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Abstract Aim: This study aims to detect the ipaD plasmid in Shigella dysenteriae type 1 and
evaluate the invasive ability of a live, attenuated Shigella dysenteriae type 1 generated
from deletion of the ipaD plasmid. The attenuated strain was tested in guinea pigs.
Materials and Methods: We performed biochemical and antibody tests in addition
to PCR analysis, to identify the strain and serotype of an isolated Shigella strain. The
plasmid version of the ipaD gene was recognized. We generated a live, attenuated
Shigella serotype by deletion of the plasmid version of the ipaD gene, which was
confirmed by the above mentioned tests. Absence of the ipaD gene was assessed in a
PCR reaction and compared to the wild type strain. Various dilutions of cultured
bacteria were prepared and colony numbers counted. We prepared specific dilution
which was appropriate for conducting the keratoconjunctive test. We used 6 guinea
pigs that were divided into two groups, control (n=3) and experimental (n=3). C
Invasion capability of produced strain was evaluated by keratoconjunctive test in
guinea pigs.
Results:The produced live attenuated Shigella dysenteriae type 1 was confirmed
through serological tests and PCR. Absence of ipaD was confirmed. Results of
keratoconjunctive test has shown that this strain lost its ability to invade host cells.
Conclusion: The plasmid version of ipaD gene plays a critical role in Shigella
invasiveness. Deletion of mentioned gene reduces the invasion ability of these
bacteria. Therefore, Live attenuated ΔipaD shigella dysenteriae can be an appropriate
candidate to produce vaccine against shigellosis.

Keywords: Shigella dysenteriae type 1, Live attenuated, Keratoconjunctive, Guinea pig, Vaccine
candidate
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مقاله تحقیقی

27- 35، صفحات 91تابستان،1طب انتظامی، سال اول، شماره 

به عنوان کاندید تولید واکسن 1تیپشیگلا دیسانتري ضعیف شده سویه ارزیابی قدرت تهاجمی
4، محمد درودیان1، مهدي حصارکی1، مصطفی حسینی3، عباس بهادر1، یاسر احسنی آرانی*1، مجتبی سعادتی1,2احمدرضا صالحی چالشتري

، تهران، ایران)ع(گاه جامع امام حسینگروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانش. 1
مرکز تحقیقات سلولی مولکولی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد، ایران. 2
گروه میکروبیولوژي پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران. 3
یراندانشگاه آزاد اسلامی، باشگاه پژوهشگران جوان، واحد تهران مرکزي، ا. 4

91اردیبهشت ماه: تاریخ پذیرش90اسفند ماه : تاریخ دریافت

و ارزیابی قـدرت تهـاجمی سـویه زنـده ضـعیف             1تیپ  شیگلا دیسانتري   باکتري  در  ipaDشناسایی نسخه پلازمیدي ژن     :هدفچکیده
.در خوکچه هندي هدف مطالعه حاضر استipaDشده حاصل از حذف نسخه پلاسمیدي ژن 

اي پلیمراز، گونه و سروتیپ شیگلاي جدا شـده       بادي و واکنش زنجیره   هاي بیوشیمیایی، آنتی  با استفاده از آزمون   :هاوشمواد و ر  
سـویه شـیگلاي تخفیـف حـدت یافتـه از طریـق حـذف نـسخه                  .شناسـایی شـد   ipaDاز بیمار مشخص و نسخه پلازمیدي ژن      

اي پلیمـراز   وسیله واکنش زنجیره  بهipaDعدم حضور ژن    . تأیید شد  هاي اشاره شده  تولید و از طریق آزمون     ipaDپلاسمیدي ژن   
ها براي هرکـدام  هاي مختلف از باکتري کشت شده ایجاد و تعداد کلونی       رقت. در مقایسه با سویه وحشی مورد آزمایش قرار گرفت        

کچه هنـدي اسـتفاده شـد    خو6از . رقت خاصی از کشت که براي آزمون ورم ملتحمه چشم مناسب است تولید شد      . شمارش شد 
وسیله آزمایش ایجاد ورم ملتحمـه      ارزیابی توانایی تهاجمی سویه تولید شده به      . بندي شدند که به دوگروه کنترل و آزمایش تقسیم      

.بروي خوکچه هندي بررسی شد
در سـویه    ipaDعـدم حـضور ژن      . تأیید شد PCRویله آزمایش سرولوژیکی    وسحاصل به  1تیپشیگلا دیسانتري   سویه:هایافته

هـاي میزبـان را از   قـدرت تهـاجم بـه سـلول      این سویه نشان داد که    نتایج آزمایش ایجاد ورم ملتحمه      . یاد شده نیز به تأیید رسید     
.استدست داده 

نقش مهمی در تهاجم باکتري شیگلا دارد و حذف ژن مذکور قدرت تهاجمی بـاکتري  ipaDپلاسمیدي ژننسخه :گیرينتیجه
تواند کاندیـد مناسـبی بـراي       آن حذف شده باشد، می     ipaDتخفیف حدت یافته زنده که ژن       شیگلا دیسانتري   . دهدرا کاهش می  

.باشدتولید واکسن علیه شیگلوزیس 

، تخفیف حدت یافته، ورم ملتحمه چشم، خوکچه هندي، کاندید واکسن1تیپ شیگلا دیسانتري:هاکلیدواژه

مقدمه
، هـوازي اختیـاري  کتري گرم منفی، بـی با1تیپشیگلا دیسانتري

شــیگلا.]1[اســت خــانواده انتروباکتریاســه جــزء وبــدون اســپور
شـیگلوزیس  . اسـت شـیگلوزیس   یکی از عوامل بیماري      دیسانتري

هـاي اجتمـاعی و    کـه در شـرایط بحـران       استیک بیماري عفونی    
گیـري  ایـن همـه   . شـود گیر مـی  مناطق گرمسیري به سرعت همه    

ناشــی از پــایین آمــدن ســطح بهداشــت عمــومی جامعــه و عــدم  
ایـن بیمـاري بخـشی     . ]2[اسـت دسترسی به آب و غـذاي سـالم       

و علایمـی از قبیـل     دهـد ثیر قرار می  أازروده کوچک را تحت ت    
اسهال آبکی به همراه مقادیر مختلفی از خـون و مخـاط، تـب،              

دهـد  را بـروز مـی    حالت تهوع، استفراغ، گرفتگی و درد شکمی        
1تیـپ  شـیگلا دیـسانتري  شـیگلا،  هـاي در بین گونـه . ]4و3[

ناهنجـاري سیـستم اعـصاب      ،تشنجباعث  م فوق،   یعلاعلاوه بر 
Hemolytic (سـندرم همولیتیـک اورمیـک   بیماريمرکزي و

Uremic Syndrom:HUS(شــیگلا از نظــر .]1[شــود مـی نیــز
گاهی حتـی از آن بـه        بوده و ژنتیکی بسیار شبیه اشریشیاکلی     

% 99اً  تقریب ـ،  ]5[دکنن ـزا یـاد مـی    عنوان اشریشیاکلی بیماري  
، )ع(گروه زیست شناسـی، دانـشکده علـوم پایـه، دانـشگاه جـامع امـام حـسین           : هبآدرس مکات *

:E-mailتهران، ایران      saadati_m@yahoo.com
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دهـد و  هاي شیگلا در منـاطق در حـال توسـعه رخ مـی        عفونت
مبتلایــان بــه شــیگلوزیس میلیــون نفــر از 1/1ســالانه حــدود 

تــشکیل ســال5کودکــان زیــر را هــا آن% 60میرنــد کــه مــی
.]7و6[دهند می

لون در  وراست روده و ک    پس از ورود به بدن میزبان،      شیگلا
قـادر اسـت   و حتی دهدقرار میرا مورد تهاجمدستگاه گوارش   

ی نیـز  هـاي پوشـشی غیـر فاگوسـیت    ایـن تهـاجم را بـه سـلول    
انجــامهــایی ایــن فراینــد از طریــق پــروتئین؛گــسترش دهــد

زا بـه شـدت حفاظـت      هـاي بیمـاري   گیرد که در تمام سویه    می
هــا توســط یــک پلاســمید بــزرگایــن پــروتئین. اســتشــده 

یعنـوان پلاسـمید تهـاجم     بـه  ودشـو کیلوبازي کـد مـی     186
ــاري  ــمید بیم ــا پلاس ــناختهزای ــیش ــودم ــس از. ]9و8[ش پ

تلیـال  هاي اپـی  ورود باکتري به بدن میزبان، در تماس با سلول        
گیرنـد و از طریـق سیـستم ترشـحی نـوع سـوم      روده قرار مـی   

)TTSS: Type three secretion system (   شـروع بـه ترشــح
از جملـه فاکتورهـاي تهـاجمی       . کننـد فاکتورهاي تهاجمی می  

. اشـاره کـرد    IpaA,B,C,Dهاي  توان به پروتئین  تولید شده می  
IpaA    در دپلیمریزاسیون اکتین در سـلول میزبـان نقـش دارد

]10[.IpaB    کنـد کـه    کیلودالتونی را کـد مـی     62یک پروتئین
بـه سـطح سـلول فراخـوانی         IpaDوسـیله   پس از القا شدن بـه     

منفـذ را در    یـک    IpaCشود و بعد از تشکیل کمـپلکس بـا          می
43یـک پـروتئین     IpaC. کنـد غشاي سلول میزبان ایجاد مـی     

IpaBهاي  کند که در مجموع با پروتئین     کیلودالتونی را کد می   

بــه شــکل یــک کمــپلکس بــا غــشاي ســلول میزبــان IpaAو 
cascadeهاي سلولی را به صـورت       برهمکنش نموده و سیگنال   

وزوم تحریـک  به منظـور ورود بـاکتري از طریـق انـد     ) آبشاري(
کند کـه   کیلودالتونی را کد می    37یک پروتئین    IpaD. کندمی

روي  IpaBکـارگیري   این پروتئین با عملکرد خـود موجـب بـه         
IpaDعـلاوه   بـه . شـود سطح باکتري و آغاز فرآیند تهـاجم مـی        

هـر بـاکتري درون یـک       . ]11[نقش خـود چـاپرونی نیـز دارد         
پاره شدن واکوئل  موجب  شود و   واکوئل اندوسیتوزي بلعیده می   

رها شدن باکتري درون سیتوپلاسم سلول پوششی       و در نتیجه    
شود و باکتري در سیتوپلاسم سلول پوششی تکثیر می      . شودمی

کند شروع به مهاجرت سلول به سلول و تخریب جدار روده می          
.]11و10[شود خونی میو در نهایت منجر به اسهال

ــات    ــت نک ــتفاده از رعای ــا اس ــیگلوزیس ب ــوگیري از ش جل
در منـاطقی کـه سـطح بهداشـت         . پـذیر اسـت   بهداشتی امکان 

هاي اجتمـاعی   عمومی پایین است یا در شرایط خاص و بحران        

کـه ایجـاد شـرایط بهداشـتی        ..) .سیل، زلزلـه، سـونامی و     (]3[
، این بیماري بـه سـرعت        ]13و12[پذیر نیست   مطلوب امکان 

کنتـرل اسـهال    . ]15و14[شـود   گیر می گسترش یافته و همه   
بیوتیکی صورت  هاي آنتی خونی شیگلایی اغلب از طریق درمان     

)WHO(گیرد که مورد توصـیه سـازمان بهداشـت جهـانی            می
هـا  ، در دسترس نبـودن آن     هابیوتیکآنتی نیست؛ قیمت بالاي  

هـاي شـیگلاي    در کشورهاي کمتر توسعه یافته و ظهور سـویه        
به همـین دلایـل   . یوتیک از دلایل اصلی این امر است   م به   مقاو

ــر    ــاي غی ــانی، اتخــاذ راهبرده ــازمان بهداشــت جه توصــیه س
ــوتیکیآنتــی ــه شــیگلوزیس اســت بی ــن . ]16[علی یکــی از ای

راهبردها تولید واکسن علیـه شـیگلوزیس اسـت کـه بـه علـت            
بـسیار   بیـوتیکی آنتـی هـاي   نداشتن مشکلات مربوط به درمان    

ها اغلب مبتنی بر سویه باکتریایی      واکسن. ]6[مورد توجه است    
اي مختلـف در    هگیري سویه است و به علت متفاوت بودن همه      

هاي بـومی بـراي هـر منطقـه         کشورهاي متفاوت تولید واکسن   
شـیگلا  و   شـیگلا فلکـسنري   ،  شـیگلا سـونئی   . شـود توصیه می 
. ]17[هاي ایـران هـستند   ترین سویهبه ترتیب شایع  دیسانتري  

. یاد شده در الویـت تولیـد واکـسن هـستند          هاي  بنابراین سویه 
راهکارهاي متفاوتی براي تولید واکسن وجود دارد، اما در بـین           

هـاي تخفیـف حـدت یافتـه از نظـر           این راهکارها تولید واکسن   
هاي ایمنی تولید شـده سـودمندتر از        زایی و قدرت پاسخ   ایمنی

.]18[بقیه است 
ه اولین بار براي ایجاد تخفیف حـدت        هایی ک از جمله روش  

هـاي  زا مورد استفاده قرار گرفت، پاسـاژ      هاي بیماري در باکتري 
هاي اولیـه فاقـد   روش. زایی با مواد شمیایی بود  متوالی و جهش  

تـر  هاي پیشرفته اختصاصیت بود و به همین دلیل توسط روش       
هـا حـذف   مهندسی ژنتیک و نوترکیبی هومولوگ که اساس آن   

ایـن  . ]19[زا اسـت، جـایگزین شـد      هـاي بیمـاري   ژن هدفمند
هاي ضـعیف شـده بـه شـکل کـاملاً           ها امکان تولید سویه   روش

.]21و20[کند هدفمند را فراهم می
کـه بـا     1تیـپ   گلا دیسانتري   شیدر مطالعه حاضر از سویه      

λاستفاده از روش  Red recombineering نسخه پلازمیدي ژن
ipaD     این انتخاب با توجـه بـه       .آن حذف شده بود استفاده شد

هـاي روده انجـام     در تهاجم شیگلا به سـلول     ipaDاهمیت ژن   
براي ارزیابی قدرت تهاجم سویه زنده ضعیف شـده تولیـد           . شد

ــه چــشم در چــشم  شــده از روش بررســی ای جــاد ورم ملتحم
هاي سـریع  این روش یکی از روش    . خوکچه هندي استفاده شد   

هـا اسـت و روش      و مناسب براي ارزیابی قدرت تهاجم بـاکتري       
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1تیپري واکسن شیگلا دیسانت30

91، تابستان1طب انتظامی، سال اول، شماره 

بسیار پـر کـاربردي اسـت کـه در مطالعـات مختلـف اسـتفاده                
.]22[شود می

هامواد و روش
هاي کشتمحیط

و محـیط کـشت      مک کانکی کشت  ها روي محیط    کشت سلول 
TSB     وسـیله  سـویه شـیگلاي موجـود بـه       . مایع انجـام گرفـت

تأیید شد ) شرکت بهار افشان(کلونالبادي پلیهاي آنتیآزمایش
در  ،شـیگلا آگـار    –محـیط سـالمونلا      کشت در با استفاده از    و  

سـاعت  16بـه مـدت   و گـراد کـشت   درجـه سـانتی  37دمـاي  
هاي بیوشـیمیایی  زمونسپس باکتري توسط آ   . گرمادهی شدند 

اورنیتـین   ، کانکی ، هکتوئن، زایلوز لایـزین دکربوکـسیلاز       مک
و تولید TSI ،ONPGدکربوکسیلاز، آزمون تخمیر قند آرابینوز، 

.شداندول شناسایی 

بیوتیکیآنتیهاي حذف ژن و انجام آزمون
اقـدام بـه   lambda red recombineeringبـا اسـتفاده از روش   

شـیگلا دیـسانتري    از سـویه    ipaDمیدي ژن   حذف نسخه پلاز  
پـس از   . تشریح شده است   ]19[موجود شد که در منابع دیگر       

بـا  . شد بیوتیکیآنتیهاي  انجام حذف ژن اقدام به انجام آزمون      
کلرامفنیکل، آمپی سیلین،    بیوتیکیآنتیهاي  استفاده از دیسک  

سـویه هـدف و     کانامایسین و تترا سـیکلین میـزان حـساسیت          
ی مراحل حـذف  این آزمون براي تأیید درست  . شاهد بررسی شد  

.ژن نیز کاربرد دارد

طراحی آغازگر
سـویه وحـشی و شـیگلاي    منظور شناسایی سروتیپ شـیگلا    به

،با توجه به اطلاعات موجود در بانک ژنـی        تخفیف حدت یافته،    
طراحی شد که محصول حاصل stxAپرایمر اختصاصی براي ژن 

این ژن تنها . جفت باز است622وسیله این پرایمرها کثیر بهاز ت
براي تأیید عدم حضور . حضور دارد1تیپ شیگلا دیسانتري  در  

پرایمر اختصاصی براي ژن مـذکور       ipaDنسخه پلاسمیدي ژن    
وسـیله ایـن پرایمرهـا    محصول حاصل از تکثیر بـه . طراحی شد 

)1جدول (.جفت باز است344

ایمرهاي مورد استفادهتوالی پر.1جدول 
نام توالیکاربري

پرایمر
شناسایی 

stxAژن 
5' CTCGACTGCAAAGACGTATG 3'
5' TCAGGCAGGACACTACTCAA 3'

stxF
stxR

شناسایی 
نسخه 

پلازمیدي 
از ژن 
ipaD

5َTCATGAATTCAGAACAACAAATCAG 3َ
5َTCTTAAGCTTTTAAGTATATGAACTAACG 3َ

IpaDF
IpaDR

اي پلیمرازو واکنش زنجیرهاکتريبDNAسازيآماده
وحشی و نمونه تخفیف حدت     1تیپ  شیگلا دیسانتري   باکتري  
18مـایع کـشت داده شـد و بـه مـدت              TSBدر محیط   یافته،  

دور در دقیقـه در  150شیکر دار با سرعت   گرم خانه   ساعت در   
ژنـوم بـاکتري بـا      . دش ـدرجه سانتی گراد گرمـادهی       37دماي  

کــره جنــوبی، (AccuPrepژنــومی اســتفاده از کیــت تخلــیص
BioNEER(    دش ـاسـتخراج    طبق دستورالعمل شرکت سازنده ،

DNA واکنش  عنوان الگو در    حاصل بهPCR  ،      بـراي هـر دو ژن
stxA  وipaDسپس توسـط  . استفاده شدPCRجـود ژن زیـر   و

در نمونــه ipaDعــدم حــضور ژنشــیگا توکــسین و Aواحــد 
برنامـه تکثیـر ژن در      . )1شکل  (شدتأیید  تخفیف حدت یافته،    

.آمده است3جدول 

بیوتیکیهاي آنتیهاي حساسیتنتایج آزمون. 2جدول 
/ باکتري 

بیوتیکآنتی
کانامایسینتتراسیکلینکلرامفنیکلسیلینآمپی

SSRRسویه وحشی

سویه تخفیف 
حدت یافته

SSRR

R :،مقاوم به آنتی بیوتیکS : بیوتیکآنتیحساس به

ipaDو ژن stxAمورد استفاده براي تکثیر ژن PCRبرنامه .3جدول 

ipaDبرنامه تکثیر ژن stxAبرنامه تکثیر ژن 
C°955مرتبه1دقیقهC°955مرتبه1دقیقه
C°941دقیقهC°941دقیقه
C°5730ثانیهC°5730ثانیه
C°7240ثانیه

مرتبه30
C°7225ثانیه

مرتبه32

C°725مرتبه1دقیقهC°723مرتبه1دقیقه
C°44مرتبه1دقیقهC°45مرتبه1دقیقه
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روي ژل آگارز stxAو ipaDهاي ژن)PCR(محصولات تکثیر.1شکل 
درصد1,5
در سویه A stxحضور ژن : 2، چاهک DNAنشانگر :1چاهک - الف

ه در سویه تخفیف حدت یافته کstxAحضور ژن : 3وحشی، چاهک 
.استشیگلا دیسانتري از 1دهنده سروتیپ نشان

در سویه تخفیف ipaDعدم حضور نسخه پلاسمیدي ژن : 1چاهک - ب
از شدهفتهروحشی گدر سویهipaDحضور ژن : 2حدت یافته، چاهک 

DNAر نشانگ:3چاهک ،بیمار

انجام آزمون سرنی در خوکچه هندي
چالش با خوکچـه     از براي ارزیابی قدرت تهاجمی سویه تولید شده      

سـرخوکچه   6تعـداد   . اسـتفاده شـد   ورم ملتحمـه چـشم       آزمونو  
در عدد   3. هندي براي این مرحله از مطالعات در نظر گرفته شدند         

بـراي انجـام    . آزمایش قـرار گرفتنـد    گروه  درعدد   3کنترل و   گروه  
کیفی سـرنی در نظـر گرفتـه شـد و لازم بـود کـه                 آزمونچالش،  

ه در فاز تهاجمی قرار دارد از بیمار تهیـه   سوش شیگلایی وحشی ک   
سوش وحـشی و سـویه ضـعیف        . دشوو براي تست سرنی استفاده      

مایع کشت داده شـدند،      LBمیلی لیتر محیط     5شده هر کدام، در     
=OD600(مناسب ODبا رسیدن  منظور محاسـبه مقـدار   ، به)0.5

CFU    ی بـا رعایـت تمـام     (هـا   لیتـر از نمونـه    میلی 1باکتري، مقدار
لیتر محیط کشت استریل    میلی 9و در    شد برداشته) نکات استریل 

هـاي حاصـل    از نمونه ). 10/1نسبت(ریخته و خوب ورتکس شدند      
لیتـر  میلـی  9هاي دیگر کـه حـاوي       لیتر برداشته و در لوله    میلی 1

. دندش ـاستریل بودند ریختـه و مجـدد ورتکـس     LBمحیط کشت   
100لولـه    7در انتهـا از هـر       .بار دیگر تکـرار شـد      5این فرآیند تا    

با رعایت نکـات     LBمحیط کشت جامد     7میکرولیتر برداشته و در     
گذاري کامل مـشخص    استریل کشت داده شد و هر پلیت با شماره        

انجام اً  براي سویه وحشی و سویه ضعیف شده این مراحل عین         .(دش
گـراد  درجه سانتی37ساعت در انکوباتور 24ها به مدت    پلیت) شد

ــا شــمارش . گرفــتقــرار هــاي رشــد کــرده روي تعــداد کلــونیب
هاي جامد و محاسبه ضریب رقیـق سـازي بـاکتري، مقـدار             محیط
CFU براي انجام آزمون سرنی مقدار. شدمورد نیاز محاسبهCFU

لیتـر  میلی 100مقدار. از باکتري شیگلا در نظر گرفته شد       6×108
وحـشی  تري شـیگلا دیـسان  مایع استریل تهیه و   LBمحیط کشت   

سـویه ضـعیف   بـراي . در آن تلقـیح شـد  ) جداسازي شده از بیمار  (
بـا رسـیدن مقـدار جـذب نـوري          . دش ـشده نیز همین عمل تکرار      

)nm600 (  25د کـه هـر      ش ـهـا تهیـه     ، غلظتـی از بـاکتري     5/0به
ــاکتري باشــدCFU108×6میکرولیتــر آن حــاوي  در انتهــا در . ب

یکرولیتـر از نمونـه     م 25گروه آزمایش خوکچه هندي    3چشم هر   
خوکچـه  3و در چشم هر ) با غلظت مشخص (باکتري ضعیف شده    

میکرولیتـر از سـویه وحـشی ریختـه شـد و             25کنترل هـم    گروه  
ایجـاد  ساعت کنترل شدند و تغییرات       48سپس حیوانات به مدت     

.شدها ثبت آنشده در 

هایافته
ایی هـاي بیوشـیمی   وسـیله آزمـون   هاي دریافت شده به   سویه سلول 

براي اطمینان از زیرگروه باکتري نیاز به تأییـد از طریـق      . تأیید شد 
شـیگا  Aژن زیـر واحـد      حـضور   . اسـت  stxAبراي ژن    PCRانجام  

و الکتروفـورز روي ژل آگـارز       PCRبا انجـام روش      )stxA(توکسین
دهنـده ایـن    جفت بازي نـشان   622حضور باند . دشمشخص  % 5/1

شـیگلا دیـسانتري    تنهـا در    ؛ ایـن ژن     )الف 1شکل  (موضوع است 
هاي حضور دارد و حضور آن تأکید بیشتري بر نتایج آزمون          1تیپ  

در سویه وحشی مهـاجم  ipaD ژنحضورسپس . بیوشیمیایی است
نتـایج  . و عدم حضور آن در سویه تخفیف حدت یافته بررسی شـد           

نشان دهنـده درسـتی     ipaDبراي نسخه پلازمیدي ژن    PCRانجام  
ویه تخفیـف حـدت یافتـه موجـود بـود بـه          حذف ژن مذکور در س    

در سـویه وحـشی مثبـت و در    ipaDنحوي کـه نتـایج تکثیـر ژن     
هاي آزموننتایج  ). ب1شکل  (سویه تخفیف حدت یافته منفی بود       

هـا بـه   دهنـده مقاومـت بیـشتر سـویه       نشان بیوتیکیآنتیمقاومت  
ي متداول بود و اثبات شد که سویه تخفیـف حـدت     هابیوتیکآنتی
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1تیپري واکسن شیگلا دیسانت32

91، تابستان1طب انتظامی، سال اول، شماره 

ــهیافتــه ــسبت ب ي آمپــی ســیلین و هــابیوتیــکآنتــیموجــود ن
دهنده کامل بودن مراحل    این امر نشان  (کلرامفنیکل حساس است    

. آمده است2که در جدول ) استipaDحذف ژن 
براي ارزیابی قدرت تهاجمی سویه تخفیف حدت یافتـه تولیـد           

هـایی کـه   خوکچه. شده، آزمون سرنی در خوکچه هندي انجام شد    
بر گرفتـه   (وحشی   1تیپ  شیگلا دیسانتري   ها باکتري   در چشم آن  

ریخته شده بود، همگی ورم ملتحمه چـشم را         ) هاي بالینی از نمونه 
هایی که تحت اثر سویه تخفیف حـدت یافتـه          بروز دادند و خوکچه   

قـرار  ) ipaDواسـطه حـذف نـسخه پلاسـمیدي ژن          تولید شده به  (
دهنـده از   امـر نـشان   این  . گرفتند ورم ملتحمه چشم را بروز ندادند      

تخفیـف حـدت    شـیگلا دیـسانتري     دست دادن قدرت تهـاجم در       
هـاي کنتـرل کـه از       ایـن در حـالی اسـت کـه نمونـه          . یافته اسـت  

انـد، هنـوز قـدرت تهـاجم خـود را        دست آمـده  هاي بالینی به  نمونه
.)2شکل (هستند زا حفظ کرده و بیماري

تولید شده در بررسی قدرت تهاجم سویه زنده ضعیف شده.2شکل
از باکتري شیگلاipaDنتیجه حذف نسخه پلازمیدي ژن 

شده آزمونوسیله سویه وحشی هکه بهاییاي از خوکچهنمونه- الف
.دهندبودند که بروز ورم ملتحمه چشم را نشان می

آزمونوسیله سویه زنده ضعیف شده ههایی که باي از خوکچهنمونه- ب
.اندشم را بروز ندادهشده بودند که ورم ملتحمه چ

گیرينتیجهبحث و
با توجه به نرخ بروز نسبتاً بالاي شیگلوزیس در مناطق گرمـسیري            

گیــري ســریع آن در شــرایط کــشورهاي در حــال توســعه و همــه
اجتماعی نیاز به مقابله با این بیماري بسیار جدي است          هاي  بحران

باکتري شیگلا حتی در دوزهاي بـسیار پـایین نیـز قابلیـت             . ]15[
هـاي شـیگلاي    بـروز سـویه   . ]23[ایجاد اسهال خونی را داراسـت       

را مقاوم به آنتی بیوتیک نیز عاملی است تا مقابلـه بـا ایـن بیمـاري               
شـیگلا  در ایـران شـیگلا سـونئی و        . نظر برسـد  دشوارتر از پیش به   

یی از شیگلا هستندکه مقاومت دارویی بـالایی را  هاسویهدیسانتري  

هاي شـیگلایی موجـود     سویه% 90بیش از   . دهنداز خود نشان می   
در ایران به یک یا بـیش از یـک آنتـی بیوتیـک مقـاوم هـستند و                   

این امـر   ؛]24[وتیک مقاوم هستند    نیز به چند آنتی بی    % 87حدود  
دلیلی بر ضرورت تغییر در راهکار مقابله با ایـن بیمـاري و کـاهش               

با این بیمـاري و تـلاش در        استفاده از آنتی بیوتیک ها براي مقابله        
تـا  . راستاي تولید واکسن براي مقابله با شیگلوزیس در ایران اسـت          

ثر ؤم ـتولید یک واکسن ایمن وبرايهاي بسیار زیادي کنون تلاش
در جهان صورت گرفتـه     شیگلایی  علیه عامل بیماري اسهال خونی      

ایـن  دلایـل . سـت اکه به نتیجه نهایی و دلخواه منتهی نـشده است
عدم تحریک مناسب ایمنی مخاطی، ایمن نبـودن        از  ست  ر عبارت ام

بعـضی  پیچیده بودن روند تولید واکسن و گران بـودن         ،در کودکان 
اسـتفاده در   بـراي   مجـوز    هاي تولید شده و عـدم صـدور       از واکسن 

منجـر بـه محـدود      گـاهی    یـاد شـده   موارد  . حجم وسیع و عمومی   
ه سـنی خاصـی   گرویکبه یک کشور خاص و    ها  شدن این واکسن  

ــه  . شــودمــی ــد واکــسن علی ــرین راهکارهــاي تولی یکــی از مهمت
هاي زنده مهاجم و تخفیف حـدت یافتـه         شیگلوزیس تولید واکسن  

ها علاوه بر داشتن مصرف خـوراکی، توانـایی         زیرا این واکسن   است
بالایی در تحریک سیستم ایمنـی مخـاطی و فعـال کـردن شـدید               

.]25[د سیستم ایمنی دار
را بـا    T32-Istratiسویه جهش یافتـه      1984محققان در سال    

. ایجاد نمودنـد   2aشیگلا فلکسنري استفاده از روش پاساژ متوالی در       
مرتبـه کـشت متـوالی در محـیط          32این کاندیـد واکـسنی بعـد از         

نوترینــت آگــار جداســازي و از نظــر ایجــاد ورم ملتحمــه در چــشم 
ایـن سـویه     .]26[شـد   منفی گزارش   ) آزمون سرنی (خوکچه هندي   

هـا  ارزیـابی .از لحاظ فنوتیپی و ژنوتیپی ارزیـابی شـد   1990در سال   
در  IpaABCD  ،virGو invAmxiA)(نشانگر حذف سـه لکـوس       

همچنین کاندیـد واکـسنی     . ]28و 27[پلاسمید تهاجمی شیگلا بود     
نیز با روشـی    ) SmD(وابسته به استرپتومایسین   2aشیگلا فلکسنري 

روش پاسـاژ  . ایجاد شـد 1972در سال   T32-Istratiمشابه ساخت   
معایبی همچون عدم اختصاصیت، برگـشت پـذیري بـه نـوع            متوالی  

وحشی و ناپایـداري ژنتیکـی را دارد؛ بنـابراین روش مناسـبی بـراي               
.]26[جاد جهش اختصاصی و هدفمند در باکتري نیست ای

هـاي  هـاي مهندسـی ژنتیـک از روش       امروزه با پیشرفت روش   
هـا اسـتفاده    گوناگونی به منظور ایجاد جهـش و گسـستگی در ژن          

ها از طریـق دخـول   ژنشود که اغلب بر مبناي غیر فعال کردن      می
و ) Yoshikawa(یوشـیکاوا   . ]29[کاست ژنی یـا حـذف ژن اسـت          

و virGهـاي  بـا ایجـاد دو جهـش در ژن         1995همکاران در سال    
thyA       2شیگلا فلکـسنري  توانستند سویه تخفیف حدت یافتهa را
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که عـدم    ]30[ایجاد کنند P1و فاژ  Tn10تفاده از ترانسپوزون    با اس 
و حفاظــت در برابــر شــیگلا از نتــایج آن در مــدل ایجــاد التهــاب

نتـایج بـالینی سـویه واکـسنی        . ]31[حیوانی خوکچه هندي بـود      
CVD1203)virG, ΔaroAΔ (و نورجیـــا هـــم کـــه توســـط

)همکاران Noriega ساخته شده بود، در خوکچـه  1994در سال (
نـشان از  ) CFU106 در حـدود (هنـدي و انـسان در دوز متوسـط    

در حـدود (هـاي بـالاتر  پذیري بالاي آن داشـت؛ امـا در دوز  تحمل
CFU108  بخشی از دریافت کنندگان بـه سـویه واکـسنی           )109تا

هـاي  همچنین نتایج بالینی سـویه . ]25[واکنش منفی نشان دادند   
,CVD1204)guaBAΔ( ،CVD1205)virGنظیـر  تولیـد شـده  

ΔguaBAΔ( ،CVD1207)Δset, Δsen, ΔguaBA, ΔvirG( و
CVD1208)set, Δsen, ΔguaBAΔ (  نشان داد که حذف و غیـر

پـذیري  هاي متابولیکی و توکسینی منجر به تحمل      فعال نمودن ژن  
و همکـاران لونـاي .]25[شـود  در انـسان مـی  زایی بالایی و ایمنی

(Launay) ــد واکــسنیســ2008در ســال را از SC599ویه کاندی
هـاي  در ژنحامـل جهـش حـذفی    1تیپ شیگلا دیسانتري سویه  
virG ،entF)ژن مــسئول بیوســنتز انتــروکلین( ،fepA ) گیرنــده

stxو) +Fe3مسئول رهـا سـازي      (fesو  ) انتروکلینکننده  دریافت
نتــایج بــالینی ایــن سـویه در داوطلبــان انــسانی ایمنــی  . سـاختند 
.]32[مناسبی را از خود نشان داد محافظتی

هـاي سـویه Ranallo)(و همکـاران رنلـو  توسط 2006در سال   
، asd،set1A،sen،msbB2  ،msbB1هـاي   اي در ژن  جهش یافته 

uhP T وipa H9/8 2شـیگلا فلکـسنري  درa)WRSf2 (]19[ ،
و ) WRSd1(1تیـپ  شیگلا دیسانتري در   stxABو   virGهاي  ژن

یئســونشــیگلادر ipaBو virG ،senهــاي ژنهــایی در جهــش
)WRSs(   روش به کار گرفته شده به منظور ایجاد ایـن           .کردندایجاد

Redردنوترکیبی لامبداروش ها سویه Recombineering) -λ ( ،بود
نتــایج ایــن تحقیــق . ]33- 35[سیار کارآمــدي اســت کــه روش بــ

هــايبررسـی . کـارایی ایـن روش را در بـاکتري شــیگلا نـشان داد    

هـاي تولیـد شـده نیـز مناسـب بـودن       زایی مربوط به سـویه  ایمنی
هاي تولید شده بـا ایـن روش را بـراي تولیـد واکـسن تأییـد                 سویه

.]35و19[کندمی
نظـر  هاي واکسنی تولید شـده بـه  با توجه به نتایج بالینی سویه     

مهمی در تهـاجم شـیگلا دارد     که نقش    virGرسد علاوه بر ژن     می
هم کاندید مناسبی براي حـذف و تولیـد واکـسن            ipaD، ژن   ]36[

زنده ضعیف شده باشد، چرا که حذف این ژن تهـاجم و گـسترش               
عـلاوه بـر   . دهـد ت کاهش مـی بین سلولی باکتري شیگلا را به شد      

ها تهـاجم شـیگلا را   باديتوسط آنتیIpaDاین؛ شناسایی پروتئین    
این پروتئین در نوك ساختار سوزن ماننـد         .]35[نمایدسرکوب می 

و نقـش بـسیار مهمـی در        ]38و 37[مسئول تهاجم شیگلا اسـت      
کـارگیري  و اجازه به   ]39[شیگلا دارد    گیري ماشین تهاجمی  شکل

و 39[کنـد   ها روي غشاي سلول هدف را فراهم مـی        سایر پروتئین 
اي از شـیگلا کـه    ؛ بنابراین بررسی خصوصیات تهاجمی سـویه      ]40

.باشدکننده تواند بسیار امیدوارفاقد ژن یاد شده باشد، می
هـاي  به دلیل بیان همزمان بـا ژن      ipaDنسخه پلاسمیدي ژن    

دیگر مسئول در تهاجم شیگلا که روي پلاسمید تهـاجمی حـضور            
نتـایج ارزیـابی    . تري دارد دارند، نقش بسیار حیاتی در تهـاجم بـاک        

قدرت تهاجمی سویه زنده ضعیف شده حاصـل از حـذف ایـن ژن              
سـویه مـورد بررسـی در مطالعـه         . این مطلب است  کننده  نیز تأیید 

حاضر به دلیل نداشتن قدرت تهاجمی و عدم توانایی در تولید ورم            
تواند انتخـاب مناسـبی بـراي       ملتحمه چشم در خوکچه هندي می     

.یه شیگلوزیس باشدتولید واکسن عل

تشکر و قدردانی
مطالعه حاضر با حمایت کامل مادي و معنوي دانـشگاه جـامع            

از دکتـر رضـا رئوفیـان و دکتـر          . انجام گرفته است  ) ع(امام حسین 
.بی دریغشان سپاسگذاریمهاي مجتبی صفاري نیز به خاطر کمک
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