
219

1383، 219-227ص،4 شماره ، يازدهم مجلة دانشگاه علوم پزشكي كرمان، دورة����

پلي ساكاريدي در–يني ئبخش واكسن كنژوگه پروتبررسي اثرات محافظتوتوليد

موش آزمايشگاهيسالمونلاتيفي موريوم دري ناشي ازهاعفونتپيشگيري از
3و دكتر شهرام شهابي2نژادندكتر قربان بهزاديا، 1نيما حسيني جزنيدكتر 

خلاصه 

ها، اي در داماي يا غيررودههاي رودهبه شكل عفونتممكن است سالمونلاتيفي موريوم هاي ناشي ازعفونت

ها امكان به دنبال اين عفونت. دهدودكان و نوزادان نارس، افراد سالم و افراد مبتلا به نقص ايمني روي كپرندگان، 

. در انسان وجود دارد ... باره ولينييمي يا غيردايمي نظير آندوفتالميت، استؤميليت، سندرم گايجاد عوارض دا

با توجه به روند رو به . انداز سرتاسر دنيا گزارش شدههاي سالمونلاتيفي موريوم مقاوم به درمانامروزه سويه

هدف از اين . شوندطر جدي محسوب ميها يك خهاي مقاوم، امروزه اين عفونتهاي ناشي از سويهافزايش عفونت

در اين تحقيق زنجيره جانبي . دبوها مطالعه طراحي يك واكسن مناسب براي پيشگيري از اين عفونت

يد كزاز متصل ئ سالمونلاتيفي موريوم با استفاده از روش آميداسيون با واسطه كربودياميد به توكسوOساكاريديپلي

 با كنژوگه توليدي، BALB/cهاي موشتلقيح چهار گروه از به دنبال .  شدشد و آزمايش ايمونوديفيوژن انجام

.گروه تعيين شدهر  در LD50ساكاريد خالص و آب مقطر استريل، ميزان مرگ و مير وواكسن كشته شده، پلي

يون ساكاريدي كنژوگه در حين گنژوگاسژنيك پروتئيني و پليهاي آنتينتايج ايمونوديفيوژن نشان داد كه شاخص

 در بين چهار گروه LD50مقايسه . باشندهاي مربوطه ميسرماند و قادر به واكنش با آنتيو تخليص تخريب نشده

ساكاريد خالص و گروه كنترل نسبت به گروه مورد تزريق با پلينشان داد كه در گروه مورد تزريق با كنژوگه

دهد كه واكسنمشاهدات انجام شده نشان مي.ست برابر افزايش يافته ا11/11 و 4/15به ترتيب LD50ميزان

هاي ناشي از سالمونلا ايجاد محافظت در برابر عفونت قادر به توكسوئيد كزاز با Oساكاريد كنژوگه پلي

.رسدنظر ميه  موفق باين باكتريهاي ناشي از پيشگيري از عفونتدرد و باشميموريوم در موش تيفي

Oساكاريدتيفي موريوم، واكسن كنژوگه، پليسالمونلا:هاي كليديواژه

 دانشجوي دوره دكتري تخصصي گروه -3،شناسي دانشيار گروه ميكروب-2دانشگاه علوم پزشكي اروميه ,دانشكده پزشكي،شناسي  استاديار گروه ميكروب-1

دانشگاه تربيت مدرس, دانشكده علوم پزشكي،شناسيايمني

11/6/1383:پذيرش مقاله7/5/1383:دريافت اصلاحات9/10/1382:دريافت مقاله

هشيمقالة پژو
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حسيني جزني و همكاران …بخش واكسن كنژوگه اثرات محافظت

مقدمه 

سالمونلا تيفي موريوم باسيل گرم منفي عامل 

اي در اي يا خارج رودههاي رودهايجادكننده عفونت

هاي ناشي از عفونت. ها و پرندگان استانسان، دام

سالمونلاتيفي موريوم اكثراً به دنبال مصرف مواد غذايي و 

هاي ناشي از در افراد سالم عفونت. دهدآشاميدني روي مي

اي هاي رودهشكل عفونته سالمونلاتيفي موريوم اكثراً ب

دهد كه گاهي منجر به ايجاد اپيدمي در منطقه روي مي

اي ناشي از اين باكتري هاي خارج رودهعفونت. شودمي

بيشتر در كودكان، نوزادان نارس، افراد مبتلا به 

 روي…سل و سيكل، آنميايمني، ايدز، لوسمينقص

.)1،7،14،19(دهدمي

عوامل متعددي در ويرولانس سالمونلاتيفي موريوم 

ولي ويرولانس باكتري عمدتاً ناشي از مقاومت نقش دارند

سازي مكمل نسبي ليپوپلي ساكاريد باكتري نسبت به فعال

اين باكتري باعث ساكاريد ليپوپلي واز راه فرعي است

بنابراين . شودبيگانه خواري ميابربرحفاظت آن در

مهمترين عامل تهاجم و ويرولانس ساكاريدليپوپلي

ژن غالب آن محسوب شده و اصطلاح باكتري و آنتي

.شودليپوپلي ساكاريد كپسولي به آن اطلاق مي

عنوان ه تواند بعلت سمي بودن نميه ليپوپلي ساكاريد ب

به منظورغلبه . يك واكسن مناسب مورد استفاده قرارگيرد

ليپيد (ساكاريد توان بخش سمي ليپوپليبر اين مشكل مي

A (عنوان ه مانده را بساكاريد باقياز آن جدا كرد و پليرا

اما متأسفانه زنجيره جانبي كار برده واكسن ب

زايي كمي داشته و قادر ساكاريدي باقي مانده ايمنيپلي

ين هر دو اين نيست پاسخ ايمني مناسب را ايجادكند بنابرا

اين . اندها براي تهيه واكسن غيرقابل استفادهملكول

Tژن غيروابسته به دليل آنكه يك آنتيه ساكاريد بپلي

انگيزد و در نوزادان هاي ايمني ضعيفي را برمياست پاسخ

 ايمني نسبت به Bهاي علت تأخير در تكامل سلولهنيز ب

اهر ها ديرتر ودر سنين بالاتر ظساكاريدپلي

).16،21(شودمي

ساكاريدها بهترين راه، زايي پليبه منظورافزايش ايمني

ساكاريد به يك پروتئين ايمونوژن است متصل نمودن پلي

ژن  غيروابسته به تيموس به يك و بدين ترتيب يك آنتي

اين نوع . شودميژن وابسته به تيموس تبديلآنتي

توانند  ميساكاريدهاي كنژوگه پروتئين ـ پليواكسن

هاي ، ايجاد پاسخIgGبادي به باعث تغيير كلاس آنتي

ساكاريد و افزايش تمايل اي قوي در برابر پليخاطره

ساكاريدي ژن پليهاي توليدي به آنتيبادياتصال آنتي

رساني  را به منظور كمكThelperهاي شده و لنفوسيت

نمايند و نيز باعث بادي درگيربراي توليد آنتي

نكته .  ايمني حتي در سنين پايين شوندشدن پاسخنگيختهبرا

هاي ناشي از سالمونلاتيفي موريوم در كنترل عفونتفوق 

بسيار مهم است زيرا حداكثر ميزان ابتلاء و مرگ و مير 

كودكان كم ناشي از سالمونلا تيفي موريوم در نوزادان و 

.شودديده ميسن 

نند مقدار زيادي تواهاي كنژوگه ميبنابراين واكسن

IgG در برابر جزء پلي ساكاريدي خود برانگيزند و مدت 

همچنين . دوام محافظت ايجاد شده نيز نسبتاً طولاني است

هاي هومورال باديها باعث برانگيختن آنتياين واكسن

).8،10(شوندحتي در كودكان و نوزادان مي

از طرفي با توجه به مقاومت باكتري به فعال شدن 

هاي اپسونين نقش بادي از راه فرعي توليد آنتيمكمل

هـا دارد و مهمي در بلعيده شدن باكتري توسط ماكـروفاژ

بادي اختصاصي قادر است ژن با آنتـينيز كمپلكـس آنتي

Fcγ resptor1متعاقباًوتحريك كندرادر سطح ماكروفاژها
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فعاليت ماكروفاژها نيز براي كشتن سالمونلاتيفي موريوم 

).12(يابدفزايش ميا

علت ههاي كامل كشته شده بهاي حاوي سلولواكسن

زايي كم چندان مناسب نبوده و سميت و ايمني

حال ه اي كه تا بهاي زنده ضعيف شدهواكسن

اند نيز به دلايل متعدد چندان قابل قبول شدهطراحي

در مجموع مشاهدات انجام شده نشان ). 9،11(باشندنمي

 با Oهاي كنژوگه پلي ساكاريد كسندهد كه وامي

هاي ناشي از هاي ايمونوژن درپيشگيري از عفونتپروتئين

.رسندنظر ميه سالمونلاتيفي موريوم بسيار موفق ب

اين پژوهش كنژوگاسيون زنجيره جانبي بنابراين در

روش باكزازيدئتوكسوساكاريدي سالمونلاتيفي موريوم باپلي

EDCاستفاده ازباودياميدواسطه كربآميداسيون با

(1-ethyl3-dimethylaminopropyle carbodimide hydrochloride)
با BALB/cهاي دنبال ايمونيزاسيون موشه ب. صورت گرفت

وعمل آمده بهاموشكنژوگه توليدي، خونگيري از

دوجانبه انتشارهاي سرم جداسازي شد، ايمونوديفيوژن بانمونه

.انجام شدژل آگارزادي دربژن وآنتيآنتي

تزريق حيوانات ايمن شده باشده درميزان محافظت ايجاد

روش  باLD50وبررسي دوزهاي مختلف باكتري پاتوژن 

ReedوMuench15( تعيين شد(.

روش كارومواد

برخي  باOساكاريدي  زنجيره جانبي پلي:كنژوگاسيون

همكارانوChuروشتجربه كاري باتغييرات ناشي از

خلاصه زنجيره طوره ب. يدكزازكنژوگه شدئتوكسوبا) 5(

5گرم در  ميلي50غلظت  باOساكاريدي جانبي پلي

ليتر آب مقطر در دماي اطاق حل شد و با استفاده از ميلي

125.  رسانيده شد5/10 محلول به pHسود يك نرمال 

به غلظت ) Merck(ميكروليتر از محلول سيانوژن برومايد

اضافه شد و ) Merck(ليتر در استونيتريلگرم در ميلي2/0

5 دقيقه، 5/2پس از .  تنظيم شد5/10 محلول در pHمجدداً

هيدرازيد مولار ادپيك اسيد دي5/0ليتر از محلول ميلي

Sigma) ( مولار 5/0همراه با بيكربنات سديم با غلظت 

سپس اين .  تنظيم شد5/8حد  درpHاضافه شد و مجدداً

گراد مخلوط در طول شب در دماي چهار درجه سانتي

به دنبال آن ملكول ادپيك اسيد . نگهداري شد

استفاده از ستون  باOهيدرازيد متصل به زنجيره جانبي دي

متر  سانتي2 × 30 با حجم كاري G–25حاوي سفادكس 

وتخليص شدكه با آب مقطر به تعادل رسيده بود

هم ادغام شده و در سرما باهاي حاوي نمونه فراكسيون

20ژن تهيه شده به نتي آگرم از ميلي20.خشك شدند

اضافه ) سسه رازي حصاركؤم(گرم توكسوئيد كزازميلي

2شد و حجم نمونه با استفاده از سرم فيزيولوژي به 

 مولار افزوده شد 1/0 با غلظت EDC. ليتر رسانده شدميلي

وي يخ قرار كه ر ساعت در حالي4نمونه به مدت و

برابر درروزمدت دوه سپس ب. هم زده شده داشت ب

براي .  مولار كلريدسديم دياليز شد2/0محلول 

ستون نژوگه ازكهاي غيرملكولسازي گنژوگه ازخالص

2/0محلول متر كه باسانتي1×90با حجم كاري  2Bسفارز

. استفاده شدمولار كلريدسديم به تعادل رسيده بود

با هم آوري شده واي حاوي كنژوگه جمعهفراكسيون

).5(گراد نگهداري شدند درجه سانتي4ادغام شدند و در 

ها با استفاده از گيري مقدار كلي كربوهيدراتاندازه

و تعيين غلظت پروتئين ) 6(روش فنل ـ سولفوريك اسيد

).3(با روش برادفورد انجام شد

6-8 ماده هاي موش:گيريها و خونايمونيزاسيون موش

و سسه رازي خريداري شدؤ از مBALB/cاز نژاد اي هفته

عدد سلول كامل كشته 1× 108به منظور ايمونيزاسيون با

Archive of SID

www.SID.ir



4شماره , دوره يازدهممجله دانشگاه علوم پزشكي كرمان 

222

 ميكروگرم زنجيره 10شده سالمونلاتيفي موريوم و يا 

طريقه ه  خالص شده و يا كنژوگه، بOساكاريدي پلي

 بار در 3تزريق . داخل صفاقي مورد تزريق قرار گرفتند

دو هفته بعد.  تكرار شد28 و 14زهاي صفر و رو

سرم خون انجام شد وهاگيري از قلب موشخون

 درجه –20جداسازي شده و تا زمان انجام آزمايشات در 

).22(گراد نگهداري شدسانتي

براي هاي حاوي آگارز تهيه پليت:ايمونوديفيوژن

ليد اثبات توژل به منظوردوگانه درانجام آزمايش انتشار

Oساكاريديهاي سرمي برعليه زنجيره جانبي پليباديآنتي

پس . روش استاندارد صورت گرفتباكزازيدئتوكسوو

100گرم در5/1غلظت باتهيه پليت حاوي آگارزاز

گذاري شمارهپس ازژل ايجاد كرده وهايي درچاهك

سرم ياهاژناساس الگوي طراحي شده، آنتيها برچاهك

ها پليتوريخته شدهاچاهكحت آزمايش درحيوانات ت

دماي آزمايشگاه اطاقك مرطوب دردرسه روزيك تا

تشكيل خطوط رسوبي موردنظرازنگهداري شده و

سپس آب وPBSباها چندين بارژل. بررسي قرارگرفتند

خطوط واي آزادهينئپروتتاداده شدندتشوسشمقطر

.رسوبي غيراختصاصي حذف شوند

محلول استفاده ازآميزي خطوط رسوبي بانگر

صورت گرفت وR-250 (Pharmacia) بلوكوماسي بريليان

برآميزي ژل به ظرف حاوي محلول رنگرنگپس از

انتقال ) 5:8:42متانول به نسبت حجمي -اسيداسيتيك-آب(

برمحلول رنگدردن كامل زمينه رنگ شبيتاوشدداده

صافي خيس پوشانده كاغذبا سپس سطح ژل .ماندباقي 

.شدحرارت اطاق خشك درشده و

زايي كنژوگه توليدي ازآزمون به منظورتعيين تب

تعيين سميت وبه منظورو) 13(خرگوشزايي درتب

استفاده هاي استانداردآزموناستريليتي كنژوگه توليدي از

).20(شد

روش انجام آزمايش محافظت حيوان ايمن در برابر دوز 

 عدد 48پس از ايمونيزاسيون :زاعفوني باكتري بيماري

  با كنژوگه، سلول كامل كشته شده و يا BALB/cموش 

استريل، هر مقطر و يا آبOساكاريدي زنجيره جانبي پلي

 گروه هر 6هاي تحت آزمايش و كنترل به يك از گروه

يك هفته پس از آخرين . شدندموش تقسيم 8يك حاوي 

زا روي محيط كشت  تيفي موريوم بيماريتزريق، سالمونلا

37شد و در كشت داده ) Merck(تريپتيكاز سوي آگار

هاي حاصل از كلني. دشراد اتوگذاري گدرجه سانتي

هاي متوالي در سرم فيزيولوژي كه به ترتيب حاوي رقت

فازباكتري درعدد102 و103 ،104 ،107،106،105 ، 108

تايي 8هاي يك ازگروهه هرتهيه و بباشندلگاريتمي مي

/. 2صورت داخل صفاقيه تحت آزمايش و يا كنترل ب

ها مورد  روز موش21 پس از .گرديدسي تزريق سي

بررسي قرار گرفته و ميزان مرگ و بقاء يادداشت و 

).15(و مينچ تعيين شد  بر اساس روش ريدLD50مقادير

نتايج

آدپيك  باOساكاريديكنژوگاسيون زنجيره جانبي پلي

هاي  پس ازليوفليزاسيون فراكسيون:هيدرازيددياسيد

هيدرازيد دي متصل به آدپيك اسيدOحاوي زنجيره 

 متصل به Oمقدار زنجيره ،G-25حاصل از ستون سفادكس 

گرم  ميلي50به ازاء . تعيين شدهيدرازيدديآدپيك اسيد

گرم  ميلي5/43 تزريق شده به ستون،Oزنجيره جانبي 

). 1نمودار (ه در حجم خالي از ستون خارج شد كنژوگ

هاي شود ملكول ديده مي1طور كه در نمودار همان

تر بودن در ساكاريدي به علت سبككنژوگه نشده پلي
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G-25هاي پس از حجم خالي از ستون سفادكس فراكسيون

. خارج شدند

كنژوگاسيون مشتق ادپيك اسيددي هيدرازيد ـ پلي 

نتايج مربوط به كنژوگاسيون :سوئيد كزازساكاريد با توك

 نشان داده شده 2نموداردركزازيدئساكاريدباتوكسوپلي

هاي شود قلهاين نمودار ديده ميطور كه درهمان. است

 و 210هاي مربوط به جذب در حجم خالي در طول موج

 نانومتر بر روي هم منطبق است كه نشان دهنده 280

هاي مربوط به در فراكسيونحضور ملكول كنژوگه شده 

280نمودار قرائت شده در طول موج . باشدحجم خالي مي

نانومتر داراي قله كوچك دومي نيز هست كه مربوط به 

توكسوئيد كزاز كنژوگه نشده است و نيز نمودار قرائت 

 نانومتر نيز داراي قله كوچك 210شده در طول موج 

Oديساكاريدومي است كه مربوط به زنجيره پلي

ساكاريد و پروتئين مقدار پلي. كنژوگه نشده است

هاي مربوط به حجم خالي به فراكسيونكنژوگه نشده در

ترتيب با روش فنل ـ سولفوريك اسيد و برادفورد تعيين 

ي كنژوگاسيون بر حسب درصد وزني براي يشد و كارا

براي مشتق ادپيك اسيدو%5/80توكسوئيد كزاز

).1جدول . (محاسبه شد% 38اكاريدسهيدرازيد ـ پليدي

ماره فراكسيونش

هاي مختلف حاصل از ستون  طيف جذبـي فراكسيون:1نمـودار 

. نانومتر210در طول موج G-25سفادكس 
قله اول در قسمت مربوط به حجم خالي .  قله است2شود منحني داراي طور كه مشاهده مي همان

ساكاريدي پس از كنژوگاسيون با ادپيك وزن زنجيره جانبي پلياست كه با توجه به افزايش 

ساكاريد است اسيد دي هيدرازيد، مربوط به كنژوگه بوده و قله دوم كه حاوي مقدار كمتري پلي

. كنژوگه نشده استOحاوي زنجيره جانبي 

شماره فراكسيون

هاي مختلف حاصل از ستون  جذبي فراكسيونطيف: 2ارنمود

.دهد نانومتر نشان مي280 و 210هاي  را در طول موج2Bفارزس
.هاي حجم خالي از ستون خارج شده استشود كه كنژوگه در فراكسيون مشاهده مي

ساكاريد و  درصد كارايي كنژوگاسيون بر حسب وزن پلي:1جدول

پروتئين كنژوگه شده و غيركنژوگه

)گرمميلي(وزن

نوع تركيب
كاراييهغيركنژوگكنژوگه

ADH-Ochain6/74/1238%

%1/169/35/80ئينتپرو

: بادي در ژل اگارزژن و آنتيانتشار دوگانه آنتيآزمايش

بادي ژن و آنتيانتشار دوگانه آنتينتايج مربوط به آزمون 

كه همچنان.  نشان داده شده است1شكل دردر ژل اگارز

هر دو با  توكسوئيد كزاز و كنژوگه شودمشاهده مي
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بادي تهيه شده بر عليه توكسوئيد كزاز واكنش آنتي

هر دو با O همچنين كنژوگه و زنجيره جانبي.اندداده

. اندبادي تهيه شده بر عليه جسم باكتري واكنش دادهآنتي

توان نتيجه گرفت كه ساختار با توجه به نتايج حاصل مي

كاريديساژنيك توكسوئيد كزاز و زنجيره جانبي پليآنتي

O تخريب نشده است و قادر به  درحين كنژوگاسيون

.ندباشهاي مربوطه ميباديواكنش با آنتي

، چاهك )كنژوگه (1 چاهك شماره  آزمون ايمنوديفيوژن،:1شكل 

بادي تهيه آنتي (3، چاهك شماره )ساكاريد خالصپلي (2شماره 

، )توكسوئيد كزاز (4، چاهك شماره )شده بر عليه توكسوئيد كزاز

بادي تهيه شده بر عليه سلول كشته شده آنتي (5چاهك شماره 

 ميكروليتر و با 50ها به حجم ژنكليه آنتي). سالمونلاتيفي موريوم

.دها تزريق شدنليتر به چاهكگرم در ميليميلييك غلظت

 نمونه كنژوگه :استريليتيزايي، سميت وآزمون تب

زايي، سميت وانجام آزمايشات تبطراحي شده به منظور

هاي بيولوژيك انستيتو پاستور دهربه بخش فراواستريليتي 

به مدل  استانداردايران ارسال شد و بر اساس دستورالعمل

كه دست آمده نشان داده  نتايج ب. تزريق شدآزمايشگاهي

ماده تب زا، غيرسمي وقابل تزريق عاري ازدوزنمونه در

قارچ هوازي وبيهاي هوازي وكتريباحضورعاري از

.باشدقابل تزريق ميلذابوده و

آزمايش محافظت حيوان ايمن در برابر دوز عفوني 

2جدول نتايج مربوط به اين آزمايش در:زاباكتري بيماري

توان  با توجه به نتايج مي. نشان داده شده است3نمودارو

 با هايي كهدريافت كه ميزان مرگ و مير در موش

 يا جسم كشته شده سالمونلاتيفي موريوم مورد كنژوگه

هاي گروه تزريق قرار گرفته بودند در مقايسه با موش

 را Oساكاريدي هايي كه زنجيره جانبي پليكنترل يا موش

 دو گروه  درLD50 ودريافت نموده بودند كاهش يافته

بنابراين كنژوگه توليدي قادر به . اول افزايش يافته است

يجاد محافظت نسبي در برابر عفونت ناشي از ا

سالمونلاتيفي موريوم در موش آزمايشگاهي است

).3نمودارو2جدول(

 محاسبه شده در چهار گروه LD50مقايسه:3مودار ن
نسبت به گروه )  C(گروه مورد تزريق با كنژوگه LD50شود كه مشاهده ميهمچنان

11/11 و 4/15به ترتيب O (A) ساكاريدي زريق با زنجيره پليو گروه مورد ت) B(كنترل 

LD50  (D) برابر افزايش يافته است در گروه مورد تزريق با جسم كشته شده باكتري

 نسبت به Dدر گروه .  افزايش يافته است2/12 و 9/16 به ترتيب A و Bنسبت به گروه 

.دهد افزايش قابل توجهي نشان نميC LD50 گروه

Archive of SID

www.SID.ir



225

حسيني جزني و همكاران …بخش واكسن كنژوگه اثرات محافظت

موشدر1735PTCCدوزهاي مختلف سالمونلاتيفي موريوم عفونت ناشي ازبرابرشده درميزان محافظت ايجاد:2ولجد

 ايمن شده 

107 106 105 104 103 102
دوز

گروه

0 5/12% 5/37% 5/37% 100% 100% Aگروهدربقادرصد

0 0 25% 50% 5/87% 100% Bگروه دربقادرصد

5/12% 50% 5/62% 5/62% 5/87% 100% Cگروهدربقادرصد

0 5/37% 75% 5/62% 100% 100% Dگروهدربقادرصد

 عدد8= ها در هر گروه تعداد موش

Aگروه : O،104*8/1 = LD50ساكاريدي تزريق زنجيره پلي

Bگروه  : LD50 = 3/1* 104،تزريق آب مقطر استريل) گروه كنترل(

Cگروه : LD50= 2* 105،تزريق كنژوگه

Dگروه : LD50 = 2/2* 105،تزريق جسم كامل كشته شده سالمونلا تيفي موريوم

بحث

يدكزازبا ئاين تحقيق به منظوركنژوگاسيون توكسودر

عنوان ه بهيدرازيدديآدپيك اسيد از Oژنآنتي

كربنه بين 6 اين ملكول .استفاده شد(spacer) گذارفاصله

واسطه . گيردميپروتئين قرارهاي كربوهيدرات وملكول

شده قادرتوليدساكاريدپلي-آدپيك اسيد دي هيدرازيد

ه بهاپروتئيندرهاي آمين موجوداست به گروه

6ازهمكاران  وSchneerson. طوركوالانسي متصل شود

هاي  براي كنژوگاسيون پروتئينSpacerنوع متفاوت

ونزا استفاده كپسول هموفيلوس آنفلساكاريدپليمختلف با

هيدرازيدديآدپيك اسيدنشان دادند كه تنهاونمودند

كارايي بالايي باعث اتصال كوالانسي كپسول باتواندمي

). 17(هاي مختلف شودبه پروتئين

زنجيره جانبي مول از هريبه ازابررسي حاضردر

هيدرازيدديادپيك اسيدمول از8 حدود Oساكاريدي پلي

مطالعات اين نسبت در.  گرفته قراراستفادمورد

Shneersonي هابررسيدروبرابر20 همكاران وWatson و 

رحال  هبه. )17،22 (بوده استبرابر5/7همكاران 

كه انتخاب نسبت مناسب دهدگزارشات مختلف نشان مي

افزايش درساكاريدپليوهيدرازيددياسيدآدپيكاز

نقش داردساكاريدپليين بائكارايي كنژوگاسيون پروت

)2،17،22(.

ساكاريدپليباكزازيدئكنژوگاسيون توكسوبه منظور

.شداستفاده واسطه كربودياميدواكنش آميداسيون بااز

EDCآب است ودربالاحلاليت بسياربا يك كربودياميد

كربوكسيل بامحيط باعث تشكيل پيوندآن درحضور

.دهدافزايش مي% 90تاابازده محصول روشودآمين مي

EDC4-5/4 درpH18(فعاليت استداراي حداكثر.(

Shneersonبهترين  همكاران وpHبراي فعاليت EDCرا

،)4،17 (اندنمودهذكر5تا5/4بين KadisوByrdو7/4

دست ه بpH=8/5دربهترين نتيجه راحال مار هبه

.آورديم
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گه شده درساكاريدكنژوپليين وئوت پرمقدار

روش هاي مربوط به حجم خالي به ترتيب بافراكسيون

وكارايي تعيين شدبرادفوردو سولفوريك اسيد-فنل

كزازيدئوزني براي توكسوحسب درصدكنژوگاسيون بر

ساكاريد پلي-هيدرازيددياسيدبراي آدپيكو% 5/80

محاسبات انجام شده برحسب وزن مولي . محاسبه شد% 38

كنژوگه ساختاركه دردهدنشان مينظري موردهاملكول

دو ملكول كزازيدئملكول توكسوتوليدي به ازاء هر

.داردحضورOساكاريديزنجيره جانبي پلي

 و همكاران Watsonمطالعه كارايي كنژوگاسيون در

در. ساكاريدي بوده استبه ازاء وزن زنجيره پلي% 35

كنژوگاسيون بركارايي و همكاران Shneersonبررسي

تخمين زده % 90استفاده حدودين موردئحسب وزن پروت

دست آمده توسط ه نتايج ببابنابراين نتايج ما. شده است

).17،22(اين محققين مطابقت دارد

ژنيك آنتيساختاردهدنتايج ايمونوديفيوژن نشان مي

حين درOساكاريديزنجيره جانبي پليوكزازتوكسوييد

به واكنش باقادر تخريب نشده وكنژوگاسيون

توجه به اينكه بانيزوباشندهاي مربوطه ميبادينتيآ

 از2Bستون سفارزاستفاده ازكنژوگه توليدي با

يني غيركنژوگه ئپروتساكاريدي وهاي پليملكول

دو توان نتيجه گرفت كه اين مي،تفكيك شده است

.دانم متصل شده هكوالانسي بهطوره ملكول ب

10دوزهر(دوزازكنژوگه توليدي 3تزريق 

ه داخل همواجدرهاي تحت آزمايش راموش،)ميكروگرم

سالمونلاتيفي موريوم زنده پاتوژن محافظت صفاقي با

گروه موردنسبت به گروه كنترل و راLD50كرده و

11/11و4/15ترتيبه خالص بساكاريدپليتزريق با

اي انجام شده نشان داده است هبررسي. افزايش دادبرابر

ساكاريدي تخليص شده كه زنجيره جانبي پلي

بادي دربه تحريك توليد آنتيسالمونلاتيفي موريوم قادر

پس . بنابراين محافظت بخش نيستوباشدموش نمي

توان نتيجه گرفت كه كنژوگه توليدي باعث تبديل مي

س ژن غيروابسته به تيمونتيآساكاريدكه يك اين پلي

ژن وابسته به تيموس شده است واست به يك آنتي

به قادركزازيدئمتصل به توكسوOژنبنابراين آنتي

ه باهمواجمحافظت درايجادتحريك سيستم ايمني و

.باكتري زنده پاتوژن است

سالمونلاتيفي موريوم كشته تزريق باگروه مورددر

تزريق باگروه موردمقايسه باحرارت درشده با

1/1(محسوسي افزايش نيافته استطوره بLD50كنژوگه

بخشي هاي محافظتپاسخدهدكه اكثركه نشان مي)برابر

موشدنبال تزريق جسم سلولي كشته شده دره كه ب

BALB/c اندشدهايجادتزريق كنژوگه نيزباشوندميايجاد

هاي زنده باكتريه باهمواجبه محافظت موش درقادرو

توان نتيجه گرفت كه بابنابراين مي. باشندميپاتوژن 

هاي كشته شده وكارايي كم توجه به سميت بالاي واكسن

 انجام ساير،هاي خوراكي زنده ضعيف شدهواكسن

استفاده وهااين نوع واكسنموردآزمايشات تكميلي در

اين باكتري هاي ناشي ازعفونتآنها براي پيشگيري ازاز

.اردداولويت قراردر
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