
 

 

 

  و همكاران سترگي مريم
  6/9/1397 :يافتتاريخ در                  يزدمجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي  

  29/10/1397 :تاريخ پذيرش                        1397 دي، دهمدوره بيست و ششم، شماره 

متصل به  Stx2Bو  EITزايي پروتئين هاي نوتركيب    مقايسه اثر ايمني

يداي بر پايه كيتوزان در مدل حيواني به عنوان كاندذرات     نانو

  E. coli O157:H7نانوواكسن بر عليه 
  

  5روح االله كاظمي،  4 جعفر اماني، 3رضا حاجي حسيني، 2 *علي هاتف سلمانيان، 1ژاله خنيفر

  

 
  مقاله پژوهشي

 

  

در  و اسهال حاد  (HUS) اورمي هموليتيك سندرمكننده  ايجاد و انسان و دام بين پاتوژن مشترك  E. coli O157:H7 باكتري :مقدمه

كارهاي مقابله و پيشگيري  راه يكي از .استگزيني سريع در دستگاه گوارش انسان حائز اهميت  دليل قابليت لانه هب باشد كه ميانسان 

دراين . باشد مي اين باكتريزاي  بيمارينوتركيب فاكتورهاي  آنتي ژن هاي هاي حاصل از بكارگيري نانوواكسنها  ارياين بيم در برابر

و Stx2B همراه  EIT دردو گروهو با نانو ذرات كيتوزان انكپسوله Stx2B و EIT (EspA, Intimin, Tir)نوتركيب  هاي تحقيق پروتئين

  .زايي ارزيابي و مقايسه شد  وميزان ايمنيندتلقيح شدBALB/c ه موش هايبدون آن ب

 سترنو تأييد با و ستون نيكلبا روش  سازي صلخا و پس از بيان Stx2B و  EIT نوتركيب هاي پروتئيندر اين مطالعه تجربي  :روش بررسي

 و  rEITهاي سرمي و مدفوعي ضد اديب آنتيپس از واكسيناسيون . شدند نانوپارتيكله يونيسيون كيتوزان به روش ژلابا نانو ذرات  ،بلاتينگ

rStx2B با نرم افزار   كتريچالش ريزش مدفوعي با .شد و مقايسه ارزيابي الايزا استفاده از با Excel ها بر عليه سم اين  و ميزان محافظت موش

  .قرار گرفت ايشمورد آزم فيشر دقيق تست اساس بر باكتري

ايمني مطلوب تري در گروه هاي واكسينه شده . گيري و مقايسه شد اندازه ها موش يو مدفوعسرمي IgA سرمي و IgGميزان  :نتايج

  rEITهاي واكسينه  محافظت حيواني در برابر سم فقط در گروه. ژن نانوپارتيكله به دست آمد تزريقي با مخلوط دو آنتي -خوراكي

  .)>P 05/0( رل مشهود بودها و كنت طح اختلاف معني دار بين اين گروهس. مشهود بود  rStx2Bبا همراه

 ثرتريؤمقابله متواند  ميكيتوزان  ذرات متصل به نانو  rStx2B همراه با rEITپروتئين نوتركيب  دهد از شواهد نشان مي :گيري نتيجه

  .ه باشدداشت از آن حاصل سازي سم و خنثيباكتري از طريق جلوگيري از اتصال 

  

  E. coli O157:H7زايي، ن، نانوواكسن، ايمنيكيتوزا پروتئين نوتركيب، :هاي كليدي واژه

  

 Stx2Bو   EITمقايسه اثر ايمني زايي پروتئين هاي نوتركيب .كاظمي روح اهللاماني جعفر، حاجي حسيني رضا، سلمانيان علي هاتف، خنيفر ژاله،  :ارجاع

مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي  .E. coli O157:H7نانوپارتيكله بر پايه كيتوزان در مدل حيواني به عنوان كانديداي واكسن بر عليه 

  .832-44): 10( 26؛ 1397يزد شهيد صدوقي 

                                                 

  ، دانشگاه پيام نور، تهران، ايرانزيست شناسيدانشجوي دكتري ،گروه آموزشي  -1

  ، تهران، ايرانزيست فناوري ومهندسي ژنتيك  ملي ، پژوهشگاهپژوهشكده زيست فناوري كشاورزياستاد،     -2

  نشگاه پيام نور ، تهران، ايران، دازيست شناسياستاد،گروه آموزشي  -3

  تهران، ايران) عج(دانشيار،مركز تحقيقات ميكروبيولوژي كاربردي، پژوهشكده سيستم بيولوژي و سم شناسي، دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله     -4

  دكتري،گروه آموزشي مولكولي ، شركت ژن سبز، ايران    -5

  161/14965 :كد پستي salman@nigeb.ac.ir :كي، پست الكتروني021447873656 :تلفن مسئول؛ ه نويسند
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  و همكاران ژاله خنيفر
 

 1397 دي، دهم، شماره ششمبيست و  دوره          مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد

833  

 مقدمه

 سويه  (EHEC)هموراژيك انترو باكتري اشرشياكلي

O157:H7 هاي مهم ايجادكننده  يكي از پاتوژن

اورميك در انسان  هموليتيك سندرمهموراژيك و   كوليت

 ي اهليها باكتري در روده دام ترين مخزن اين اصلي .باشد مي

ها  هاي شديدي را از طريق غذا و آب تواند عفونت است كه مي

شيوع اسهال حاد ناشي از  .)1( آلوده در انسان ايجاد كند

خصوص در مناطقي  هياكلي در سراسر جهان بشها اشر سويه

تري برخوردارند بسيار بالا است و از  كه از سطح بهداشت پايين

 .)2( باشد خصوص در كودكان ميه مير ب و رگم عوامل مهم

هاي  بيماري گيري و درمان بر عليه منظور پيش به دانشمندان

ي ها زمينه توليد واكسن در E. coli: O157:H7حاصل از 

ابداع با  .)3( اند تحقيقات زيادي انجام دادهآن با  مرتبط

هاي نوتركيب  واكسنو استفاده از هاي مهندسي ژنتيك  روش

 عنوان واكسن هبه استفاده از كل پيكره پاتوژن بنيازي  ديگر

 هاي عمومي كاهش خطرات واكسنمنظور  به كهبل وجود ندارد

 ها واكسن اين براي توليد ها خصوص و بيان آن ههاي ب از ژن

باكتري در لوله گوارش بواسطه  اين اتصال .)3( شود استفاده مي

حاوي  زاييبيماري ير ايك سري از عوامل تحت كنترل جز

و سيستم  (Attaching/Effacing)اتصال /هاي تهاجم  ژن

در  IIIسيستم ترشحي نوع . باشد مي IVو IIIترشحي تيپ 

  و EspBو EspAو  Tirهاي مختلف از جمله  ترشح پروتئين

 EspD 7.(داردنقش( EspA, Intimin, Tir   سه پروتئين مهم

كه  هستند،در اتصال باكتري به سطح سلول هاي پوششي روده 

،  ورود باكتري در مراحل اوليه ها آن  اتصال از با مقابله

محققين  .)4( جلوگيري كردتوان از كلونيزاسيون باكتري  مي

متصل هاي مذكور و  از پروتئينثر ؤمهاي  با انتخاب قسمت

هت ج يكانديداي مناسب توانستندها به يكديگر  كردن آن

 .)5،6،7( ارائه دهنديشتر زايي ب واكسيناسيون براي ايجاد ايمني

 2نوع ا توكسين شبه شيگ خنثي سازي چنين به منظور هم

(STX2)  بخش با استفاده از اند توانسته محققين ،اين باكترياز

كانديداي اين توكسين  B اتصاليزير واحد سمي  غيرو چسبنده 

در  زياديطالعات م از طرفي .)8( واكسن مناسبي تهيه كنند

 تر بودن اثر بخش براي از حاملين كلوئيدي استفاده رابطه با

از  .صورت گرفته است منظور توليد ايمني بيشتر به ها ژن آنتي

بيشتري مزاياي خود خواص ادجوانتي  با كيتوزاناين گروه 

 آناستفاده از . )9( داردهاي كلوئيدي  نسبت به ساير حامل

 رهايش خواهد شد بلكه با ها ژن آنتي تنها باعث محافظت نه

 ، پاسخ ايمني به بدن ها عرضه آن هدفمند درآهسته و 

 هاي پروتئيندر اين تحقيق  ).10( شدايجاد خواهد  ثرتريؤم

و  به صورت نوتركيب تهيهپس از  rStx2B و  rEITنوتركيب 

 ذرات مبتني بر نانو روش ژلاسيون يوني توسطبه  سازي خالص

 هاي روش واكسن به ي نانوها، سپس اين كانديداندشد كيتوزان

 BALB/cهاي  به موش يتزريقو  تزريقي - خوراكي ،خوراكي

هاي  ر برابر عفونتدها  زايي آن و ميزان ايمني ندشد تجويز

 .مورد سنجش قرار گرفت E. coli O157:H7 حاصل از چندگانه

با  هدر مقابل ها موش ميزان مصونيتچالش سم اين باكتري با 

 .Eباكتري ها با  آنبا چالش آلودگي  چنين همو  Stx2 سم 

coli  O157:H7 هاي  ميزان ريزش مدفوعي باكتري در موش

  . بررسي شدو ايمن شده كنترل 

 روش بررسي

بيان  برايآزمايشگاهي  و بر اساس مطالعات تجربي

 هاي حاوي ژن pET28a هاي پلاسميد هاي نوتركيب    پروتئين

 از) جفت باز 210( stx2Bو  )جفت باز eit )1680نوتركيب 

 تهيه شد فناوري و زيست ژنتيكملي مهندسي  هژوهشگاپ

و   T7عمومي با پرايمرهاي ، PCRروشبا استفاده از  سپس

 ها ژن حضور stx2B   و eitبراي   پرايمرهاي اختصاصي به ترتيب

ه ب stx2Bو  eitحاوي ژن  هايترانسفورماسيون وكتور .شد تاييد

با كلسيم  شدهتيمار BL21(DE3)  E. coliهاي مستعد  سلول

جامد  LBو در محيط كشت  انجام شد به روش شيميايي كلريد

هاي  كلني ،ميكروگرم بر ميلي ليتر 100حاوي كانامايسين 

 LB در محيط كشتبررسي بيان ژن،  جهت ونظر انتخاب  مورد

تلقيح  )ليتر ميكروگرم بر ميلي 100(سين مايع حاوي كاناماي

نانومتر  600در جذب نوري القاي بيان  سپس. شدند

) OD 0.8معادل (با استفاده از IPTG ) ايزو

مولار در انكوباتور شيكردار  ميلييك  )پيرانوزيد گالاكتو تيو پروپيل

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
73

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

21
 ]

 

                             2 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.473
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4759-fa.html


 

  

  مقايسه اثر ايمني زايي پروتئين هاي نوتركيب به عنوان نانو واكسن
 

 1397 دي، دهم، شماره ششمو دوره بيست           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد

834  

دور در دقيقه  180د و سرعت اگر درجه سانتي 37با شرايط 

و  2رداري درب نمونه – يبيانشرايط  سازي بهينه براي. انجام شد

با هاي پروتئيني  ام و نمونهانجساعت بعد از القا  24 و 8و  4

آميد  درصد آكريل 12با ژل  SDS-PAGE استفاده از روش

  .بررسي گرديد

 ينگتبلا ها با روش وسترن تأييد بيان پروتئين

(W.blotting)  

 HRP كونژوگه با و Anti His tagبادي  در اين روش از آنتي

(Horse Radish Peroxidase) هاي پروتئين. استفاده شد rEIT 

هاي مورد آزمايش و نيز كنترل منفي  در نمونهrStx2B و 

% 12آميد  ريلبا ژل آك SDS-PAGEتوسط ) بدون القا(

قرار  پس از. گرديد منتقل PVDFجداسازي و سپس به غشاء 

درصد شير  3محلول (كننده  در بافر مسدودگرفتن اين غشا 

 05/0حاوي  PBS توسط بافر  ،به مدت دو ساعت) بدون چربي

و به مدت يك ساعت در شسته شده   (PBS/T)20توئين درصد 

بار و هر بار به مدت  3سپس . دماي اتاق روي شيكر قرار گرفت

 Antiبادي  براي آنتي .شستشو شد PBS /Tدقيقه با بافر  15

His tag محلول ،DAB (3,3'- diamino benzidine)  روي

 اب از ظهور باندها، مهار واكنش ريخته شد و پس PVDFغشاي

هاي  ، پروتئينپس از تاييد. مقطر انجام گرفتشستشوي آب 

  .ندمورد استفاده قرار گرفتژن  آنتي خالص شده به عنوان

  تهيه نانوذرات كيتوزان

براي تهيه نانوذرات كيتوزان از روش ژلاسيون يوني استفاده 

آنيوني  فسفات پلي پلي تري سديم )TPP(ماده . )22،20(شد 

نفي فسفات ازطريق م ليل گروه بارد هتواند ب است كه مي

استاتيكي باگروه باردار مثبت آميني كيتوزان  نيروهاي الكترو

 ميلي 7/5به . كاتيون اتصالات عرضي برقرار كند عنوان پلي هب

ليتر در  گرم در ميلي ميلي 2وزان با غلظت تر محلول كيتلي

 rEIT ژن آنتيگرم در ميلي ليتر ميكرو 500% 2اسيداستيك 

 .مخلوط گرديد به آراميدقيقه اضافه شد و  15قطره طي قطره 

 TPPليتر  ميلي 5سپس  .تنظيم شد 5/5 محلول در pHسپس 

اضافه  به مخلوط به آرامي ليتر گرم درميلي ميلي 1با غلظت 

در دماي اتاق زن مغناطيسي  گرديد و يك ساعت بر روي هم

دهنده تشكيل  ايجاد كدورت در محل نشان.  قرار گرفت

كيتوزاني است كه قابليت انكپسوله كردن  اسيوندروژنهي

 30تركيبات را به همراه دارند، سپس محلول كلوئيدي به مدت 

دور  1300با سرعت ، درجه  4دقيقه در سانتريفيوژ يخچال دار

سازي و تجويز  فيوژ و رسوب حاصله جهت آمادهيدر دقيقه سانتر

اين مراحل  متما .داري شد گراد نگه درجه سانتي 4در دماي 

  .بكار گرفته شد rStx2B ژن نانوپارتيكله  براي تهيه آنتي مجدداً

در نانو  ها آنتي ژن وتعيين سايز تعيين درصد بارگذاري

  كيتوزان پارتيكل

رويي از رسوب كلوئيدي، غلظت  پس از جدا نمودن محلول

برادفورد رويي به روش  پروتئين نوتركيب موجود در محلول

ژن در  اس فرمول زير درصد بارگذاري آنتيسنجش شد و بر اس

  .محاسبه گرديد  نانو پارتيكل

 × 100  

دستگاه توسط  دانشگاه بقيه االله اعظمدر ها اندازه نانو پارتيكل

اين دستگاه اندازه، پتانسيل زتا و . تعيين شد  Malvernزتاسايزر

ي حركت براوني ذرات گير با اندازه را وزن مولكولي نانوذرات

 DLSديناميكي  نور با استفاده از پراش و موجود دريك نمونه

(Dynamic light Scattering)  نمايد ميتعيين . 

 ژن ل با نانوذرات كيتوزان حاوي آنتيسازي حيوان مد ايمن

از اي  هفته 6- 7با سن  BALB/c  ماده سر موش 40تعداد 

مطابق با پيشنهادات تهيه گرديد و انيستيتو پاستور ايران 

ملي  راهنماي مراقبت از حيوانات آزمايشگاهي از سازمان

تي در پژوهشگاه ملي ژنتيك يلات مراقبهبا تس همراه بهداشت

براي  تايي5ي ها دسته گروه از سه ها به موش. شدند ينگهدار

و نيز دو خوراكي، خوراكي تزريقي، تزريقي سازي به روش  ايمن

از  )A( گروه اولدر 1مطابق جدول  .كنترل تقسيم شدند گروه

فقط از  )B( و در گروه دوم rStx2B و   rEIT  ژن هر دو آنتي

ها در زير گروه  موش .استفاده شدrStx2B بدون  rEIT ژن  آنتي

A1 و B1 مزبور را به  هاي ژن نانوذرات كيتوزان همراه با آنتي

، در سه نوبت B 2و A 2گروه  در زير صورت خوراكي و

در نوبت چهارم  نانوپارتيكله را به صورت خوراكي و هاي ژن آنتي

. دريافت كردندصفاقي  درون به صورت تزريق خالص راژن  آنتي
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 تنها به صورت تزريقي B3 و A3 گروهها در زير به موش

فروند نوبت اول با ادجوانت كامل ( پارتيكله فاقد نانو هاي ژن آنتي

وم با ادجوانت ناقص نوبت دوم و س ،به صورت تزريق زيرجلدي

فروند به صورت تزريقي زيرجلدي و در نوبت چهارم بدون 

، )C1(به گروه كنترل  .تجويز شد )ادجوانت و تزريق صفاقي

PBS (Phosphate  Buffered  Saline) صورت  استريل به

كيتوزان فاقد  ، )C2(دوم  گروه كنترل و زيرجلدي تزريق شد

دز ميزان  .يافت كردندبه صورت خوراكي در ها را ژن آنتي

 200 ،دز خوراكيميزان خالص و  نژ گرم آنتي ميلي 30 ،يتزريق

در ) 1جدول ( به ازاي هر موشژن نانوپارتيكله  آنتيگرم  ميلي

ذرات  كردن حساسيت نانو منظور برطرف به .نظرگرفته شد

نسبت به شرايط اسيدي معده و جلوگيري از تخريب  كيتوزان

سديم  كربنات ها محلول بي موشبه  ،ها، قبل از گاواژ آن

  .خورانده شد
  

  گروه بندي موش ها و برنامه واكسيناسيون:1جدول 

  زير گروه  گروه هاي موشي

  )تعداد(

طريقه تجويز 

  واكسن

  ژن مقادير آنتي  ادجوانت  زايي برنامه ايمني

  )ميكرو گرم(

  به ازاي هر موش
  روز   نوبت

  
 

 

 

  
A  

rEIT+rStx2B=ES 

A1  
(n=5) 

  
  خوراكي 

   -  0  اول 

(rEIT)100+(rStx2B)100 
  با كيتوزانذرات     نانو

  14  دوم
  28  سوم

  42  چهارم
  

A2 

(n=5) 

  خوراكي
  100+(rStx2B)100(rEIT)  -  0  اول

  14  دوم  با كيتوزانذرات     نانو
  28  سوم

  تزريق صفاقي
  100+(rStx2B)100(rEIT)  -  42  چهارم

  ذرات     وفاقد نان
  

A3 

(n=5) 
  جلدي    تزريق زير 

  100+(rStx2B)100(rEIT)  كامل فروند  0  اول
  ناقص فروند  14  دوم ذرات    فاقد نانو

  ناقص فروند  28  سوم
  -  42  چهارم

  

 

 

 

B 

rEIT=E 

 

B1 

(n=5)  
  خوراكي 

  100(rEIT)  -  0  اول
  -  14  دوم   با كيتوزانذرات     نانو

  -  28  سوم

  -  42  چهارم

 

B2 

(n=5)  

  خوراكي
  
  
  

  100(rEIT)  -  0  اول
  -  14  دوم  با كيتوزانذرات     نانو

  -  28  سوم

  100(rEIT)  -  42  چهارم  تزريق صفاقي
  ذرات    نانوفاقد 

 

B3 

(n=5)  
  
  جلدي    تزريق زير 

    كامل فروند  0  اول
(rEIT)100  
  
  ذرات    فاقد نانو

  ناقص فروند  14  دوم
  ناقص فروند  28  مسو

  -  42  چهارم
C1 

  )كنترل( 
(n=5) 

  جلدي    تزريق زير
  0  اول

-  
PBS 100  

  14  دوم نانو ذرات     فاقد
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  مقايسه اثر ايمني زايي پروتئين هاي نوتركيب به عنوان نانو واكسن
 

  28  سوم
  42  چهارم

C2  
  )كنترل(

(n=5)  
  خوراكي

  

  كيتوزان 100  -  0  اول
  14  دوم  )فاقد آنتي ژن(

  28  سوم
  42  چهارم

  نتي بادي در سرم موش هاي ايمن شدهسنجش ميزان آ

گيري از گوشه چشم  خون ،آخرين تزريق يك هفته پس از

 پت پاستور ها با استفاده از پي اي موش سينوس پشت حدقه

و . گراد نگهداري شد درجه سانتي 37استريل انجام و در دماي 

فيوژ يخچال يها در سانتر دادن خون ها پس از قرار سرم موش

4)دار
0
C) 20-دور در دقيقه جدا و در دماي  1000 سرعت، با 

 IgA و IgG بادي گيري آنتي براي اندازه دگرا درجه سانتي

مستقيم براي سنجش  غير ELISAاز روش .ه گرديدرذخي

در سرم خون  EIT و  Stx2B پلي كلونال ضد IgGبادي  آنتي

گرم از  ميكرومقدار يك  براي اين كار. ها استفاده شد موش

 05/0ميكروليتر بافر كربنات  100لص با استفاده از ژن خا آنتي

 نيزدر كف هر چاهك قرار گرفت و دو چاهك  pH=9.6با  مولار

ژن و  آنتييك چاهك در داخل  .جهت كنترل در نظرگرفته شد

. ريخته شد بافر پوشانندهو در چاهك ديگر تنها  پوشاننده بافر

 %) Tween 05/0حاوي  PBS/T )PBSپس از شستشو با بافر 

 پوشاننده بافرميكروليتر  100سازي با استفاده از   مرحله بلوكه

نژوگه وهاي ناخواسته سرم و ك به منظور جلوگيري از واكنش

)%3 Skim milk   درPBS/T ( به مدت يك صورت پذيرفت و

  .گرديدداري  نگهگراد  درجه سانتي 37ساعت در 

به  1تا  100به  1هاي  پس از شستشوي مجدد رقت

تهيه و به ميزان  PBS/Tاز سرم موشي در محلول  400000

ميكروپليت به مدت  .ميكروليتر به هر چاهك اضافه شد 100

ر انكوباتور كگراد در شي درجه سانتي 37يك ساعت در دماي 

ميكرو ليتر  100به هر چاهك  پس از انجام شستشو. قرار گرفت

 ه مدتباضافه شد و  5000به  1با رقت   نژوگهوبادي ك آنتي

گراد قرار  درجه سانتي 37يك ساعت در شيكر انكوباتور دماي 

ميكروليتر  100پس از انجام شستشو، به هر چاهك . گرفت

داري  ريخته و در تاريكي نگه) آمين دي فنيل -اُ(OPD محلول 

 5/2پس از تغيير رنگ محلول واكنش با اسيد سولفوريك . شد

ها با طول موج  پس جذب نوري چاهكس. مولار متوقف گرديد

و در نهايت  خوانده شد نانومتر توسط دستگاه الايزا ريدر 495

  .قرار گرفت مورد سنجشبادي  آنتي تيتر

هاي  بررسي پاسخ هاي ايمني در نمونه مدفوع موش

  واكسينه  شده

هاي  هاي مدفوعي از هر گروه در ويال هآوري نمون جمع

سنجش  .رفتصورت گ IgAبادي  گيري آنتي كوچك براي اندازه

 EITنوتركيب هاي اختصاصي عليه پروتئين IgAبادي  تيتر آنتي

ي  به روش الايزا IgGبادي  آنتيمطابق روش تيتر Stx2B و 

عصاره  سرمي و از رقت در اين واكنش .مستقيم انجام شد غير

با رقت  IgAضد  نژوگهوك بادي و نيز از آنتي 5به 1مدفوعي 

  .استفاده گرديد  1000به 1

   Stx2 سازي سم آماده

E.coli O157:H7 (Stx2) كلني هايپس از رشد 
در  + 

، جهت كشت شبانه مايع به مدت هشت ساعت LB محيط 

. تلقيح شد  500به  1با نسبت ) LB(محيط بيشتر  در

دقيقه رسوب داده  30به مدت  g 1700باكتري با سرعت 

شد و بخش روشناور آن پس از جداسازي، توسط صافي 

متري استريل شد و به عنوان منبع سم مورد ميكرو 0,22

  .)6( استفاده قرار گرفت

  هاي ايمن شده چالش موش

هاي مختلف  چالش گروه، تزريق دو هفته پس از آخرين

در برابر  خوراكي، خوراكي تزريقي و تزريقيايمن شده به روش 

مورد آزمايش  )دز كشنده( E. coli O157:H7آلودگي با باكتري 

 به دستگاه گوارش منظور كاهش فلور نرمال هب .قرار گرفت

 .ها آنتي بيوتيك استرپتومايسين سولفات خورانده شد موش

تعيين ( E. coli O157:H7 ريباكت 1010 ،بعد از يك روز تيمار

ميكروليتر بافر  100در  )وسيله آزمايش مك فارلند همقدار ب

PBS  نهروزاشد و  دادهها  از طريق گاواژ به همه موشاستريل 
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ها  كردن مدفوع مخلوطهاي مدفوعي و  آوري نمونه جمع پس از

 هاي مدفوعي از نمونه گيري ، عصارهروز 14طي گروه  هر در

يط كشت اختصاصي حبر روي مها  عصاره .شدانجام 

ليتر  ميكروگرم در ميلي 5/2كانكي آگار حاوي  مك سوربيتول

كشت داده شد و ريزش مدفوعي باكتري پتاسيم   تلوريت

O157:H7  دو  .ارزيابي شدبا روش شمارش روي محيط جامد

هاي  به منظور بررسي ميزان محافظت موش هفته پس از آن

به روش درون Stx2 سم ، هاي مختلف واكسينه شده در گروه

روز  10ها طي  مير آن به موش ها تزريق و ميزان مرگ وصفاقي 

  .گزارش و ثبت شد

  تجزيه و تحليل آماري

 Fisher) آزمون دقيق فيشر تحليل آماري به كمك تجزيه و

exact test) شده و شاهد صورت  بررسي نتايج چالش گروه ايمن

  .براي رسم نمودارها استفاده شد (Excel)گرفت و از نرم افزار اكسل 

  ملاحظات اخلاقي

تاييد شده است پيام نورقيق توسط دانشگاه تح پروپوزال اين

  )IR.PNU.REC.1397.39 كد اخلاق(

 ايجنت

بررسي و  pET28aدر ناقل بياني  stx2Bو  eitتكثير ژن 

   rStx2Bو rEIT بيان پروتئين نوتركيب سه قسمتي 

 1680اندازه  هبeit براي قطعه ژني  PCRمحصول اختصاصي 

روي ژل نوكلئوتيد  210به اندازه  stx2Bجفت نوكلئوتيد و براي 

ييد و هاي مورد تأ لاسميدپ. )1شكل ( مشاهده شد  %1آگارز 

ه ب هر كدام به صورت جداگانه stx2Bو  eitهاي  حاوي ژن

به منظور بيان  BL21-DE3 كلي  اشريشيا شده  باكتري مستعد

  .منتقل شد

حاوي  LBپس از كشت شبانه در محيط كشت 

در ساعات مختلف  ايط بيانيسازي شر  كانامايسين بهينه

 4بهترين شرايط بياني پس از . )2شكل( انجام پذيرفت

 rStx2B و بعد از كشت شبانه براي  rEIT براي  اعتس

به  هاي نوتركيب پروتئين سازي خالص پس از .دست آمد به

ميزان  Ni-NTAروش كروماتوگرافي ميل تركيبي ستون 

 روشاج شده توسط پروتئين نوتركيب در فازهاي استخر

  . گيري شد برادفورد اندازه

  

  

  

  

  

   ب                        الف                       
 PCRبا استفاده از روش   stx2B قطعه  -ب، eit سازه ژني  -ييد حضور الفأت: 1شكل

  

 

  

 

  

  

     ب                                               الف

 rStx2B )وب rEIT )الف: بررسي بيان پروتئين هاي نوتركيب: 2شكل
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 با ساعت بعد از القا 24،8،4،2در بازه زماني  : )2توضيح شكل (

IPTG توسط SDS- PAGE الف - rEIT )1 - ،ماركر  - 2پيش از القا

از  پس - 5پس از چهارساعت،  - 4دو ساعت،  پس از - 3پروتئين، 

پيش از - 1( rStx2B ب -  )روز پس از يك شبانه - 6هشت ساعت، 

ماركر پروتئين،  - 4پس از چهارساعت، - 3پس ازدو ساعت،  - 2القا، 

   )روز پس از يك شبانه - 6هشت ساعت،  از پس - 5

   ييد بيان پروتئين نوتركيب با استفاده از ايمنوبلاتينگأت    

 هاي پروتئين اين كه در انتهاي آميني با توجه به اين

با استفاده از قرار دارد،  (His-tag)دنباله هيستيديني نوتركيب 

 مورد نظر هايباندو مشاهده  His-tagآنتي  با بلاتينگ وسترن

  .)3شكل ( شدتأييد  ها ژن آنتي اين بيان

  

  

  

  

  

  

  

  ب                      الف          
EIT ) ، ب Stx2B) الف. پروتئين نوتركيب نتيجه وسترن بلاتينگ به منظور تأييد: 3شكل 

بررسي درصد بارگذاري و تعيين اندازه نانو پارتيكل هاي 

  rStx2B و rEITژن آنتي حاوي

در نانوذرات كيتوزان  rEITژن  آنتي براي يدرصد بارگذار

ها و  اندازه نانوپارتيكل .عيين شدت% rStx2B95 و براي  % 91

هاي  EITسايز  ها نشان دادكه ميانگين نتايج پتانسيل زتاي آن

 17/9نانومتر و ميانگين پتاسيل زتاي آن  116/6نانوپارتيكله 

ر وضعيت د 19,3و  129,2به ترتيبrStx2B و براي ولت  ميلي

  .بودندبسيار مطلوبي 

 به كانديداي واكسن ها در پاسخ ميزان آنتي بادي مقايسه

rEIT  به تنهايي و همراه باrStx2B   

تم ايمني سها، ميزان تحريك سي سازي موش پس از ايمن

. گيري شد زهبا آزمون الايزا اندا rStx2Bو rEITال عليه ورهم

 rEITينه شده با هاي واكس سرمي موش هاي تيتراسيون نمونه

، خوراكي تزريقي و تزريقي خالص  هاي خوراكي به صورت گرو

اختصاصي و نيز ميزان قابل قبولي از  IgGميزان مطلوبي از 

  )4شكل.( دادرا نشان  IgAآنتي بادي 

  

  

      

  )الف

  

  

  

  

  

  )الف
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  )ب 

  

  

  

  

  

  

  

  )ج
  هاي مختلف موشي    گروهدر  ،مدفوعي IgA  )ج سرمي، IgA )سرمي ب) IgG الف تيتر  بالاترين ميزانمقايسه : 4شكل

A1-E  بادي ضد تيترآنتي=(E) rEIT  ،در زير گروه خوراكي 

 A2-Eبادي ضد  بررسي تيتر آنتي(E) گروه خوراكيدرزير -

 در زير گروه تزريقي،  ) (Eبادي ضد تيترآنتي A3-Eتزريقي، 

A1-S بادي ضد تيتر آنتي =(S)  Stx2Bر گروه خوراكي، در زي

 A2- Sبادي ضد  بررسي تيتر آنتي (S) در زير گروه خوراكي-

 B1در زير گروه تزريقي،  (S)بادي ضد  تيترآنتي A3-S ،تزريقي

بررسي B2-E در زير گروه خوراكي،  (E)بادي ضد  تيتر آنتي

 B3-Eتزريقي،  -در زير گروه خوراكي (E)بادي ضد  تيتر آنتي

  .گروه تزريقييرز رد (E)بادي ضد  تيترآنتي

هاي ايمن وغير ايمن در برابر دوز خوراكي  چالش موش

    E. coli O157:H7باكتري 

آوري  هاي موشي و جمع روهگكردن  پس از آلوده

شت روي محيط گيري و ك هاي مدفوعي و عصاره نمونه

ها  كاهش ريزش باكتريكانكي آگار  اختصاصي سوربيتول مك

شده  واكسينه و ايمن هاي هاي مدفوعي موش در نمونه

هاي  دار بين گرو اختلاف معنيسطح  .)5شكل ( شدمشاهده 

  .مشهود بود) > 05/0p( تست و كنترل

  با چالش حيواني  stx2ميزان محافظت در برابر سم 

هاي  هاي كنترل و موش هاي گروه در اين چالش همه موش

حداكثر پس از گذشت  B در گروه rEIT واكسينه شده تنها با 

درصد از  66تنها در حدود . روز بعد از تزريق سم مردندسه 

)  rStx2Bو  rEITواكسينه شده با ( Aها در گروه  موش

اختلاف سطح  ).2جدول ( توانستند پس از ده روز زنده بمانند

هاي تست و كنترل موشي بر اساس آزمون  دار بين گروه معني

  .مشاهده شد) > 05/0p( دقيق فيشر
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  مقايسه اثر ايمني زايي پروتئين هاي نوتركيب به عنوان نانو واكسن
 

  

  

  

  

  

  
  

  E. coli O157:H7 ايمن دربرابر دوز خوراكي باكتري هاي ايمن و غير مقاومت موش:5شكل 

 

  باكتري Stx2درصد زنده ماندن موش ها پس از چالش با سم  :2جدول 

  درصد موش هاي زنده مانده  تعداد موش هاي زنده مانده  تعداد   گروه هاي موشي ايمن وغير ايمن

  C1 5  0  0% گروه كنترل
  C2 5  0  0% گروه كنترل

B(1,2,3)  15  0  0%  
A (1,2,3)  15  10  66%  

Fisher exact test        p=0/01                                                                                                               

  

 بحث

هاي در حال  شورمير در ك و بيماري اسهال عامل مهم مرگ

ميليون  6تا  4كه سالانه  دهد آمار نشان مي .باشد توسعه مي

دست  كودك براثر بيمارهاي اسهال جان خود را از

ترين  مهمE. coli O157:H7  ويرمطالعه بر. )11( دهند مي

به علت  EHECانتروهموراژيك  سروتيپ اشرشياكلي

د در دستگاه گوارش من جمله زايي شدي بيماري

هاي كليوي از اهميت  يهموراژيك و ايجاد نارساي كوليت

باتوجه به گسترش شيوع اين . )12( بسزايي برخوردار است

آن به عنوان پاتوژن مولد  بيماري در جهان و اهميت

هاي گسترده در جهت پيشگيري  تحقيقاي  هاي روده بيماري

با  امروزه .باشد اين باكتري ضروري ميو درمان در برابر 

هاي  پروتئين نمي توا هاي مولكولي بكارگيري تكنيك

عنوان  به كهزا تهيه كرد  نوتركيبي را از فاكتورهاي مهم بيماري

زايي بهتري عليه  توانند ميزان ايمني واكسن ميكانديداي 

هاي اخير  طي سال .)13(هاي مربوطه داشته باشند  پاتوژن

ها به منظور ايجاد  بخشي واكسن مطالعات برروي بهبود اثر

در اين رابطه استفاده از  . استصورت گرفته ثرتر ؤمايمني 

هاي جديد در زمينه نانو بيوتكنولوژي در توسعه  فناوري

توجه محققين را  هاي كلوئيدي حامل نانوهايي بر پايه  واكسن

بسياري از مطالعات  در .)14،15( به خود جلب كرده است

فراوان مانند  هاي مثبت يژگيبه جهت وكيتوزان نانوپليمر 

چسبندگي مخاطي، زيست  بليتقا ي،زيست سازگار

عنوان حامل  به توانسته پذيري و خاصيت ادجوانتي تخريب

مورد تاييد قرار هاي نوتركيب  مناسبي براي پروتئين

 E. coliعوامل بيماريزاي  جايي كه بيشتر از آن. )16( گيرد

O157:H7 شوند، با  از طريق غشاهاي مخاطي وارد بدن مي

توان با  راكي مناسب ميواكسن خو تهيه كانديداي نانو

گيري از سيستم ايمني بدن ميزبان مقابله موثرتري عليه  بهره

اثبات شده است كه اين . هاي اين باكتري داشت عفونت

هر دو پاسخ ايمني سيستميك و تحريك توانايي ساختارها 

 تهيهو  تخليص در اين تحقيق به. )16( را دارند مخاطي

اهميت خاصي در شد كه  پرداخته يي نانو واكسنهاكانديدا

 سم شيگا ثرا كنترل و كلونيزاسيون باكتري در اپيتليوم روده

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
73

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

21
 ]

 

                             9 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.473
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4759-fa.html


 

 1397 دي، دهم، شماره ششمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

841  

  و همكاران فرژاله خني
 

و همكاران اين سازه سه قسمتي  امانيپيش ازاين  .دارند

ها مورد ارزيابي  صورت خالص و تزريقي در موش كايمريك را به

قرار داده بودند كه نتايج ارزشمندي نيز در اين زمينه حاصل 

زير واحد اتصالي  زايي همكاران نيز ايمني كاظمي و .)17( شد

دعاوي . )18( را در موش بررسي كردندrStx2B سم شبه شيگا 

نانوپارتيكله شده با  rEITوي ربا انجام تحقيق برو همكاران 

قابل زايي  لكترواسپري از راه بيني به ايمنيبه صورت اكيتوزان 

روند منظور بهبود كيفيت  اما به .)19( دست يافتندقبولي 

ها به روش  ژن ستفاده از نانوذرات حاوي آنتيزايي ا ايمني

طالعه دراين م .تركيبي در اين تحقيق مورد ارزيابي قرار گرفت

دست  هبدر حد بسيار مطلوبي  ژن اندازه نانوذرات حاوي آنتي

) 500تا  100(شتر محققين در مورد اندازه مطلوب يب. آمد

ثر از ماهيت أاند كه مت هنظر واحد رسيد نانومتر به يك اتفاق

  .)20( باشد پليمر مي

و پتانسيل زتاي  ژن حاوي آنتي اندازه كوچك نانوذرات

هاي  ها به سلول آن دهنده چسبندگي بهتر نشان مناسب

هاي  ژن با رهايش تدريجي آنتي و باشد مخاطي روده مي

زايي  نوتركيب از كيتوزان بدن فرصت كافي براي ايجاد ايمني

در تهيه نانو ذرات . ها پيدا خواهد كرد ليه پاتوژنمؤثرتر بر ع

با ايجاد اتصالات عرضي سبب TPP ماده شيميايياستفاده از

بررسي . شود فيزيولوژيك ميpH افزايش حلاليت اين پليمر در 

ها به  نژهاي مختلف موشي در برابر اين پاتو گروهزايي  ايمني

 سرمي و  IgG هاي بادي آنتي صورت مقايسه بالاترين سطح از

IgA دهند  نشان مي نمودارها. مدفوعي صورت پذيرفت سرمي و

در هر دو گروه  تزريقي -خوراكيهاي  كه زيرگروه

 نسبت به )rStx2B همراه و بدون  B )rEITو  Aواكسيناسيون

در هر دو . از ايمني متناسب تري برخوردارند ها گروهزير ساير

 و IgG اي تزريقي سطح آنتي بادي ه -زير گروه خوراكي

IgA يافت شددر وضعيت مطلوب تري.   

ايمن  هاي مختلف هاي گروه از مطالعه بروي چالش موش

 با خوراندن باكتري غير ايمن در مقابل گروه هاي كنترل شده

E. coli O157:H7 برروي محيط  ها ،كاهش تعدادكلني

تمام  در در طي دو هفتهاختصاصي سوربيتول مك كانكي آگار

در صورتي كه نمودار ريزش  .شده مشاهده شد هاي ايمن گروه

ايمن شيب ملايمي داشت و  هاي غير باكتري در مدفوع موش

 كاهش بيشترين .داد وز چهادهم سطح بالايي را نشان ميتا ر

 تزريقي نسبت به - خوراكي هاي گروهريزش مدفوعي در زير 

كه اين باكتري  باتوجه به اين. مشاهده شد ديگرهاي  گروه زير

ريزش كاهش شود،  راه غذاي آلوده وارد لوله گوارش انسان مياز

بودن  ثرشده دليل بر مؤ ايمن هاي موشها در مدفوع  باكتري

هاي  در ممانعت از اتصال فاكتورواكسن  اي نانواهاين كانديد

در  .هاي اپيتليوم دستگاه گوارشي است مورد نظر به سلول

 E. coliاصل از ح Stx2چالش حيواني با دوز كشنده توسط سم 

O157:H7 شده توسط هر دو  هاي موشي ايمن تنها در گروه

ها زنده  از موش %70نزديك به  rStx2B و  rEIT ژن  آنتي

  .ماندند

ايمن  rEITهايي كه فقط با  هاي كنترل و گروه اما در گروه

اين نتايج مبين آن است  .ها تلف شدند شده بودند تمام موش

كانديدا  از دو مخلوطواكسيناسيون  با A ها در گروه  كه موش

باكاهش و هم پايداري كردند و زنده ماندند هم در برابر سم 

را  يدر برابر فاكتورهاي اتصالي اين باكتري ايمنريزش مدفوعي 

كه تنها با فوق استفاده از واكسن تركيبي  بنابراين .نشان دادند

ود را بدن موج پذيرفته توانستهانجام يك واكسيناسيون انجام 

مطالعات بيشتري در . ايمن كندزا  در برابر چند عامل بيماري

نانوواكسن چندگانه هاي ثيرگذاري بهتركانديدأاين زمينه براي ت

 .Eبرعليه  زاي ديگر مهم بيماري با دخيل كردن فاكتورهاي

coli O157:H7  باشد ميلازم.  

 نتيجه گيري

سمي و توانايي آسان  علت خاصيت غير هكيتوزان ب

پذيري و اندازه مناسبش حامل مطلوبي در تهيه  كلش

هاي  استفاده از نانوواكسن .شود ها محسوب مي نانوواكسن

هاي واكسيناسيون است كه با حذف  تركيبي راهي نوين از روش

توان  سوزن دردناك در تزريق و كاهش دفعات واكسيناسيون مي

. ل نمودحاص نتايج مؤثرتري در ايجاد ايمني هومورال و اكتسابي 

هاي ايمن شده در زير  موش محافظتدهند كه  نشان مي نتايج
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 )ژن استفاده از هر دو آنتي( تزريقي - از مسير خوراكي A2 گروه 

  .هاي ديگر بود بهتر از مسير

 سپاسگزاري

و تلاش نويسندگان اين  از رساله دكترياين پژوهش حاصل 

را ياري ا از تمامي افرادي كه در اين پژوهش م. باشد تحقيق مي

در ضمن تمام منافع مالي . شود كردند تشكر و قدرداني مي

  .توسط محققين پژوهش تأمين شده است

  .وجود ندارد: تعارض در منافع

  

  

References: 

1- Sussman M. Escherichia coli: mechanisms of 

virulence. Cambridge University press London 

1997. 

2- Wales  AD, Woodward  MJ, Pearson GR. 

Attaching-effacing bacteria in animals. J Comp 

pathology 2005; 132: 1-26. 

3- Rojas-Lopez M, Monterio R, Pizza M, Desvaux 

M, Rosini R. Intestinal Pathogenic Escherichia 

coli: Insights for Vaccine Development. Front 

Microbiol 2018; 9: 440. 

4- Saeedi P, Yazdanparast  M, Behzadi  E, 

Salmanian AH, Mousavi  SL, Nazarian S, Amani 

J. A review on strategies for decreasing E. Micro 

pathog 2017; 103: 186-95. 

5- Amani J, Salmanian AH, Rafati S, Mousavi SL. 

Immunogenic properties of chimeric protein from 

espA, eae and tir genes of Escherichia coli O157: 

H7. Vaccine 2010; 28(42): 6923-29. 

6- Rad HS, Mousavi SL, Rasooli I, Amani J, 

Nadooshan MRJ. EspA-Intimin chimeric protein, a 

candidate vaccine against Escherichia coli O157: 

H7. Iran J Microbiol 2013; 5(3): 244-51. 

7- Sashorpour M, Amani J, Jafari M, et al. 

Expression of recombinant chimeric EspA-intimin 

protein in Nicotiana tobaccum for oral vaccine 

development. J Genetic Plant Research 2014; 

1(1): 77-94. 

8- Kazemi R, Tehrani AA, Jafari  M , Amani  J , 

Mousavi  A , Salmanian  AH. Cloning and 

Expression of the Binding Subunit of Shiga-Like 

Toxin Type 2 Gene and Immunization Study in an 

Animal Model. Pathobiology Res 2016; 18(4): 45-

60. 

9- Hajizade A, Ebrahimi F, Salmanian AH, 

Arpanae A, Amani J. Nanoparticles in vaccine 

development. J Applied Biotechnology Reports 

2015; 1: 125-34. 

10- Vinsova J, Vavrikova E. Chitosan derivatives 

with antimicrobial, antitumour and antioxidant 

activities-a review. Current Pharmaceutical Design 

2011; 17: 3596-607. 

11- Bach Sj, McAllister TA, Veira DM, Gannon 

VPJ, Holley RA. Transmission and control of 

Escherichia coli O157: H7-a review. Canadian J 

Animal Sci 2002; 82(4): 475-90. 

12- Pop, M., et al., Diarrhea in young children from 

low-income countries leads to large-scale alterations 

in intestinal microbiota composition. Genome 

biology, 2014. 15(6): p. R76. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
73

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

21
 ]

 

                            11 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.473
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4759-fa.html


 

 1397 دي، دهم، شماره ششمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

843  

  و همكاران ژاله خنيفر
 

13- Garcia-Angulo VA, Kalita A, Torres AG. 

Advances in the development of enterohemorrhagic 

Escherichia coli vaccines using murine models of 

infection. Vaccine 2013; 31(32): 3229-35.  

14- Hosseini ZS, Amani J, Baghbani Arani  F, 

Nazarian  S, Motamedi MJ, Shafighian F. 

Immunogenicity of the nanovaccine containing 

intimin recombinant protein in the BALB/c mice. 

Clin Exp vaccine Res 2018; 7(1): 51-60. 

15- Yazdanparast A, Mousavi SL, Rasooli I, 

Amani J, Jalalinadoushan M. Immunogenical 

Study of Chimeric Recombinant Intimin-Tir of 

Escherichia coli O157: H7 in Mice. Archives of 

Clinical Infectious Diseases 2012; 7(2): 45-51. 

16- Sekhon  BS, Saluja V. Nanovaccines-an 

overview. Int J Pharm Front Res 2011; 1(1): 101-

9. 

17- Amani J, S Latif Mousavi, Sima Rafati, Ali H 

Salmanian. In silico analysis of chimeric espA, eae 

and tir fragments of Escherichia coli O157: H7 for 

oral immunogenic applications. Theor Biol Med 

Model 2009; 6(1): 28.[Persian] 

18- Kazemi  R , Akhavian  A , Amani  J , Salimian  

J , Motamedi  MJ, Mousavi A, et al. 

Immunogenic properties of trivalent recombinant 

protein composed of B-subunits of LT, STX-2, and 

CT toxins. Microbes Infect 2016; 18(6): 421-29. 

[Persian] 

19- Doavi  T, Mousavi SL, Kamali M, Amani J, 

Ramandi MF. Chitosan-based intranasal vaccine 

against Escherichia coli O157: H7. Iranian Biomed 

J 2016; 20(2): 97-108. 

20- Van der Lubben I, Verhoef J, Borchard G, 

Junginger H. Chitosan for mucosal vaccination. 

Advanced drug delivery Rev 2001; 52(2): 139-

144.

 

  

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
50

2/
ss

u.
v2

6i
10

.4
73

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

21
 ]

 

                            12 / 13

http://dx.doi.org/10.18502/ssu.v26i10.473
https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-4759-fa.html


 

 

Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences       Received: 27 Nov 2018 

Vol 26| NO 10 | Jan 2019             Accepted: 19 Jan 2019 

Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences        Vol 26 | NO 10 | Jan 2019 

844 

Comparison of immunization potential from recombinant proteins  EIT 

and Stx2B  nanoparticulated based on chitosan in animal model, as 

nanovaccin candidate against E. coli O157:H7 

 

Jaleh khanifar
1
, Ali Hatef Salmanian

*2
, Reza Haji Hosseini

1
, Jafar Amani

3
, Rohoallah Kazemi

4
  

 

 
Original Article 

 

  

Introdution: E. coli O157:H7 with its ability of quick implantation inside gastrointestinal tract that causes 

hemolytic uremic and bloody diarrhea in humans is an important subject to investigate. One of the effective ways 

to prevent these infections is using nanovaccines prepared from immunogenic recombinant protein from 

bacterial virulence factors. In this research, the chitosan encapsulated by recombinant protein of EIT with and 

without Stx2B were introduced to BALB/c mice and immunogenicity was evaluated and compared. 

Methods: In this experimental study the recombinant protein of EIT and Stx2B were nanoparticulated with 

chitosan through ionic gelation method after expression and purification with Ni-NTA column and approval by 

Western blotting. After Vaccinations antibodies against rStx2B and rEIT in the mice’s serum and feces were 

detected by ELISA. Challenge test for neutralization and protection against Stx2 toxin was applied with 

immunized serum by Fisher's exact test.  

Results: Evaluation of IgA and IgG antibody levels in the mice’s serum and also the IgA level in their feces 

showed more appropriate immunity oral-injection groups with the both nanoparticulated antigens. The 

protection challenge study show that, the mice group which received rEIT+ rStx2B could neutralize the 

toxin activity significant difference (P<0.05) between test and control groups of mice was recorded. 

Conclusion: The data indicate these multiple vaccine candidates with both nanoparticulated recombinant 

proteins EIT and Stx2B with chitosan, provide more effective protection against of E. coli O157:H7. 
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