )  ویبریو کلرابقه بندی سرولوژیکی ط

 یبنود  طبقوه  "O"گروه سرو 250به  سمیارگاناین حاضر 

 (.20،25) شود یم

 یمحلول است کوه توسوط بواکتر    نیتوکس کی ،سم وبا

سوم   نیو ا .شوود  یترشح مو  Vibrio cholerae یگرم منف

کووه بووه  A  (CTA)واحوود ریووز ن،یمتشووکل از دو پووروتئ

و وزن مونوومر در کموپلکس وجوود دارد     کیو صورت 

  Bرواحود یز کیلو دالتوون اسوت.   28مولکولی آن برابر با 

(CTB)  0/11پنتوووامر بوووا وزن مولکوووولی    کیوووکوووه 

دو  تیو ماه (.22، اسوت ) دهود  یمو  لیرا تشک کیلودالتون

و لووونروس در ابتوودا توسووط  وکلرایووبریو نیگانووه توکسوو

مطالعات ، و (12) داده شد صیتشخ 1133در  هولمگرن

 ی درباره ارتباط نزدیک انتروتوکسین حساس بوه ساختار

 ایاشرشو  ( بواکتری heat-labile enterotoxin)  حورارت 

هوای آن  یافته CTBو  وکلرایبریو نیو متعاقبا توکس یکل

را  یحلقووو یسوواختار CTB(. 10،10هووا را تادیوود کوورد )

 لیتشووک CTBکووه از پوونج مونووومر   دهوود یموو لیتشووک

 قیو از طر خود منومر با دو مولکول مجاورهر  ؛است شده

 ونوود ی، بوودون پینمکوو یهووا  و پوول یدروژنیووه ونوودیپ

ایون سوازه    زاست. مرکدر تعامل  گر،یکدیبا  یکووالانس

پنتامریک یک ساختار شبیه بوه تونول را موی پوذیرد کوه      

سوواختار مووارپیف آلفووا کووه  0جووداره داخلووی آن توسووط 

ه اسوت.  تشوکیل شود   هرکدام متعلق به یک مونومر است

CTA   سواختاری کووروی بووا یووک ترمینووالC  بیوورون زده

دارد؛این انتهای بیرون زده به تونل تشوکیل شوده توسوط    

CTB     که تنها پوذیرای یوک مولکوولCTA   اسوت وارد

توکسوین وبوا    AB5می شود و ساختار هگزامریک نهایی 

به صورت یوک زنجیوره    CTA(. 21را تشکیل می دهد )

پروتئینی واحد تولید می شود، ولی به دلیل وجوود یوک   

بووه دو زیرواحوود   CTAجایگوواه شووکاف پروتئولیتیووک  

CTA1  وCTA2  تقسووویم موووی شوووود کوووه در سووواختار

هگزامریک توکسین در ارتباط با هم باقی موی ماننود توا    

زمانی که کمپلکس به سلول هدف وارد شود و به شبکه 

کووروی مربوووط بووه بخووش CTA1 سوود. آندوپلاسوومی بر

CTA کووه  یاسووت، در حووالCTA2 آلفووا  فیمووارپ کیوو

تشوکیل   درون تونول بوه  که  دهد یم لیرا تشکبیرون زده 

 .(22) شود یم شده توسط بخش پنتامریک وارد

هدف از اجرا این تحقیق بررسوی میوزان تولیود توکسوین     

هووای زمووانی وبووا توسووط بوواکتری ویبریووو کلوورا در دوره 

در دو محیط کشت سازگار با ایون بواکتری و   محتلف و 

های در نهایت بررسی خاصیت ادجوانتی آنها در واکسن

 دامووی موسسووه تحقبقووات واکسوون و سوورم سووازی رازی   

نیاز به توسوعه و تولیود ادجوانتهوای جدیود کوه      باشد. می

تولیود شوده در موسسوه تحقیقوات      های همراه با واکسن

واکسن و سرم سازی رازی، ایجاد ایمنی نماید، احساس 

توا کنوون بوومی     هوایی ادجوانوت  چنوین می شوود. تولیود   

سازی نشده و درصورت توسعه و تولیود آن در موسسوه   

کمووک مووی کنوود تووا از  بسوویاری از داموودارانرازی، بووه 
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 بهوره بیشووتر بورده و تلفووات و  هووای ایون موسسووه  واکسون 

 خسارات مالی کمتری متوجه آنان گردد.

 کار  مواد و روش

 :یباکتر هیو سو تیوتیب -

و  نابوا یا پی(  سوروت PTCC 1611کلورا )  ویبریو یباکتر

 یهوا  سوم یکروارگانیم ونیلکسو کالتور از مرکوز   پیوتیب

 شد. هیته رانیا یصنعت

 کشت: یها طیمح -

 دیاسوو نیگوورم کووازد 3 یحوواو Craig’sکشووت  طیمحوو

، )مور (  گرم عصاره مخمور  2/5 ،)مر ( زاتیدرولیه

توا   pH  2/3بوا   (SAFC) فسوفات  میپتاس یگرم د 50/5

پس از  دیو اتوکلاو گرد هیته تریل یلیم 18در حجم  2/3

 شوده گلووکز   لتور یمحلوول ف  تور یل یلو یم 2اتووکلاو   انیپا

 10یحواو  AKI طی% به آن اضوافه شود. محو   25 )مر (

گرم 0گرم عصاره مخمر، 2 ،)مر ( گوشتگرم پپتون 

 یلیم 155در حجم  0/3تا  pH 2/3با  )فخر رازی( نمک

 کربنوات یاز  محلوول ب  pH تیو شد به منظوور تثب  هیته تریل

 ییکشت بوه صوورت دوتوا    طیاستفاده شد. هر مح میسد

 .دیگرد هی( تهتریل یلیم 155)هر کدام 

 کشت: طیو شرا یکشت باکتر -

درون هور کودام از    برابور بوه میوزان   کلورا   ویبریو یباکتر

 طیشورا  یشود. جهوت بررسو    ختوه یکشوت ر  یها طیمح

کشوت   طیدر هور محو   نیتوکسو  دیو مختلف بر تول ییدما

 33کشوت درون انکوبواتور    یهوا  طیگوروه از محو   کیو 

کشوت   یهوا  طیمحو  یگوراد  و گوروه بعود    یدرجه سانت

در  گوراد قورار گرفوت.    یدرجه سانت 35درون انکوباتور 

مودت   هیف یک از گوروه هوا هووادهی انجوام نپوذیرفت.     

سواعت در نظور    32تمام گروه ها  یبرا ونیزمان انکوباس

سواعته   8دوره  کیدر  یگرفته شد. پس از کشت باکتر

از هور کودام از    کبوار یسواعت   2در روز اول کشت هور  

.  از روز دوم توا  رفتیصورت پوذ  یبردارگروه ها نمونه 

بوه    یگوروه در هموان دوره زموان    روز سووم از هور   انیپا

انجوام گرفوت.    ینمونه بردار کباریساعت  2صورت هر 

 10بوه مودت    RPM  13555در دور  یافتیدر ینمونه ها

آن بووه  یوویرو عیو مووا شوود (Sigma) وژیفیسووانتر قووهیدق

 برداشت شد. نیتوکس زانیم یمنظور بررس

 لهیوبوا در نمونوه هوا بوه وسو      نیتوکسو  زانیم یبررس -

 GM1 زایتست الا

 یحسوواس بوورا کیوومونولوژیتسووت ا کیوو GM1 زایووالا

 کیووکلوورا اسووت کووه در آن از  نیغلظووت توکسوو نیوویتع

کوه   شود یاستفاده م نیگلوبولمونوای شده دارنشان میآنز

. شوود  یمو  یرگیو بستر خاص اندازه  کیآن در  تیفعال

رقووت  بووا تووریکروتیم تیووپل یتسووت چاهووک هووا نیوودر ا

 یعوویطب رنوودهیکوه گ  GM1 دیوووزیگانگلتوسوط   1:0555

و بوه مودت    شود   دهیباشود، پوشو   یم نیکلرا توکس یبرا

درجوه سوانتی گوراد     2یک شت تا صوبح درون یخچوال   

هوا از محلوول   به منظور بلا  کردن گووده  .قرار گرفت

از  µl 155 اسوتفاده شود.    (Sigmaآلبومین سرم گواوی ) 

 پوشویده  هوای ه چاهوک  بو  کشوت سوپرناتانت  یهامونهن

درجوه   33سواعت در دموای    1شد و به مدت  اضافه شده

پوووس از پایوووان دوره . سوووانتی گوووراد انکوبوووه گردیووود 

( Sigmaانکوباسیون آنتی بادی ضد سم کلرا خرگوشی)

در محلول  نمکی بافر شده با فسوفات   1:155که با رقت 

. ها افزوده شدرقیق شده بود به گوده BSA% 1/5حاوی 

خرگووش   نیمونوگلوبوول یضود ا  یاختصاصو  بوادی  یآنت

 در 1:0555( کووه بووا رقووت  Sigma) HRPکنژوگووه بووا  

 BSA% 1/5 یبافر شوده بوا فسوفات حواو     یمحلول  نمک

. سورانجام  دیو هوا اضوافه گرد  بوه چاهوک   شوده بوود   قیرق

TMB (biolegend )تترامتیل بنوزدین یوا   زا محلول رنگ

دهود بوه    یکنژوگوه شوده واکونش نشوان مو      میکه با آنز

نشوان   یحصوول رنگو  م کیو  لیافزوده شد. تشوک  طیمح

 نیو ای باشود.  تسوت مو   نیا دیتاد سم کلرا و دهنده وجود
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 205با طول موج  یبا اسپکتروفتومتر می توان را واکنش

به منظور تعیوین غلظوت    تست نینانومترقرادت کرد. در ا

کلورا   نیاز توکسو  هوا دقیق میزان سم موجود در چاهوک 

در  کروگرمیم 155)1:1 یرقت ها اب( Sigma)استاندارد 

بوه عنووان کنتورل مثبوت      1:8و  1:2، 1:2(، تور یل یلو یهر م

 . دیاستفاده گرد

 SDS-PAGEبه روش  نیتوکس دیتاد -

مووورد  یتوسووط بوواکتر نیتوکسوو دیووتول دیوومنظووور تاد بووه

 انیو استفاده شد. پس از پا SDS-PAGEاز روش  قیتحق

 انیو کشوت در پا  یهوا  طیاز مح ی های لازمنمونه بردار

از هوور  مانوودهیمقوودار باق ون،یسوواعت دوره انکوباسوو  32

 10و بووه موودت    RPM  13555کشووت در دور  طیمحوو

و  بووه  شوودجوودا  تانت. سوووپرنادیووگرد وژیفیسووانتر قووهیدق

( Supelcoسووولفات ) ومیوو% بووا آمون 15 سووطح اشووبا   

 زریو شوبانه روز در فر  کیو ، سوپس بوه مودت    رسانده شد

 یسووپرناتانت هوا  گراد قورار گرفوت.    یدرجه سانت -25

 قوه یدق 25بوه مودت     RPM  15555اشبا  شوده در دور  

بافر فسوفات  حداقل شده و رسوب حاصله در  وژیفیسانتر

(PBحل گرد ) تسوت  دو رقوت    نیو ا م.  جهوت انجوا  دیو

شود.   هیو شوده ته  صیتخلو  ینو یپروتئ یاز نمونه ها 1:155

در  تور یکرولیم10 زانیو نمونه هوا بوه م   یپس از آماده ساز

 دیو شود و الکتروفوورز اجورا گرد    ختهیهر چاهک  ژل ر

هوا،   نیجهت حرکت پوروتئ  ازیزمان مورد ن انیپس از پا

 یزیو رنوگ آم  یشه ها جودا و بورا  یاز ش دیآم لیژل اکر

 نقره مورد استفاده قرار گرفتند. تراتین

-Westernتادید توکسوین بوه روش وسوترن بولات )     -

Blot) 

بووه منظووور تادیوود نهووایی تولیوود پووروتئین توسووط بوواکتری  

ویبریو کلرا از تست وسترن بولات اسوتفاده شود. پوس از     

بوار و   2خارج نمودن کاغذ نیتروسلولز از تانک، کاغوذ   

شسوته شود.    TBSدقیقوه بوا محلوول     15هر بار بوه مودت   

 1بوه مودت    TBSدر  BSA% 3کاغذ بوه وسویله محلوول    

بوار بوه    2سپس کاغوذ  ه شد.  ساعت در دمای اتاق انکوب

بوافر   لهیبوه وسو   کبوار یدار و  نیتوود  TBSمحلوول   لهیوسو 

TBS .به عنوان آنتی بادی اولیه از آنتی  شستشو داده شد

در محلول  1:155بادی ضد سم کلرا خرگوشی با رقت  

سواعت در دموای    1بلاکینگ استفاده و کاغذ بوه مودت   

غووذ  اتوواق انکوبووه شوود. پووس از دوره انکوباسوویون کا    

نیتروسلولز بوه شویوه بیوان شوده شستشوو داده شود. آنتوی        

( abcamبوادی اانویووه ضود ایمونوگلوبووولین خرگوووش )  

در محلوول شیرخشوک    1:0555تولید شده در بز با رقت 

بدون چربی )سیتومتین ژن( مورد استفاده قرار گرفوت و  

ساعت کاغذ در دموای اتواق انکوبوه گردیود.      1به مدت 

 TBSدقیقوه بوا محلوول     15به مدت بار و هر بار  2کاغد 

دار شسووته شوود و در نهایووت از محلووول رنووگ زا  تووودین

TMB (biolegend)     مناست برای الایوزا جهوت بررسوی

 باندها استفاده شد.

 بررسی فعالیت توکسین در بازه های زمانی مختلف -

 VEROبه منظور بررسی فعالیت توکسین از سلول هوای  

از سووپرناتانت   µl 155استفاده گردید. در ایون بررسوی    

کشت باکتری در بازه های زموانی و دموایی مختلوف در    

 VEROدو محیط کشت به سلول های کشت داده شوده  

اضووافه گردیوود و بووه موودت یووک شووت تووا صووبح درون   

درجه سوانتی گوراد قورار گرفوت. از اسوید       33انکوباتور 

 هیدروکلرید به عنوان کنترل استفاده شد.

 نتایج

 GM1نتایج حاصل از آزمایش الایزا  -

( ، 3)شوکل   زایو الا تور یکروتیم یها تیپس از خوانش پل

استاندارد، نموودار   نیمربوط به توکس یبر اساس داده ها

نسوخه    Curve expertتوسط نورم افوزار    زایاستاندارد الا

. بر اساس اطلاعوات بدسوت آموده از    دیگرد میترس 1.2

ه نمووودار اسووتاندارد  و بووا توجووه بوو  GM1نتووایج الایووزا  
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توکسووین، مشووخص گردیوود میووزان تولیوود توکسووین در   

ساعت از کشت باکتری  32پس از گذشت  AKIمحیط 

درجه سانتی گراد بوه بیشوترین میوزان خوود      33در دمای 

مووی رسوود در حووالی کووه در موودت  µg/ml 13/81یعنووی 

مشابه میزان توکسین تولید شده در این محویط در دموای   

  µg/ml 08/33رجووه سووانتی گووراد بووه  د 35انکوباسوویون 

می رسد. این نتایج همچنوین نشوان موی دهود کوه میوزان       

توکسووین تولیوود شووده توسووط ویبریووو کلوورا بووه صووورت  

مووی رسوود و پووس از آن   µg/ml 03/85چشوومگیری بووه 

 33روند تولید توکسین بسیار کاهش می یابد. لذا دموای  

سواعت بورای    22درجه سانتی گراد و مدت انکوباسیون 

تولید بهینه توکسین توسوط ایون بواکتری در ایون محویط      

 پیشوونهاد مووی گووردد. بووا توجووه بووه ایوون نتووایج مشوواهده    

 32می گوردد کوه تولیود توکسوین وبوا پوس از گذشوت        

بوه بیشوترین   Craig’sساعت از کشت باکتری در محیط 

درجوه   35در دموای   µg/ml 81/152میزان خوود یعنوی    

سانتی گراد می رسد در حالی که در مدت مشابه میوزان  

درجوه سوانتی    33توکسین موجوود در محویط در دموای    

 مووی رسوود. نتووایج الایووزا نشووان  µg/ml 11/81گووراد بووه 

ساعت  پوس از    05ین تا می دهند که میزان تولید توکس 

کشت باکتری در محیط بوه صوورت تصواعدی افوزایش     

 یافتووه و پووس از ایوون موودت رونوود تولیوود اووابتی را نشووان 

مووی دهوود. لووذا بووا توجووه بووه داده هووای موجووود دمووای    

درجه سانتی گوراد و مودت انکوباسویون     35انکوباسیون 

ساعت برای تولید بهینه توکسوین توسوط بواکتری در     05

مقایسوه میوان هور     1گردد. نمودار پیشنهاد می این محیط

هوای زموانی و دماهوای مختلوف     محیط کشت را در بازه

 نشان میدهد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

مقایسه میزان توکسین تولید شده در محیط های کشت تحت آزمایش در بازه های زمانی مختلف. )جدول فوق نشان دهنده میزان  .1نمودار 

 توکسین در محیط است(

0 4 8 24 26 28 30 48 50 52 54 72

Craig's 30°C 0 0 0 14.83 37.87 45 51.52 98.55 101.92 102.45 102.74 102.81

AKI 30°C 0 0 0 8.75 17.4 25 32.3 37 42.1 47 51.78 77.58

Craig's 37°C 0 0 0 7.9 13.53 16.63 20.71 61.73 64.31 71.81 76.23 81.19

AKI 37°C 0 10.21 13.63 80.63 80.58 80.7 81.13 81.13 81.25 81 81.62 81.93

0

20

40

60

80

100

120

 
  

  
 

 
  

  
 

 
  

 
  

 
 

 
 

 
  

 
 

 
 

 
 

 
 

 
µg
/m
l

ط محی هر  ر  د لف  مخت ی  ما د و  د ر  د سین  وک ت ن  زا می ر  ا د و م ن
 



 19پیاپی ، 9911دوم، شماره / شانزدهم، نشریه میکروبیولوژی دامپزشکی 142

 

 SDS-PAGEتادید توکسین به روش  -

پووس از رنووگ آمیووزی نیتوورات نقووره ژل الکتروفووورز،    

باندهای پروتئینوی موجوود موورد بررسوی قورار گرفوت.       

آنالیز ژل در هر دو محیط بانودهای پروتئینوی در حودود    

کیلو دالتون را نشان می دهد که مختص زیر واحد  0/11

B  توکسین کلرا می باشد. همچنین باندهای پروتئینی در

نیز در هر دو محیط قابل مشواهده  کیلو دالتون  28حدود 

سوم ویبریوو کلورا     Aمی باشد که مورتبط بوا زیور واحود     

نتایج الکتروفورز مربوط بوه هور محویط و     1است. شکل 

 حدود باندهای پروتئینی را نشان می دهد.

 

 Bکیلو دالتون برای زیر واحد  6/11در محدود کلرا  نیمورد انتظار مربوط به توکس ینیپروتئ یباندها SDS-PAGEحاصل از تست  جهینت .1 شکل

 .دهدیمختلف نشان م ونیانکوباس ایو در دماه طیرا در هر مح Aکیلو دالتون برای زیرواحد  21و در محوده 

 تادید توکسین به روش وسترن بلات -

پووس از اتمووام رنووگ آمیووزی کاغووذ نیتروسوولولز حوواوی  

هووای توکسووین هوور دو محوویط، بانوودهای پروتئینووی نمونوه 

مربوط به توکسین وبا  بر روی کاغوذ نیتروسولولز هواهر    

  (.2گردید )شکل
 

 

 
 نیتروسلولز پس از رنگ آمیزی کاغذ .2شکل 
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 بررسی فعالیت توکسین -

نشان داد که توکسین تولید شوده   VEROبررسی سلول های 

در هوور دو محوویط و  Vibrio choleraeتوسووط بوواکتری 

تحت شرایط گرمادهی مختلف فعالیت خود را حفظ کرده و 

شوده اسوت. توکسوین     VEROموجت تخریوت سولول هوای    

درجووه سووانتیگراد پووس از   AKI 33تولیوود شووده در محوویط  

ساعت از کشت باکتری  شرو  به تخریوت سولول    8گذشت 

نموده است؛ درحالی که توکسوین تولیود شوده     VEROهای 

 20درجوه سوانتیگراد پوس از     35در همین محیط و در دمای 

ساعت سلول ها را تخریت نموده است. نتایج این تست برای 

ولیود شوده در   نشان می دهد کوه توکسوین ت   Craig’sمحیط 

 20درجه سانتیگراد پوس از گذشوت    33این محیط در دمای 

 را تخریووت  VEROسوواعت از کشووت بوواکتری سوولول هووای  

درجوه   35می نماید در حالی که توکسین تولیودی در دموای   

سوواعت سوولول هووا را   22سووانتیگراد در ایوون محوویط پووس از  

را  VEROوضوعیت سولول هوای     3تخریت می نماید. شکل 

 د.نشان می ده

 

 

 

 

پس از افزودن سوپرناتانت های کشت  حاوی توکسین در دوره های زمانی و دمایی مختلف. الف( مربوط به  VEROوضعیت سلول های . 3شکل 

 درجه سانتی گراد 33در  AKIمحیط کشت   درجه سانتی گراد و ب( 31در  Craig’sمحیط کشت 

 بحث و نتیجه گیری

وبا یکی از قدیمی تورین و شوناخته شوده تورین بیمواری      

های همه گیر است. گمان می شود کوه منشوا شویو  وبوا      

 (. 15در شبه جزیره هند و در اواخر قرن شانزدهم باشد )

 

موویلادی همزمووان بووا پنجمووین شوویو        1883در سووال  

پاندمیک وبا رابرت کخ توانست عامل وبا را با موفقیوت  
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(. 0مطرح نمود ) 1882را در سال  CTجدا کند و وجود 

هفووت پانوودمی وبووا تووا کنووون بووه ابووت رسوویده اسووت.     

کلاسیک عامول پانودمی پونجم و ششوم      O1ویبریوکلرا 

دمی هفتم نیوز مورتبط   است و اعتقاد بر آن است که با پان

بوده است، هرچند هیف مودر  محکموی وجوود نودارد     

(. سوازمان  18(. عامل پاندمی هفتم بیوتیت التور بوود ) 1)

درصدی ابتلا  35( یک افزایش WHOبهداشت جهانی )

 151383) 2552به وبا در سراسر جهوان بوین سوال هوای     

 31مووورد( و یووک افووزایش    131123) 2550مووورد( و 

موورد(   230805) 2550و  2550ال هوای  درصدی بین س

را گزارش نمود در حالی که تعداد کشوورهای گوزارش   

شده اابوت بوود. در هموین زموان، نور  مورر و میور در        

درصود در سوال    2.00به  2550% در سال  1.32جهان از 

 (.  http://www.who.int/wer/2007) افزایش یافت 2550

غوذا آلووده    عفونت ناشی از ویبریوکلرا با مصرف آب و

شود. پس از گذر از مانع اسوید معوده، میکورو      شرو  می

ارگانیسم در اپیتلیوم روده کوچوک بوا اسوتفاده از پیلوی     

تنظیمی توکسین ساکن می شود، احتموالا دیگور عوامول    

کلونیزاسوویون ماننوود هموگلوووتنین هووای مختلووف، عاموول 

کلونیزاسیون جانبی و پیلوس کود شوونده توسوط هسوته،     

(. انتروتوکسین کلرا سواخته شوده   23دارند )نقش مهمی 

به وسیله ویبریوهای چسوبیده بوه روده بوه خوارج غشوای      

سلولی باکتری و در فاای خارج سلولی روده کوچوک  

ترشح می شود و انتقوال یوون هوا بوه وسویله سولول هوای        

(. از دست رفوتن آب  13اپیتلیوم روده را مختل می کند )

 شود.   ل شدید وبا میو الکترولیت منجر به مشخصه اسها

 کیووموورتبط بووا ترشووح  شووتریب وکلرایووبریو یوویزا یموواریب

 CTاست.  (CT) کلرا نیتوکسینی به نام کمپلکس پروتئ

 رباشد. ساختا میاز عفونت وبا  یمسوول اارات مار ناش

کیلوو   A (28توکسین کلرا متشوکل از زیور واحود هوای     

کیلوو دالتوون( اسوت کوه هور کودام        0/11) Bدالتوون( و  

 Bفعالیت ویژه و اختصاصی را انجام می دهند. زیرواحد 

مسئول اتصال هولوتوکسین به گیرنده سلول یوکواریوتی  

دارای یک فعالیوت آنزیموی خواص     Aاست و زیرواحد 

(. 8است که به صوورت درون سولولی عمول موی کنود )     

بوا  ژنی در خوشه  مرتبط با ویرولانس  عمده یفاکتورها

وجووود  V.choleraeوم حووداقل سووه منطقووه در کروموووز

(.وجود توکسین کلرا اولوین بوار توسوط رابورت     3دارد )

سوال پوس از آن    30پیشونهاد شود و    1882کخ در سوال  

 (1101) کولکووارنی و دوتووا ، پوواز ، (1101توسووط دی )

اابووات گردیوود. خووالص سووازی زیوور واحوودها و بررسووی  

ساختار توکسین نشوان موی دهود کوه سوم کلورا از یوک        

سواخته شوده اسوت     Bزیرواحد یکسوان   0و  Aزیرواحد 

خوواص  یموویآنز فعالیووت کیوو یدارا Aزیرواحوود  (.0)

کنود و سوطح    یعمل مو  درون سلولیاست و به صورت 

cAMP جوذب   تمایول  جوه یدر نت، بورد  یرا بالا م یسلول

 Bواحوود  ریدهوود.ز یموو رییووخووالص روده کوچووک را تغ

 ،یوتیوکووواریسووولول  رنووودهیاتصوووال سوووم بوووه گ یبووورا

ganglioside GM1 اتصووال  شووود. یاسووتفاده مووCT  بووه

 شوود  یمو  تیتقو دازینیتوسط نورآم الیتل یاپ یها سلول

(13.) 

در فرآینود بیمواری،    CTصرف نظور از اهمیوت آشوکار    

توسوط بواکتری    CTاکنون کاملا روشن است که تولیود  

از منظر یک سروگروه با توانوایی بوالقوه در   ویبریو کلرا 

ویبریوو  ایجاد بیماری همه گیر به ویژه از زموان پیودایش   
(. یووک ناحیووه  22دارای اهمیووت اسووت )  O139 کلوورا

کیلوو بواز کوه کاسوت ویورولانس       0/2مرکزی بوا طوول   

و  O1( در ارتبواط بوا ویبریوو کلورا     22خوانده می شود )

O139 در سووایر  توکسوووژنیک شووناخته شووده اسووت کووه

گونه های غیر توکسوژنیک دیده نمی شود. این کاسوت  

 ctxABویرولانسووووی حووووداقل شووووش ژن، از جملووووه   

)کدگووذاری  zot(، Bو  A)کدگووذاری زیرواحوود هووای 
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سم انسدادگر زونولا کوه سوبت از بوین رفوتن اتصوالات      

محکم سلول های روده شده و نفوذپوذیری آن را بیشوتر   

ی کد شوونده توسوط   )کدگذاری پیل cep((، 2می کند )

)کدگوووذاری ضوووروریات جوووانبی    ace((، 13هسوووته )

)کدگذاری محصوولی   orfU(( و 22انتروتوکسین کلرا )

(( را حمل می کنود. در بیوتیوپ   22با عملکرد ناشناخته )

التور، بسیاری از سویه ها دارای عناصر الحاقی بوا تووالی   

( در دو طووورف ناحیوووه مرکوووزی، RSهوووای تکوووراری )

شود این توالی هوای تکوراری جایگواه     هستند؛تصور می

اختصاصووی ادغووام کاسووت ویوورولانس در کروموووزوم   

است. ناحیه مرکوزی بوه هموراه تووالی هوای       ویبریو کلرا

RS   در طرفین، عنصر ژنتیکویCTX   توکسوین کلورا را ،

 (.12تشکیل می دهد )

یوا بوه طوور دقیوق تور       CTAبخش سمی توکسوین کلورا   

CTA1 ،است. پس از ورود به سلول CTA1   در نهایوت

به شبکه آندوپلاسومی و سوپس سویتوزول موی رسود؛در      

واکنش داده و فعوال موی شوود     اینجا با آدنیلات سیکلاز

(. آدنوویلات سوویکلاز تبوودیل آدنوووزین تووری فسووفات  3)

(ATP   ( را به آدنوزین مونوو فسوفات حلقووی )cAMP )

کاتالاز می کند که مسئول فعال شدن کانال های تنظویم  

( CFTRورای غشایی سیستیک فیبروزیز )کننده هدایت 

(. این رویداد سبت عودم تعوادل نموک در    11می باشد )

سوولولهای اپیتلیووال  سوولول هووای اپیتلیووال روده مووی شووود؛

تحت این شرایط خروج یون های کلرید را افزایش موی  

دهند و همزمان از جذب سدیم نیز جلوگیری می کننود.  

آب توسوط   تمام این وقایع سبت از دست رفوتن مهلوک  

  روده می شود.

توکسین وبا، بخش غیر سمی توکسین کلورا   Bزیرواحد 

است.  تمایل آن به مونوسیالوتتراهگزوسیل گانگلیوزیود   

(GM1      که به طوور گسوترده در انووا  سولولی از جملوه )

کننووده  هووای عرضووه هووای اپووی تلیووال روده، سوولول سوولول

های  های دندریتیک و سلول ژن، ماکروفاژها، سلول آنتی

B شود، اجازه دسترسی بهینه به سیسوتم ایمنوی    توزیع می

دهد. جذب سلولی توکسین وبا با شناسایی گیرنده  را می

گانگلوزیوود تنظوویم مووی گووردد.  GM1سوولولی آن یعنووی 

از طریوق بخوش پنتاسوواکاریدی    GM1بوا     CTBتعامول  

-1صورت می گیرد. شکل  GM1گیرنده گانگلوزیدی 

گانگلوزیود را نشوان    GM1ه سواختار شویمیایی گیرنود    8

در درجوووه اول بوووا یوووک   CTBمیدهووود. هووور منوووومر  

پنتاساکارید فعل و انفعال دارد؛ این مسئله نشان می دهود  

توکسووین وبووا بوورای بدسووت  Bبووه چووه دلیوول زیوور واحوود 

آوردن عملکووورد حوووداکثری خوووود بایسوووتی سووواختار  

پنتامریک بگیرد. بوا ایون حوال، هور پنتاسواکارید تمواس       

مجوواور نیووز گسووترش  CTBک مولکووول خووود را بووه یوو

تنهوا در   Bدهد؛ اتصال مطلوب قند به دو زیور واحود    می

صورتی فراهم می شود که  تمایل بیشوتر در بورهمکنش   

وجوود داشوته    GM1همزمان با بیش از یک گانگلیوزید 

، بوورهمکنش میوووان  CTB-باشوود. تعاموول پنتاسووواکارید  

 (.11را درون پنتامر افزایش می دهد ) Bزیرواحد های 

در پژوهش حاضر بوا توجوه بوه اهمیوت بوالای توکسوین       

حاصل از باکتری ویبریو کلرا در تولیود ادجوانوت هوای    

قوی جدید ،به بررسی تولید این سم در بازه های زموانی  

 Craig’sو   AKIمحیط مغوذی   2و دماهای مختلف در 

بوورای ایوون بوواکتری پرداختووه شوود. نتووایج حاصوول از ایوون 

که بهترین زموان لازم بورای تولیود    تحقیق نشان می دهد 

 33سوواعت و در دمووای   AKI 22توکسووین در محوویط  

درجه سانتی گراد و بدون هوادهی است. به منظور تولید 

ایون شورایط عبوارت انود از      Craig’sتوکسین در محیط 

درجه سانتی گوراد و   35ساعت انکوباسیون در دمای  05

 craig’sبدون هوادهی. میزان تولید توکسوین در محویط   

درجه سوانتی   35ساعت انکوباسیون در دمای  32پس از 

میکروگرم در هر میلی لیتر موی رسود،    81/152گراد  به 
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سووواعت  32پوووس از  AKIایووون میوووزان بووورای محووویط 

 13/81درجوه سوانتی گوراد بوه      33انکوباشیون در دمای 

میکروگرم در هر میلی لیتر می رسد. نتوایج ایون تحقیوق    

د تولیوود توکسوون در محوویط نشووان مووی دهوود کووه هرچنوو

CraIg’s      مدت زموان بیشوتری نسوبت محویطAKI   نیواز

 دارد ولووی میووزان غلظووت سووم وبووا در ایوون محوویط بیشووتر 

 می باشد.

 تشکر و قدردانی -

این مقاله برگرفته از پایان ناموه مقطوع کارشناسوی ارشود     

آقای علی خواستار می باشود کوه در موسسوه تحقیقوات     

شووعبه شمالشرق)مشووهد(  واکسوون و سوورم سووازی رازی  

بخش تحقیقات دامپزشکی و بیوتکنولوزی و به هودایت  

جناب آقای دکتر مجید جمشیدیان مجاور انجام پذیرفته 

است. نویسندگان این مقاله همچنوین از زحموات تموامی    

پرسوونل بخووش تحقیقووات دامپزشووکی و بیوتکنولوووژی    

موسسه تحقیقات واکسن و سرم سوازی رازی مشوهد بوه    

 خانم محداه امیری قدردانی می نمایند. ویژه سرکار
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Abstract 

Vibrio cholerae is one of the most studied bacterial toxins in the AB5 family and is widely 

used as a potent mucosal adjuvant because of its ability to enhance the immune response to 

the antigen injected with it. This toxin consists of two subunits, a pentameric subunit called 

subunit B, and a subunit A. This toxin enters the target cell by binding to the GM1 ganglionic 

receptor . In this study Vibrio cholerae were cultured in 100 ml of AKI and Craig's medium in 

two groups. One group was then incubated at 37 ° C and the other group was incubated at 30 

° C for 72 h. All media were sampled on a regular basis from the beginning of the incubation 

period to evaluate the toxin production. Finally, the amount of toxin production was 

evaluated by ELISA GM1 test. The results showed that the bacteria in both culture medium 

were capable of producing relatively high levels of toxin. The highest toxin production was 

observed in Craig's medium at 30 ° C after 50 h. The results of ELISA GM1 test showed that 

the bacterium had the highest production in Craig's medium after 50 hours at 30 ° C, while 

the highest toxin production in AKI medium after 24 hours at 37° C. 
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