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 چکیده

 دیگر با مقایسه در و است نوترکیب  های پروتئین تولید برای برجسته میزبان یک پاستوریس پیکیا مخمر

 است قادر یوکاریوت، یک عنوان به سیستم این اینکه جمله از. دارد فراوانی مزایای بیانی های سیستم

 های پیوند تشکیل صحیح، فولدینگ پروتئولتیک، پردازش همچون ترجمه از پس تغییرات از زیادی تعداد

 عنوان به متانول از استفاده به قادر  همچنین. دهد انجام را ها پروتئین گلیکوزیلاسیون و سولفیدی دی

 مزایا این وجود با. باشد می محیط به شده تولید های پروتئین ترشح و گلوکز غیاب در کربن منبعتنها 

 آنتی ،پژوهش این در. باشد کلی اشرشیا بیانی سیستم برای عالی جایگزین یک تواند می پاستوریس پیکیا

 تخلیص سپس و بیان پاستوریس پیکیا در E نوع بوتولینوم نوروتوکسین علیه شتری سنگین زنجیره بادی

. شد منتقل( top10)کلی اشرشیا باکتری به ابتدا در و کلون pPink-Hc دروکتور VHH ژن. گردید

 مستعد های سلول به و شد مخمرخطی ژنوم به ورود منظور به VHH ژن حاوی PichiaPink ™وکتور

 بیانی کشت محیط در و انتخاب شده ترانسفورم های کلونی از تعدادی. گردید منتقل مخمری

 وسیله به  پروتئین بیان. شد بیان پاستوریس درپیکیا نوترکیب VHH. شد داده کشت(  BMGY)مخمر

SDS-PAGE به نسبت پاستوریس پیکیا مخمر در پروتئین بیان میزان که شد مشاهده و گردید آنالیز 

مورد ( موش) کارایی نانوبادی بیان شده در مخمر، در بدن موجودات زنده .است بالاتر کلی اشرشیا باکتری

همچنین مقایسه ای میان کارایی نانوبادی بیان شده در مخمر و باکتری صورت . ارزیابی قرار گرفت

درصد  51نانوبادی بیان شده در مخمر توانست در بدن موش های مورد آزمایش، دوز کشنده . پذیرفت

همچنین نانوبادی بیان شده در باکتری توانست . برابر افزایش دهد 4درصد موش ها تا  25توکسین را، در 

در پایان مشخص شد که نانوبادی بیان شده در . زمان زنده ماندن موش ها را به دو برابر افزایش دهد

 .مخمر در جهت مهار توکسین کارایی بهتری دارد
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 مقدمه -9-9

بوتولیسم یک بیماری نادر با فلج پیش رونده است که به وسیله توکسین تولید شده توسط باکتری 

با  (BoNT)نوروتوکسین های بوتولینم . کلستریدیوم بوتولینوم تحت شرایط بی هوازی ایجاد می گردد

بر روی سیستم اعصاب محیطی  ،ممانعت از آزادسازی استیل کولین از انتهاهای عصب پیش سیناپسی

 ،کیلو دالتون951هولوتوکسین ها با وزن مولکولی . عمل می کنند و موجب فلج شل شونده می شوند

این . شامل سه دمین هستند که به طور جداگانه مسئول اتصال پذیرنده نورونی، انتقال و کاتالیز می باشند

می  SNAREهای  رش پروتئولتیک پروتئینتوکسین ها به محض ورود به نورون های حرکتی، موجب ب

 ،SNAREپروتئولیز . سازی نوروترانسمیترها بازی می کنند شوند که این پروتئین ها نقش کلیدی در آزاد

، (نیز نامیده می شوند( Lc)زنجیره سبک )کیلودالتونی توکسین به نام متالوپروتئیناز  51توسط دمین 

م شناخته شده، پروتئازها به طور قابل توجهی در وی بوتولیندر تعدادی از سروتیپ ها. صورت می گیرد

ها به دلیل  توانایی  BoNT. سیتوسل سلول عصبی پایدارند و سمیت آنها برای چندین ماه باقی می ماند

عوامل . بسیار زیاد، مقاومت و تولید نسبتا آسانشان از جدی ترین تهدیدکننده های بیوتروریسم هستند

 BoNTارد که اگر قبل از  ظهور علائم سمیت تزریق شوند، می توانند از سمیت ضد توکسینی وجود د

به طور رایج، هیچ پادزهری که بتواند نشانه های سمیت را بعد از ظهور آنها بر طرف کند، . پیشگیری کنند

ار در نتیجه بیماران مبتلا به بوتولیسم برای چندین ماه باید تحت مراقبت های تنفسی قر. وجود ندارد

 Lc BoNTچندین تیم تحقیقاتی در حال تولید داروهای مولکولی کوچکی هستند که پروتئازهای . بگیرند

متصل  BoNTبیومولکول هایی که با افنیتی بالا به پروتئازهای . نمایندرا مهار کنند  و سمیت را برطرف 

ر توسعه عوامل درمانی بوتولیسم می توانند د ،می شوند، به ویژه آنهایی که فعالیت آنزیم را مهار می کنند

 .[4-9]نقش داشته باشند

میزان مرگ ومیر در بیماران نیاز به  در ایجاد بیماری و ها نوروتوکسینبا توجه به توانایی بسیار بالای 

طراحی نسل جدید واکسن های بوتولینوم و . توسعه واکسن بر علیه این عارضه ضروری به نظر می رسد

  .کاندیدای واکسن بسیار مورد توجه است وبخش ایمونوژن ها به عنوان  نوروتوکسین Hcاستفاده از قطعه 
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 معرفی میکروارگانیسم -9-2

 کلستریدیوم جنس -9-2-9

 8تا  1تمام کلستریدیوم ها، باسیل های میله ای شکل گرم مثبت وتولید کننده اسپور بوده که طول آنها  

بیشتر کلستریدیوم ها بی هوازی اجباری وتعداد کمی . میکرون می باشد 4/1 -2/9میکرون و پهنای آنها 

دیوم پرفرنژانس که غیر به استثنای کلستری. می باشند( متحمل در برابر اکسیژن ) نیز آئروتولرانت 

به جز موارد . بیشتر گونه های کلستریدیوم متحرک با تاژک های پری تریش هستند ،متحرک می باشد

د و اکسیژن بسیار نادر، اسپورهای این جنس رویش نمی یابند مگر شرایط احیای مناسب دردسترس باش

برای آنها فراهم گردد، به راحتی در کلستریدیوم ها وقتی که شرایط بی هوازی . نیز وجود نداشته باشد

 .[5]آزمایشگاه کشت می شوند

 طبقه بندی انواع کلستریدیوم ها -9-2-2

پاتوژنسیتی، توکسیژنسیتی، منبع جداسازی،  جنس کلستریدیوم بر اساس مورفولوژی، نوع بیماری،

همسانی و  DNAخصوصیات فیزیولوژیکی و متابولیکی، رنگ آمیزی ، ویژگی های سرولوژیک ، همسانی 

گونه را در  81 9سیستماتیک برجی باکتریولوژی کتاب. ریبوزومی طبقه بندی می شوند RNAردیف ژن 

از جنس کلستریدیوم به وسیله کمیته بین المللی گونه  75نام . جنس کلستریدیوم فهرست کرده است

گونه دیگر به این لیست اضافه و نام  42نام . باکتریولوژی سیستماتیک به صورت رسمی تصویب گردید

, 2]است گونه سمی کلستریدیوم طبقه بندی شده 998سه گونه قبلی از آن حذف گردیده و در مجموع 

. به دو جنس تقسیم می شوند DNAگونه های کلستریدیوم بر اساس موقعیت بازهای نوکلئوتید  .[7

 S rRNAکلستریدیوم با مطالعات همسانی ژنبه عنوان جنس گوناگونی ارگانیسم های طبقه بندی شده 

  [8]بیشتر نمایان می گردد 92

گونه های   S rRNA 21ژنو همسانی  DNAرشته های  C+Gدر مطالعه ای که بر اساس درصد بازهای 

سه گروه اول دارای درصد . (94)ر گروه تقسیم گردیداجنس کلستریدیوم به چه ،کلستریدیوم انجام گرفت

اخیرا . می باشد%G+C (45-49 )و گروه چهارم داری گونه هایی با درصد بالای  G+C (32-33%)پایین 

گونه های مختلف کلستریدیوم تاکسونومی متفاوتی در نظر  921از  S rRNA 92ژنیبا بررسی توالی 

اکثر گونه های پزشکی در . شاخه تقسیم شده است 91گرفته شد که بر اساس این بررسی شجره نامه به 

                                                           
1.bergey's systematic bacteriology 
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کلستریدیوم بوتولینوم را با کلستریدیوم  Gگونه تولید کننده تیپ  ،گروهی. (9-9)شکل قرار دارد 9شاخه 

 .[1, 8]می دانند، در نتیجه کلستریدیوم بوتولینوم را به سه گروه تقسیم می کنندآئروجنز مرتبط 

 

 S rRNA92دیوم بر اساس توالی های ژنییرابطه گونه های مهم کلستر .9-9شکل 
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 :ویژگی های رشد -9-2-1

. پروتئین ها را هضم کنندبسیاری می توانند . کلستریدیوم ها می توانند قندهای گوناگونی را تخمیر کنند

یعنی ) "تخمیر طوفانی "شیر توسط بعضی از آنها اسیدی می شود و توسط بعضی دیگر هضم می شود و

صورت ( کلستریدیوم پر فرنجنس) از آنهاگروه یک توسط ( ایجاد لخته ای که توسط گاز تکه تکه می شود

  .وندآنزیم های مختلف توسط گونه های مختلف تولید می ش. می گیرد

 :وکشت بیوشیمیایی خصوصیات -9-2-4

 اندکی محیطهای . کند می رشد خوبی به درجه 11 تا 25 دمای در بوده مطلق هوازی بی باکتری این

 کبد قطعات حاوی آبگوشت ویژه به مایع محیطهای در باکتری. است تر مناسب میکروب رشد برای قلیایی

 .یافت خواهد بهبود رشد ،شود افزوده کشت محیط به گلوکز %5 مقدار اگر و کند می رشد فراوانی به

 رنگ به شفاف نیمهو  نامنظم ، کوچک ، هوازی بی شرایط در و آگار محیط سطح در باکتری های کلونی

 .شود می دیده گرانولار سطحی دارای و زرد به متمایل ای قهوه تا خاکستری به مایل سفید

 های سویه در)کند می ذوب را ژلاتین بوتولینوم کلستریدیوم.  است دار کرک محیط عمق در کلونی

 به بسته) متغیر بطور را سالیسین و مالتوز ، ساکاروز ،فروکتوز و کامل بطور را گلوکز( . است متغیر مختلف

 و لاکتوز تخمیر به قادر اما کند می تخمیر( است متفاوت آن بودن منفی یا مثبت مختلف های سویه

 .است استیک اسید زیادی مقدار تخمیر از حاصل مواد و است همـراه گاز تولید با تخمیـر.  نیستند زایلوز

 و است متفاوت باکتری سویه حسب بر آن نوع و مقدار که شود می ایجاد نیز دیگری چرب اسیدهای

 .[99, 91]است ایزوکاپروئیک و والریک،  ایزوبوتیریک ، بوتیریک اسیدهای شامل

 بعضی پروتئینی مواد بر تاثیر نظر از .است منفی آنها اوره و نیترات و اندول تستهای اما ،مثبت لیپاز تست

 کلستریدیوم پروتئولیتیک های سویه. هستند پروتئولیتیک غیر دیگر بعضی و پروتئولیتیک ها سویه از

 هضم را حاصل لخته و منعقد کندی به را شیر ها سویه این که گویند می نیز پارابوتولینوم را بوتولینوم

 تولید نامطبوعی و بد بوی و کدر را محیط و هضم را شده بسته مرغ تخم سفیده و منعقد سرم .کنند می

 می ایجاد ای زننده بوی بافتها این هضم اثر در نیز گوشت و مغز های تکه حاوی محیطهای در. کنند می

 .[99, 91]نمایند
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 کلستریدیوم بوتولینوم -9-2-5

 نظر از فقط که طوری به باشد، می مختلف گروه چهار شامل ژنتیکی نظر از بوتولینم دیومیکلستر گونه

براساس تفاوت آنتی  بوتولیسم توکسین. متفاوتند هم با ها ویژگی سایر نظر از و اند هم به شبیه توکسین

در در انسان  بیماریزا بوده  A,B,Eو Fتقسیم می شود که انواع  A,B,C,D,E,F,Gژنیک خود به انواع 

بیماری خاصی را  Gنوع . تقریبا به طور انحصاری در حیوانات موجب بیماری می گردد C,Dحالیکه انواع 

اسپورهای کلستریدیوم بوتولینوم در نمونه های . [94-92, 2](9-9جدول ) تا کنون به وجود نیاورده است

 جنس از باسیل این وسیله به شده تولید سم. خاک و رسوبات دریایی در سرتاسر دنیا یافت می شوند

 یا ساعت نیم مدت به گراد سانتی درجه 81 حرارت و بوده حساس حرارت به نسبت که است پروتئین

 مقاومت دارای اشعه به نسبت سم این .برد می بین از را آن دقیقه 91 مدت به سانتیگراد درجه 911

 .ندارد اثری آن روی نیز درصدی 91 اکسیژنه آب و است اثر بی آن روی هم بیوتیک آنتی و است بالایی

 این .کند می توکسین تولید و کند می رشد اکسیژن پایین غلظت شرایط و اسیدی کم pH در باکتری

 می بیمار در رونده پیش فلج باعث ، اعصاب روی بر کلی اثر با که هستند آوری مرگ شده شناخته سموم

 .[75]شوند

  علایم بالینی بیماری بوتولیسم -9-2-2

آن مشخص بیماری بوتولیسم از زمان های گذشته قبل از اینکه عامل باکتریایی و مکانیزم اثر توکسین 

نوع مختلف  پنجبیماری هایی که ناشی از مسمومیت سم بوتولیسم می باشند به . شناخته شده بود شود،

  (9-9جدول) :تقسیم می شوند

 2بوتولیسم زخم- 2                                                  9غذاییبوتولیسم  -9

1نوزادانبوتولیسم  -1
 4بوتولیسم بزرگسالان-4                                                

                                                           
 
 

 

   1.  Foodborne  botulism 

  2. Wound botulism 

   3. Infant botulism 
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 9بوتولیسم ناشناخته -5

به وسیله غذا وارد معده شده، پس از هضم از طریق گردش خون به ماهیچه  توکسین ،در بوتولیسم غذایی

سبب فلج شل در که این امر  ها می رسد و مانع از آزاد شده استیل کولین در اعصاب محیطی می گردد

میزان سمیت آن در موش یک دهم تا یک نانوگرم بر کیلوگرم وزن بدن و در انسان یک  .عضلات می شود

 .[92, 95, 4]دهم تا دو میکروگرم بر کیلوگرم وزن بدن می باشد

  

 کنترل و پیشگیری بیماری ها در آمریکاتوسط مرکز  2119-2111بررسی موارد بوتولیسم انسانی از سال : 9-9جدول 

 

 

( buticine)بوتیسین نام به موادی تولید غذایی، ماده داخل در است ممکن ها بوتولینوم کلستردیوم انواع

 کلستردیوم غذایی ماده یک در اگر مثلا .دکن می جلوگیری ها کلستردیوم بقیه رشد از ماده این که کنند،

 محیط، به که این مگر کند، نمی رشد غذایی ماده این در E تیپ باشد، کرده بوتیسین تولید F نوع

 .کنند اضافه شود، دیگرمی انواع بوتیسین تاثیر مانع و است E تیپ کننده فعال که تریپسین

که  می باشد دوبینی، دید تار، لکنت زبان، ضعف عضلانی و خشکی دهان نشانه های عمومی بوتولیسم

 .پزشکان با توجه به نشانه های بیماری و معاینه فیزیکی بیمار، بیماری را تشخیص می دهند

 

                                                                                                                                                                                

 

  

   

1. Unknown Botulism    
 


