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  چكيده 
( آلودگي با گونه هاي شيگلا .شيگلوزيس يكي از پنج بيماري عفوني است كه امروزه بشر را تحت فشار قرار داده است :سابقه و هدف

تلاش هاي بسياري جهت توليد . شود ي حاد روده بزرگ ، ميمنجر به بيماري اسهال باسيلي، يك بيماري التهاب) باكتري گرم منفي
دليل القاء مناسب سيستم ايمني به ) IpaB, Ipac(واكسن بر عليه اين بيماري صورت گرفته و به آنتي ژن هاي مهاجم پلاسميدي 

  .اميد زيادي مي رود
 PCRو ساير گونه هاي شيگلا شناسايي و به وسيله در اين باكتري  ipaBبعد از تائيد سويه باكتري شيگلا ديسانتري، ژن  :روش كار

كلون . ساب كلون گرديد (+)PET22bمنتقل و سپس درون وكتور   pGEM-Tبعد از تائيد به وكتور PCRمحصول . تكثير يافت
   .تائيد شد nested PCRانجام شده به وسيله برش آنزيمي و 

درون   ipaBو هضم آنزيمي كلون ژن   nested PCRو در سويه هاي مختلف شيگلا شناسايي شد ipaBژن : يافته ها
PET22b(+) را تائيد كردند.   
در سويه هاي مختلف شيگلا از پرايمرهاي طراحي شده مي توان جهت شناسايي گونه  ipaBبا توجه به شناسايي ژن  :نتيجه گيري

با موفقيت انجام شد و پلاسميد نوتركيب بدست  هاي مختلف شيگلا در موارد كلينيكي استفاده نمود؛ و همچنين كلون ژن مورد نظر
و سنجش ايمني زايي آن در حيوان آزمايشگاهي آماده است كه در صورت ايجاد پاسخ  ipaBآمده جهت كاربردهاي آتي مانند بيان ژن 

   .ايمني مناسب مي توان آن را به عنوان كانديدي براي واكسن  عليه شيگلوز معرفي نمود
  ، هضم آنزيمي، ipaB  ،PCR ديسانتري، ژن شيگلا: واژگان كليدي

  
  

  مقدمه
شيگلوزيس يك عفونت روده اي است كه علائم آن از يك اسهال آبكي تا 

اين بيماري با دردهاي شديد شكمي، تب، . يك التهاب شديد گسترده است
اين بيماري، جز در . مدفوع حاوي  خون  و موكوس شناخته مي شود

ص ايمني باشد يا درمان هاي اوليه پزشكي در مواردي كه بيمار داراي نق
در كشورهاي در حال . )1(دسترس نباشد، معمولا خود محدود شونده است

ميليون نفر به اين بيماري مبتلا مي شوند كه  160اليانه حدود توسعه س
جان  خود  سال 5حدود يك ميليون نفر ازآنها  مخصوصا كودكان كمتر از 

شيگلا فلكسنري، ديسانتري، بوئيدي و سونئي . )2(را از دست مي دهند
سروتايپ و ساب  50در ميان . )2(گونه هاي مختلف اين باكتري مي باشد

شيوع . به شدت بيماري زا است 1تايپ شيگلا، شيگلا ديسانتري تيپ 
اسهال خوني ناشي از شيگلا ديسانتري تيپ يك در نواحي پر جمعيت و با 

تنها ساب تايپ ايجاد كننده  بهداشت پائين بالاتر است؛ و اين باكتري
در مورد شيوع شيگلا در ايران آمار . )3(اپيدمي و پاندمي در جهان است

گونه شيگلا سونئي رسمي موجود نيست و بنا بر نتايج تحقيقي در تهران 
  . )4(غالب جدا شده از بيمارن است
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پاتولوژي پيچيده سندرم اسهال خوني بازتابي از تركيبات متنوع ژنتيكي كنترل 

ژنوم كروموزومي و خارج كروموزومي . كننده بيماري زايي اين ارگانيسم است
كي از جنبه هاي ي. براي به وجود آمدن اين فنوتيپ بيماري زا ضروري هستند

اين فنوتيپ، تهاجم به سلولهاي اپتليالي كولون است كه تركيب ژنتيكي آن بر 
اين پلاسميد در . )5(مگا دالتوني قرار دارد 140- 120روي يك پلاسميد بزرگ 

واين ژن ها پروتئين هاي متعددي، از آن  )6(تمام گونه هاي شيگلا وجود دارد
كه ) IpaA, IpaB, IpaC, IpaD(جمله آنتي ژن هاي پلاسميدي مهاجم 
مطالعات نشان مي . )6(را كد مي كندفاكتورهاي بيماري زاي ضروري هستند، 

دهد كه قسمت عمده ژن هاي درگير در تهاجم در شيگلا ديسانتري و 
نقش مجزاي اين پروتئين ها از . )7(شده اند Conservedفلكسنري حفاظت 

گرفته تا اتصال به سلول هاي ميزبان و  IpaBالقائ آپپتوز به وسيله 
نشان داده شده است كه كمپلكس . است IpaCپليمرازسيون اكتين به وسيله 

IpaB-IpaC  به داخل غشاي سلول ميزبان وارد مي شود و براي ورود ساير
. )8(كانالي را تشكيل مي دهد  ميزبانشيگلا به درون سلول  پروتئين هاي 

در ديگر باكتري ها منتشر نشده  ipaBتاكنون گزارشي مبني بر وجود ژن 
در مقاله خود عنوان كرده  2001و همكارانش در سال  Guichonاست، تنها 

يرسينيا  Bو پروتئين خارجي ) SipB(سالمونلا  Bاند كه پروتئين مهاجم
)YopB ( با پروتئينIpaB شيگلا همولوژي دارند)با توجه به وجود ژن . )9

ipaB گلا وباكتري در تمامي گونه هاي شيEIEC   و عدم وجود آن در ساير
باكتري ها و تفاوت اندك اين ژن در بين گونه هاي شيگلا مي توان از اين ژن 
به عنوان يك راه شناسايي بيماري شيگلوز در موارد باليني و كلينيكي استفاده 

سويه هاي باكتري شيگلا به مرور به اغلب آنتي بيوتيك  هاي رايج .  )10(نمود
هاي آنتي بيوتيكي را با شكست مواجهه و ارزان قيمت مقاوم شده اند؛ و درمان 

بنابراين تهيه واكسني براي كنترل بيماري اسهال خوني به نظر . )8(كرده اند
تلاش هاي زيادي براي يافتن يك واكسن موثر و ايمن . ضروري مي رسد

تاكنون انجام پذيرفته است ولي هيچ يك ازآنها به قدر كافي كارآمد و ايمن  
نشان مطالعات متعدد . نبوده كه به عنوان يك واكسن مورد استفاده قرار بگيرد

-IpaB يي مانندداده است كه سيستم ايمني در برابر فاكتورهاي بيماري زا
IpaC_LPS   پاسخ بسيار خوبي را ايجاد مي كند در نتيجه جهت توليد

اين مطالعه با هدف شناسايي ژن .)11(واكسن به اين فاكتورها اميد زيادي است
ipaB  در باكتري شيگلا و كلونينگ اين ژن در وكتورpET22b(+) و تعيين

در صورت ايمني زايي . حساسيت آنتي بيوتيكي سويه هاي شيگلا انجام گرفت
نديداي واكسن نوتركيب بر عليه مناسب شايد بتوان آن را به عنوان يك كا

   .شيگلا ديسانتري معرفي نمود
  

  روش كار
) ايران –تهران ( از بيمارستان بقيه االله  سويه هاي مختف باكتري شيگلا 

درجه سانتي  37مايع در دماي  LBدر محيط ها  اين باكتري. بدست آمد
به محيط كشت هيچ نوع آنتي بيوتيكي افزوده . گراد كشت داده شدند

جهت تائيد سويه باكتري ها از تست هاي بيوشيميايي و . نشده بود
ژنومي باكتري ها به وسيله روش  DNAسپس . سرولوژيكي استفاده شد

CTAB  توصيف شده به وسيلهSilvia Yumi Bando  با كمي
  . )12(تغييرات استخراج گرديد

يك جفت پرايمر زير براساس توالي ژن  ipaBبراي واكنش تكثير ژن 
ipaB )Gen- Bank accession number NC_007607 ( و با

  .  طراحي گرديد oligoكمك نرم افزار 

  
جفت29( 

  )باز
5΄- 

-ATGCATAATGTAAGCACCACGGATCCAGT
3΄  

Forward  

جفت30(
  )باز

5΄-
-ATTTCAAGCAGTAGTTTGTTGCAAGCTTGA

3΄  

Reverse  

  
پرايمر پيشرو  5΄جفت باز، در انتهاي  1743به طول  ipaBبراي توالي ژن 
پرايمر معكوس ترادف آنزيم  5΄و در انتهاي  BamH1ترادف آنزيم

HindIII زير توالي برش در پرايمرها خط كشيده شده (در نظر گرفته شد
پيكومول از هر دو نوع  20و  1μg DNAحاوي  PCR هر واكنش).است
 ، dNTP  ميكروليترMgCl2(،5/0(ميكروليتر كلريد منيزيم  5/1ر، پرايم

 10x PCRميكروليتر Taq DNA polymeras،5   ميكروليتر5/0
buffer  )و حجم نهايي هر واكنش با كمك آب دوبار ) ايران- سيناژن
انجام  1مطابق جدول  PCRواكنش . ميكروليتر رسانده شد 25تقطير به 

  .درصد الكتروفورز گرديد 1صول روي ژل آگاروز  ماكروليتر از مح 5. گرفت
  

 PCRبرنامه واكنش .1جدول
درجه ( دما

    مراحل  زمان  )سانتيگراد

 شروع داغ  دقيقه 5  94

35 
 چرخه

  واسرشتي ثانيه 40  94
  جفت شدن ثانيه 50  62
  طويل سازي ثانيه 60  72
  طويل سازي نهائي دقيقه 10 72

  
است از تست هضم  ipaBر يافته دقيقا ژن جهت تائيد اينكه ژن تكثي

در اين تست با توجه به داده هاي نرم افزار . آنزيمي استفاده گرديد
DnaSIS v2.6  آنزيم ،HaeIII  انتخاب و باتوجه به پروتوكل برش
جهت شناسايي ژن . با اين آنزيم برش داده شد PCRآنزيمي، محصول 

ipaB ري هاي جدا شده از بيماران در سويه هاي مختلف شيگلا، ژنوم باكت
و با .  كه با كمك تست سرولوژيكي تعيين سويه شده بود استخراج گرديد

از . انجام گرفت ipaBجهت تكثير ژن  PCRپروتوكل مرحله قبل واكنش 
  . باكتري سالمونلا به عنوان كنترل منفي استفاده شد

ه ب Low meltingبعد از الكتروفورز كردن بر روي ژل  PCRمحصول 
. خالص گرديد AccuPrep (Bioneer)كمك كيت تخليص ژن از ژل 

به  ipaBژن  ، نسبت به انتقال  TA cloneسپس با استفاده از كيت 
جهت ترانسفورماسيون ابتدا نسبت به تهيه . درون اين وكتور اقدام گرديد

كه با روش كلسيم كلرايد آماده  DH5a E. Coli سلول مستعد از 
به  TA cloneسپس با روش شوك حرارتي . )13(شدگرديده بود اقدام 

 20آگار حاوي LB درون اين سلول ميزبان منتقل و سلول روي پليت 
بعد از . ميكرو گرم بر ميلي ليتر آنتي بيوتيك آمپي سيلين كشت داده شد

ساعت، كلني هاي رشد يافته بر روي پليت بطور تصادفي  18گذشت 
ميلي ليتر آنتي بيوتيك  ميكروگرم بر 20مايع حاوي LBانتخاب و در 

 direct PCRو براي تائيد كلون از روش . آمپي سيلين كشت داده شد
. استفاده شد
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 PET22به درون وكتور  ipaBبراي واكنش الحاق و ترانسفورماسيون ژن

b(+)  ساعت، از كلني هاي رشد كرده در محيط  18بعد از گذشتLB 
پلاسميدها  Kado و Liuمايع طبق دستور العمل استفاده شده به وسيله 

 (+)PET22bپلاسميدهاي استخراج شده و وكتور  )14(.استخراج گرديد
هر دو محصول برش به .برش داده شد BamHI, HindIIIبا دو آنزيم 
ژن . و پروتوكل تخليص ژن از ژل خالص شد low meltingوسيله ژل 

ipaB  طي واكنش ليگيشن  به درون وكتورPET22b(+) وارد گرديد .
درجه سانتي گراد  15ساعت در دماي  14ه مدت واكنش ليگيشن ب

بعد از گذشت زمان لازم، واكنش با قرار دادن تيوب حاوي . نگهداري گرديد
دقيقه متوقف  15درجه سانتي گراد به مدت  65محصول ليگيشن در دماي 

مهندسي شده  E-coliشد؛ سلول مستعد مناسب كه در اين مرحله 
TOP10 ماسيون مانند مرحله قبل انجام بود تهيه و واكنش ترانسفور

ميكرو  20آگار حاوي  LBمحصول ترانسفورماسيون بر روي پليت . گرفت
ساعت كلني هاي  18بعد از . گرم بر ميلي ليتر آمپي سيلين كشت داده شد

  . مايع رشد داده شدند LBرشد يافته بطور تصادفي انتخاب و در 
ري هاي رشد يافته در براي تائيد كلون نهايي با روشهاي مختلف  باكت

مايع بعد از سانتريفيوژ جدا و پلاسميد آنها با روش توصيف  LBمحيط 
در اين  ipaBجهت اطمينان از حضور ژن . شده در بالا تخليص گرديد

و تكثير ژن  PCR - 1. پلاسميد نوتركيب سه تست متفاوت انجام گرفت
ipaB  استفاده از  - 2وnested PCR  كه ازPCR  بيشتري معمولي دقت
جهت انجام اين تست نياز به طراحي يك جفت پرايمر جديد بود كه . دارد

اين پرايمرها نيز طراحي گرديد با اين تفاوت كه در اين جفت پرايمر نيازي 
اين پرايمرها به عنوان پرايمر داخلي . به تعبيه جايگاه برش آنزيمي نبود

  . عمل مي نمود ipaBبراي ژن 
  

جفت 25(  
  )باز

5΄-ATACTATCCAGGCTGCAAATGATGC-
3΄  

Forward 

جفت 26( 
  )باز

5΄-GAATTGACAGGGTTTTCTGCTCAATG-
3΄  

Reverse 

Nested PCR  در تست سوم از برش . انجام شد 2با توجه به جدول
آنزيمي استفاده شد و پلاسميدهاي حاصل از كلون نهايي با دو آنزيم 

BamHI, HindIII  برش داده شدند، در صورت وجود ژنipaB  درون
  . اين پلاسميد بايد به وسيله اين دو آنزيم از پلاسميد جدا شود

  
  PCRبرنامه واكنش : 2جدول 

درجه ( دما 
    مراحل  زمان  )سانتيگراد

  شروع داغ  دقيقه 5  94

30 
 چرخه

  واسرشتي  ثانيه 40  94
  جفت شدن  ثانيه 45  57
  طويل سازي  ثانيه 60  72
  طويل سازي نهائي دقيقه 5 72

تعيين حساسيت سوش هاي مختلف شيگلا نسبت به آنتي بيوتيك ها براي 
بدين . ابتدا از سوش هاي مورد بررسي سوسپانسيون ميكروبي تهيه شد

ترتيب كه از قله كلني هاي هر سوش مقداري برداشته و درون لوله حاوي 
. مك فارلند پيدا كند 5/0سرم فيزيولوژي حل كرده تا كدورتي در حد 

. تعداد سوش ها پليت حاوي محيط كشت مولر هينتون تهيه شدسپس به 
بعد از نام گذاري پليت ها، با فرو كردن سوآپ استريل در سوسپانسيون 

ميكروبي سوش مشخص و كشت يك دست آن بر روي پليت، باكتري 
دقيقه با پنس استريل ديسك  10بعد از . بصورت يكنواخت كشت داده شد
، ناليديكسيك اسيد )AM(آمپي سيلين  هاي حاوي آنتي بيوتيك هاي

)NA( كانامايسين ،)K( تتراسايكلين ،)Te(استرپتومايسين ،)S( پني ،
، كوتريموكسازول )C(، كلرامفنيكل )GM(، جنتامايسين )P(سيلين 

)SXT( آميكاسين ،)AN  ( در سطح محيط كشت قرار داده شد و بعد از
قطر هاله عدم رشد با  درجه سانتي گراد 35ساعت نگهداري در دماي  18

خط كش دقيق بر حسب ميلي متر اندازه گيري و با استفاده از جدول 
CLSI )15( ميزان حساسيت باكتري نسبت به آنتي بيوتيك مورد نظر به ،

  .صورت حساس، نيمه حساس و مقاوم گزارش شد
  

  يافته ها
آن، واكـنش   DNAبعد از كشت بـاكتري شـيگلا ديسـانتري و اسـتخراج     

PCR  جهت تكثير ژنipaB 1743سايز اين ژن . انجام شدbp    بـود كـه
 !Error(ين سايز وجود دارد مشاهده گرديد كه باندي در ا PCRبعد از 

Reference source not found..(  

  
از باكتري  ipaBبراي ژن  PCRالكتروفورزيز محصول  .1تصوير 

Shigella dysenteriae  .  
 ipaB ) 1743ژن  .2ستون ،  جفت بازي DNA 3000  نشانگر .1ستون 

  )بدون نمونه الگو PCRواكنش ( كنترل منفي  .3ستون ، )جفت باز
  

با توجه به . برش داده شد HaeIIIتوسط آنزيم  ipaBژن  PCRمحصول 
اين آنزيم يك جايگاه برشي در موقعيت  DnaSISداده هاي نرم افزار 

121bp  ژنipaB  121دارد و در نتيجه دو قطعهbp , 1622bp  را
نتيجه  .Error! Reference source not found. توليد مي نمايد

  . را نشان مي دهد HaeIIIتوسط آنزيم  ipaB  برش ژن

  
  HaeIIIتوسط آنزيم  ipaB  نتيجه برش ژن .2تصوير 

شانگر ن  2ستون ،  121,1622bpمحصول برش با دو قطعه . 1ستون 
DNA   3000bp  ،ژن . 3ستونipaB  برش نخورده با طول كامل

1743bp.  
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در ديگر سويه هاي شيگلا  ipaBشده وجود ژن با كمك دو پرايمر طراحي 

 .Error! Reference source not foundدر .. بررسي گرديد
سويه هاي مختلف  ipaB ژن PCRميكروليتر از محصول  2الكترفورزيز 

  .شيگلا نشان داده شده است
  

  
در سويه هاي مختلف   ipaBژن PCRالكترفورزيز محصول  ژل .3تصوير

  شيگلا
 .3ستون ،  10شيگلا سونئي  .2ستون ،  1004شيگلا ديسانتري  .1ستون 

شيگلا  . 5ستون ،  كنترل منفي -سالمونلا  .4ستون ،  16شيگلا سونئي 
شيگلا  .7ستون ،  NCTC8516شيگلا فلكسنري .6ستون ، 15فلكسنري 

  DNA 3000bpنشانگر  .8ستون  ، sd197ديسانتري 
  

، چهار pGEM-Tبه درون وكتور كلونينگ  PCRبعد از كلون محصول 
 direct از روش ipaBكلني  بطور تصادفي  انتخاب و  براي تكثير ژن 

PCR از كلني هاي انتخاب شده ژن . استفاده شدipaB  در هر چهار كلني
تا  1ستون .Error! Reference source not found(وجود داشت 

از ژنوم باكتري شيگلا ديسانتري به عنوان كنترل مثبت استفاده شد ).4
)Error! Reference source not found. 5ستون .(Error! 

Reference source not found.  الكتروفورزيزPCR  كلني هاي
  . را نشان مي دهد TA cloneحاصل از 

  

  
  TA cloneكلني هاي حاصل از  Direct PCRالكتروفورزيز : 4تصوير 

  
 TAكلني هاي حاصل از  ipaBژن    Direct PCRمحصول  4- 1ستونهاي 

clone  
باكتري شيگلا ديسانتري به عنوان كنترل  ipaBژن    PCRمحصول  5ستون 

  مثبت
  .DNA 3000bp نشانگر  6ستون 

  

 
  PCR, nested PCRالكتروفورزيز تائيد ساب كلون با دو روش  .5تصوير 

ستون ،  دو پلاسميد تخليص شده nested PCRنتايج  .2و1ستون هاي
دو پلاسميد  PCRنتايج  :5و4ستون هاي ،  DNA 3000bp نشانگر 3

  تخليص شده
  

براي اين پلاسميدهاي . جهت تائيد ساب كلون از چندين روش استفاده شد
براي  nested PCRو  PCRاستخراج شده از وكتور نوتركيب واكنش 

، مي ها براي تائيد اين كلون).  5تصوير  (گذاشته شد   ipaBتكثير ژن 
هضم آنزيمي روي وكتورهايي . توان از روش هضم آنزيمي نيز استفاده كرد

 ,BamHIهاي  آنها مثبت بوده است با آنزيم PCR-Colonyكه 
HindIII  جهت جدا كردن ژن ipaB   جفت باز انجام شد 1743به طول

  6تصوير كيلوبازي رانده شد، 3درصد همراه با نشانگر  1و روي ژل آگارز 
  . دهد نتيجه اين هضم آنزيمي را نشان مي

  

  
  الكترفورزيز برش آنزيمي پلاسميدهاي حاصل از ساب كلون: 6تصوير 

  .DNA   3000bp  نشانگر  : 1ستون
  قطعات حاصل از برش پلاسميد نوتركيب: 3و2ستون هاي 

 
ساعت از كشت يكنواخت باكتري ها همراه با ديسك  18بعد از گذشت 

هاي آنتي بيوتيكي، قطر هاله عدم رشد با استفاده از خط كش دقيق و 
مخصوص اندازه گيري و نتايج نشان مي دهند كه سوش هاي استفاده شده 

 50كلرامفنيكل   و استرپتومايسينآمپي سيلين، به آنتي بيوتيك هاي 
درصد و  60تتراسايكلين و كوتريموكسازول درصد و نسبت به آنتي بيوتيك

درصد مقاوم اند ولي همين سوش ها به آنتي بيوتيك  100به پني سيلين 
درصد حساس اند و به  60هاي كانامايسين و جنتامايسين و كانامايسين

  .درصد حساس اند 100آنتي بيوتيك ناليديكسيك اسيد 
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  بحث
شيگلوزيس به وجود آمده به وسيله گونه هاي شيگلا  يك بيماري اسهال 

 اين باكتري قادر است افراد را به شدت آلوده نمايند اين. مسري مي باشد
ميكروارگانيسم  100در حالي است كه براي آلوده ساختن افراد به كمتر از 

يتوتوكسيسته شيگلا وابسته به يك پلاسميد تهاجم و س. )16(نياز مي باشد
. است IIIاست كه كد كننده فاكتورهاي بيماري زا و سيستم ترشحي تيپ 

از دست دادن اين پلاسميد باعث مي شود كه شيگلا كاملا غير بيماري زا 
در غشاي باكتري ) آنتي ژنهاي پلاسميدي مهاجم( Ipaپروتئين هاي . شود

  .)17(سيتوز باكتري نقشي دارندقرار دارند و در روند اندو
IpaB  57يكي از فاكتورهاي بيماريزاي شيگلاست، وزن مولكولي آن 

اسيدآمينه  580نوكلئوتيد حاوي  1743كيلودالتون و اندازه ژن آن 
وليد مي كند و در سيتوپلاسم اين ژن يك پروتئين ترشحي ت. )5(تاس

جهت القاء آپپتوز در ماكروفاژها  IpaB. ماكروفاژهاي آلوده قرار مي گيرد
كافي است و اين كار را با اتصال مستقيم به تركيب اساسي ماشين مرگ 

درمانهاي آنتي . )9(، انجام مي دهدIL-1bسلولي، آنزيم تبديل كننده 
 اگرچه مقاومت چند دارويي. بيوتيكي براي درمان شيگلوزيز كافي هستند

امروزه در آسيا و آفريقا و آمريكاي شمالي شايع شده است و يك نگراني 
. در اين زمينه وجود دارد S. flexneri , S. dysenteriae 1عمده براي 

اين سوش ها معمولا به اغلب آنتي بيوتيك هاي رايج مانند آمپي سيلين، 
اند كه مقاوم شده ... تتراسايكلين، سولفوناميدها و ناليديكسيك اسيد و 

منجر به استفاده از آنتي بيوتيك هاي جديد و گران قيمت تر مانند 
  .)2(فلوروكينولون ها شده است

علاوه بر درمان آنتي بيوتيكي استفاده از يك واكسن جهت پيشگيري بسيار 
روش هاي زيادي براي توليد واكسن بر عليه شيگلا  بكار . مطالعه شده است

، واكسن )18(گرفته شده است از آن جمله واكسن هاي زنده ضعيف شده
و واكسن  )20(DNA Vaccine. )19(هاي تمام سلولي كشته شده

Invaplex)21( ساكاريد شيگلا با حامل هايي مانند  و تحويل ليپوپلي
تمامي اين روش هاي داراي نواقصي است؛ . مي باشد )22(پروتئازوم ها

براي مثال، واكسن زنده ضعيف شده، پاتوژنيسته باقي مانده در سوش هاي 
واكسني ضعيف شده استفاده از اين روش را با محدوديت روبرو ساخته 

يك روش . تلاش براي ساخت يك واكسن موثر هنوز ادامه دارد. )3(است
 ,IpaBتغيير يافته تهيه واكسن بر عيله شيگلا استفاده از كمپلكس 

IpaC, LPS )Invaplex ( است و به عنوان يك واكسن تجويزي از راه
 ,IpaBرابطه بين .)21(بيني در مدل هاي كوچك حيواني كاربرد دارد 

IpaC, LPS ابر شيگلوزيز به وسيله و پاسخ ايمني در برIijima  H. شرح
محيطي سلول  IgAسرمي و  IgGداده شده است، و شامل آنتي بادي 

آنتي بادي هاي ديگر به علاوه . خاص سرتيپ است LPSهاي ترشحي به 
با توجه به . )23(. ايمني وابسته به سلول نيز در ايمني حفاظتي نقش دارند

 IpaB, IpaC, LPSپاسخ مناسبي كه سيستم ايمني به آنتي ژن هاي 
ايجاد مي كند و همچنين توانايي اين پروتئين ها براي وارد شدن به سلول 

براي در . د واكسن به اين آنتي ژن ها استميزبان، بيشترين اميد براي تولي
دست داشتن هر يك از اين آنتي ژن ها يكي از روشها استخراج ژن مربوطه 
و كلون آنها در وكتور مناسب است كه بتوان بعد از بيان آن، پروتئين مورد 
نظر را بطور خالص در دست داشت كه با آزمايش بر روي مدل حيواني مي 

ا نيز آزمايش و در صورت ايمنوژن بودن به عنوان يك توان ايمني زايي آن ر
در مطالعه حاضر قدم اول از . نوتركيب استفاده نمود جزء براي واكسن هاي

تهيه يك واكسن نو تركيب برداشته شد و آن جداسازي و كلونينگ ژن 
ipaB از مزيت . به عنوان يكي از فاكتور هاي بيماري زاي شيگلا مي باشد

جهت تائيد كلونينگ  nested PCRاستفاده از تست هاي اين مطالعه 
  . )24(برابر حساس تر است 1000معمولي  PCRاست كه نسبت به روش 

در ديگر سويه هاي باكتري شيگلا نيز  ipaBدر اين مطالعه شناسايي ژن  
در تمامي سوش هايي كه با روشهاي بيوشيميايي . بررسي قرار گرفتمورد 

تكثير  ipaBو ميكروبيولوژيكي  به عنوان شيگلا شناخته شده بودند ژن 
اول اينكه اين آزمايش تائيدي بود بر صحت . اين كار دو نتيجه داشت. يافت

در باكتري هاي داراي اين ژن  ipaBپرايمرها، زيرا موجب شناسايي ژن 
ه بود؛ دوم اينكه تائيد ديگري بود بر شيگلا بودن باكتري هاي استفاده شد
در تمامي گونه هاي شيگلا و در باكتري  ipaBبا توجه به وجود ژن . شده

EIEC   و عدم وجود آن در ساير باكتري ها مي توان از اين ژن به عنوان
. ده نموديك راه شناسايي بيماري شيگلوز در موارد باليني و كلينيكي استفا

 ipaBاز اين رو در  برخي مطالعات جهت شناسايي شيگلا از تكثير ژن 
و  Venkatesan  1988استفاده نموده اند؛ از آن جمله در سال 

را از شيگلا فلكسنري جدا و به عنوان  ipaB/C/Dهمكارانش ژن هاي 
و . جهت تست تشخيصي براي اسهال خوني استفاده نمودند DNAپروب 

 د كه هر سه توالي با پلاسميد بيماري زا در باكتري شيگلا و مشاهده كردن
EIEC اما با باكتري داراي موتانت در اين ناحيه و هيچ . هيبريد مي شد
نمونه باكتري روده اي و غير روده اي گرم منفي شامل  300يك از 

 E.coliسالمونلا، يرسينيا، كمپيلوباكتر،كلبسيلا، سويه هاي متعدد  
در مطالعه خود  فرشاد و همكارانش همچنين. )25(ريد نشدندپاتوژنيك هيب

نمونه مدفوع بيماران مبتلا به اسهال خوني را جهت تعيين سوش  82
بيماري زا مورد بررسي قرار داده اند و مشاهده كرده اند كه نتايج حاصل از 
تست هاي تشخيصي سرولوژيكي تعيين سوش شيگلا با نتايج حاصل از 

ه به دقت و بيماران مشابه است، و با توج ipaHو  ipaBCDتكثير ژنهاي 
، اين تست جهت مطالعات اپيدميولوژيك نسب  PCRسهولت انجام تست

در نهايت مي توان . )26(به روش هاي متداول سرولوژيكي ارجحيت دارد
فت كه از اين دو پرايمر مي توان جهت شناسايي تمامي سويه نتيجه گر

كه با توجه به دقت و . هاي شيگلا در موارد كلينيكي استفاده نمود
اين روش مي توان جايگزين مناسبي براي تستهاي  PCRحساسيت تست 

  .تشخيصي رايج كنوني باشد
 در اين مطالعه بطور جنبي پروفايل آنتي بيوگرام سوش هاي شيگلاي
استفاده شده با كمك تعيين حساسيت آنتي بيوتيكي با روش انتشار از 

 2009مطالعه اي كه در سال نتايج مطالعه حاضر با نتايج . ديسك تهيه شد
توسط رنجبر و همكارانش بر روي الگوهاي مقاومت آنتي بيوتيكي شيگلا در 

ري شده ايزوله جمع آو 141نشان دادند كه از مجموع و  تهران انجام دادند 
، كوتريموكسازول %)97(بيشترين مقاومت نسبت به استرپتومايسين 

بوده ولي هيچكدام از ايزوله ها به آنتي %) 93(و تتراسايكلين %) 5/93(
بيوتيك هاي سفالكسين، سفترياكسون، سفتي زوكسيم، جنتامايسين، 
سيپروفلوكساسين، نيتروفورانتوئين، سفالوتين و سفوتاكسيم مقاومتي 

هم خواني دارد و نشان دهنده اين موضوع است كه باكتري ) 27(دندارن
هاي شيگلا به آنتي بيوتيك هاي رايج در حال مقاوم شدن هستند و جهت 
استفاده از آنتي بيوتيك تراپي مجبور به استفاده از نسل هاي جديد آنتي 

از اين رو تهيه يك واكسن ايمن . بيوتيك ها كه گران قيمت ترند؛ هستيم
لاوه بر حفاظت بخشي جامعه نسبت به اين بيماري از نظر اقتصادي كه ع

  نيز مقرون به صرفه تر است حقيقتي انكار ناپذير است
بر ) ع(در مطالعات ديگري در پژوهشكده علوم زيستي دانشگاه امام حسين  

تحقيقات  IpaC, IpaDروي ساير فاكتورهاي بيماري زاي شيگلا مانند 
ت تا بتوان از نتيجه اين تحقيقات براي تهيه يك مشابه اي در حال اجراس

  . واكسن نوتركيب و ايمن بر عليه شيگلوز استفاده نمود
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