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چکید ه 

سیاه زخم )شاربن( یکی از مهم ترین بیماری های مشترك انسان و دام است که با ورود باسیلوس آنتراسیس به بدن میزبان ایجاد می گردد. 
واکسیناسیون نشخواركنندگان  به عنوان موثرترین استراتژی کنترل بیماری به مدت چندین دهه در ایران درحال انجام است. در مطالعه حاضر 
توان ایمنی زائی سویه های آزمایشگاهی واکسینال )Sterne 34F2( و حاد )17jb( در مدل حیوانی ارزیابی و امکان تولید آنتی سرم پلی والان 
اختصاصی علیه شاربن جهت تشخیص مورد بررسی قرار گرفت. در این تحقیق توده رشد باکتریایی حاصل از کشت مقدار )cfu 106 × 5( از 
سویه های فوق در محیط آگار خون دار با روش اولتراسونیکاسیون تیمار و سپس میزان پروتئین موجود به روش لوری تعیین گردید. سپس به 
12 سر خرگوش در شش گروه، طی سه نوبت و در فواصل دو هفته یکبار به صورت عضلانی مقادیر مشخصی از باکتری زنده سویه های فوق 
تزریق گردید. ده روز پس از انجام آخرین تزریق، خون گیری از ورید مارجینال طی سه مرحله به فواصل 10 روز از یکدیگر انجام گردید. 
میزان تولید و پایداری آنتی بادی در خرگوش ها با استفاده از الایزای غیر مستقیم  مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد تولید آنتی بادی 

در گروه تزریق شده با cfu 105 × 5 از سویه 17jb سی روز پس از تزریق اول بیشترین کمیت دارا می باشد.
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Anthrax is one of the most important zoonotic diseases in the world that it has been caused by Bacillus anthracis. Rumi-
nant’s vaccination is the most effective strategy to control the disease in Iran. in this study, the potential immunogenicity 
of (Sterne 34F2) and acute (17jb) vaccinal laboratory strains in animals model and the potential of polyvalan antiserum 
production are examinated. in this study, the amount of bacterial growth (5×106cfu) of above strains were prepared in 
blood agar by ultrasonic method and then the rate of protein was determinated by lowry method. Twelve rabbits divided 
to six groups and injected intramusculary a certain amount of live bacteria strains three times by two weeks intervals. 
After ten days of last injection, the blood samples were taken from the marginal vein in three times with ten days inter-
val. The rate and stability of antibodies were determinated by indirect ELISA. The results showed that the production of 
antibodies have the highest quantity in groups that injected with 5×105 cfu 17jb strain after thirty days of first injection.
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مقدمه
باسیلوس  عامل بیماری شاربن باكتری گرم مثبت میله ای شكل به نام 
آنتراسیس است. این باكتری در بیرون از بدن حیوانات دور خود پوستهای 
به شرایط  باكتری نسبت  به آن هاگ می گویند. هاگ  تشكیل می دهد كه 
محیطی بسیار مقاوم بوده و می تواند ده ها سال در محیط و درون خاك 
زنده بماند و بعد از ورود دوباره به بدن انسان یا حیوانات باعث بیماری 
شود اولین باکتری است که به عنوان یک باکتری بیماری زا توسط کخ کشف 
شده است. انواع بیماری زای باسیل سیاه زخم دارای یک پوشش )کپسول( 
و ۳ پروتئین سمی به نام های EF, LF, PA می باشند. کپسول برای جلوگیری 
از بیگانه خواری توسط گلبول های سفید لازم است. و باسیل هایی که فاقد 
این آنتی ژن هستند توسط گلبول های سفید از بین می روند. EF باعث ایجاد 
می شود.  میزبان  ایمنی  سیستم  در  اختلال  باعث  و همچنین  می شود  ادم 
ناشناخته  هنوز  که  مکانیسم هائی  با  پیداست  اسمش  از  که  همچنان   LF
است باعث مرگ می شود. مهم ترین مکانیسم شناخته شده آن از بین بردن 
از  همچنان که   PA می باشد.  آن  پروتئازی  خاصیت  علت  به  ماکروفاژها 
نامش پیداست عامل حمایت کننده است و دو فاکتور قبلی بدون اتصال به 
باسیلوس آنتراسیس  از دست می دهند. باكتری  این فاکتور کارائی خود را 
دارای دو پلاسمید های pXO1 و pXO2 كه فاكتورهای حدت زا را كد گذاری 
pXO1 (110 MDa)، با حمل ژن های  می كنند. پلاسمید حساس به حرارت

pag، lef و cya  به ترتیب (Protective Antigen (PA) ،Lethal Factor و
Edema Factor (EF) كه مجموعا اگزوتوكسین شاربن را تشكیل می دهند، 
كد گذاری می كند. آنتی ژن حفاظتی ابتدا به گیرنده های موجود در دیواره 
فاكتور دیگر عمل  اتصال ۲  به عنوان جایگاه  سلولی متصل شده و سپس 
می كند.  PA (83kDa) پس از تماس با پروتئاز فورین، موجود در خون یا 
سطح سلول های یوكاریوت، ابتدا به قطعه kDa 63 شكسته شده و سپس 
با استفاده از خاصیت پروتئولیتیكی خود باعث انتقال یك یا هر دو فاكتور 
می نماید. ایجاد  را  خود  مخرب  اثرات  و  شده  سلول  سیتوپلاسم  داخل   به 
LF یک اندوپپتیداز متالوآنزیم یا متالوپروتئاز وابسته به Ca و  (87kDa)
Zn است. LF پروتئین كیناز-كیناز فعال شده از طریق میتوژن (MAP) را 
غیر فعال كرده ، نهایتا منجر به مهار رشد و بلوغ سلولی می شود كه عمدتا 
ماكروفاژها متاثر می گردند. در نتیجه به علت ترشح ά- TNF ، اینترلوكین 
می گردد.  مرگ حادث  و  ایجاد  سپتیك  سایتوكایین ها، شوك  دیگر  و  بتا   ۱
خون ریزی در این بیماری ناشی از اثرات تخریبی LF بر اندوتلیوم عروقی 
است  كالمودولین  به  وابسته  سیكلاز  آدنیلات  یک   EF )89kDa( است. 
یوكاریوت  سلول های  سیتوپلاسم  در  میزبان   ATP از  را   cAMP تولید  كه 
فراهم می كند. افزایش cAMP در داخل سلول، هوموستاز آب و املاح را 
 ،ATP مختل كرده و باعث ایجاد ادم می شود. این فاكتور با تخلیه ذخیره
كپسول   ،  pXO2 (60 MDa) پلاسمید  می نماید.  غیر فعال  را  نوتروفیل ها 
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شاربن  كپسول  می نماید.  كدگذاری  را   (PGA) اسید  دی گلوتامیك  پلی گاما 
دارای بار منفی است و به علت هم بار بودن با ماكروفاژ ها و نوتروفیل ها، 
مانع فاگوسیتوز می شود. از طرفی به علت ممانعت از فعال سازی كمپلمان 
ایمنی میزبان شده و  از سیستم  باكتری  از مسیر آلترناتیو، باعث حفاظت 
به عنوان دومین عامل حدت شاربن به حساب می آید )۱۳(. شاربن ) سیاه 
در  زیادی  تلفات  و  بوده و خسارات  ما شایع  باز در كشور  دیر  از  زخم( 
انسان و جمعیت دامی كشور ایجاد می كرد به طوری  كه در اواخر جنگ 
اثر شاربن تلف  ایران در  جهانی دوم حدود یك میلیون راس گوسفند در 
شد. ولی با اقدامات وسیع و مؤثر سازمان دامپزشكی برای پیشگیری از این 
بیماری، ابتلا و تلفات در سال های اخیر به شدت كاهش یافته و به حدود 
۱۰۰ راس در سال رسیده است. در بسیاری از استان های كشور این بیماری 
بیش از ده سال است كه در جمعیت انسانی و دامی گزارش نشده است. 
اما هنوز در برخی از استان ها و مناطق به صورت موردی و اتفاقی دیده 
بسیار  بیماری  افریقایی  كشور های  برخی  در  حاضر  حال  در  می شود)۸(. 
نیز بیماری بومی بوده و گاهی  شایع است. در برخی كشورهای آسیایی 
نادر  و  موردی  بیماری  اروپایی  و  آمریكایی  كشور های  در  می شود.  دیده 
بیماری  كه  است  سال ها  از جمله مصر  از كشورها  كمی  تعداد  در  است. 

گزارش نشده است )۳(.
شاربن یا سیاه زخم از شخص به شخص یا از دام به دام منتقل نمی شود. 
ولی چون هاگ باكتری عامل بیماری به مدت طولانی در خاك زنده می ماند، 
از طریق  انسان  مبتلا می شوند.  آلوده،  حیوانات در هنگام چرا در مراتع 
تماس و یا مصرف فراودهای دامی خام یا فراودهایی كه خوب پخته نشده 
باشند و همچنین ضایعات و ترشحات حیوانات الوده و یا خاك آلوده آلوده 
می شود. البته احتمال انتشار آلودگی بوسیله بیوتروریسم نیز وجود دارد 

.)۶(
برای  است  شده  مشاهده  قبل  سال های  در  بیماری  كه  مناطقی  در 
پیشگیری از بیماری باید واكسیناسیون شاربن در دام ها انجام شود.  واكسن 
شاربن از اسپورهای زنده باسیلوس آنتراسیس تشكیل شده و از نظر خلوص، 
می باشد.  جهانی  استانداردهای  طبق  بی ضرری  و  ایمنی زایی  استریلیتی، 
 cfu تعداد   به  استرن  سویه  آنتراسیس  باسیلوس  اسپور  حاوی  واكسن 
۱۰۶×۱۲-۸ در یك میلی لیتر و مرتیولات به مقدار ۱ در ۲۰۰ هزار می باشد. 

واكسن زنده تخفیف حدت یافته بشكل مایع بیرنگ و شفاف می باشد. این 
بز، گاو و  ایمن سازی فعال علیه بیماری شاربن در گوسفند،  برای  واكسن 
سایر حیوانات حساس مصرف می شود. دز مصرف در دام های بزرگ گاو، 
تزریق  لیتر  میلی   ۰/۵ بز  و  گوسفند  کوچک  دام های  و  میلی لیتر،   ۲ اسب 
بصورت زیر جلدی بوده و یكبار تزریق آن حداقل به مدت یك سال ایجاد 

مصونیت می نماید )۱۱(.            
دارد  زیادی  بسیار  اهمیت  بیماری شاربن  آلودگی محیط در شیوع    
كنترل  مهم  بسیار  راه های  از  یكی  محیط  آلودگی  از  جلوگیری  بنابراین 
دارد  خاص  اهمیت  محیط  آلودگی  در  آلوده  دام  چون  و  است.  بیماری 
بنابراین برخورد صحیح با دام های آلوده باعث جلوگیری از آلودگی محیط 
تلف  و  می شود  شاربن  به  مبتلا  كه  را  دامی  است  لازم  لذا  شد.  خواهد 
می گردد به نحو شایسته دفن گردد. لازم به ذكر است كه باكتری در داخل 
باكتری بدون هاگ می باشد كه  بدن دامی كه تلف شده است به صورت 
بسیار حساس است و زود از بین می رود. اما در بعضی روستاها معمول 

است كه پوست دام تلف شده را می كنند. اگر لاشه باز شود و یا پوست آن 
كنده شود باكتری موجود در بدن دام با هوا تماس پیدا می كند و به حالت 
هاگ و مقاوم درمی آید و می تواند ده ها سال در محیط زنده بماند و دوباره 

باعث بیماری گردد )4(.
روش های مختلف برای شناسایی باسیل شاربن، شامل: مشاهده علایم 
خون  شده  رنگ آمیزی  اسمیر  میکروسکوپی  مشاهده  بالینی،  معاینات  و 
است.  روش های سرولوژیک  و   PCR ،حیوان حساس به  تزریق  گیمسا،  با 
علیرغم وجود علایم اختصاصی در دام های مبتلا به شاربن، تشخیص قطعی 
منوط به انجام آزمایش های مختلف و اخذ تاییدیه آزمایشگاه می باشد که 
این امر در مواردی زمان بر و هزینه بر می باشد )۱۰(. در مطالعه حاضر 
حاد  و   (Sterne 34F2) واکسینال  آزمایشگاهی  ایمنی زائی سویه های  توان 
گردیده  ارزیابی  )خرگوش(  حیوانی  مدل  در  آنتراسیس  باسیلوس   (17jb)
است و امکان تولید آنتی سرم پلی والان اختصاصی بر علیه این باکتری با 

هدف کاربرد آن در تشخیص مورد بررسی قرار گرفته است )۱۲(.

مواد و روش    کار
کشت باکتریایی و تهیه آنتی ژن بروش سونیکاسیون 

بی ضرر  سویه های  حاوی  لیوفلیزه  شیشهای  آمپول  دو  محتویات 
آرشیو  از  آنتراسیس  باسیلوس   17jb آزمایشگاهی  حاد  و   34F2 واکسینال 
میکروبی موسسه رازی با استفاده از ۰/۵ میلی لیتر سرم فیزیولوژی نرمال 
تلقیح محیط  برای  از سوسپانسیون هر سویه به صورت مجزا  بازیافت و 
سانتی گراد(  ۳۷ درجه  در  انکوباسیون  )۱۸-۱4ساعت  آگار خون دار  کشت 
استفاده شد. یک سوسپانسیون باکتریایی با غلظت cfu/ml ۱۰۶ × ۵ )معادل 
کلنی  بروش  دوسویه  از  یک  هر  از  شاربن(  واکسن  گوسفندی  دوز  یک 
آگار  سانتی متری   ۱۰ پلیت  یک  تلقیح  برای  آن  تمام  از  و  تهیه  کانت 
استفاده  با  باکتری  رشد  توده  انکوباسیون  از  پس  شد.  استفاده  خون دار 
از ۱۰ میلی لیتر PBS از سطح پلیت شسته و سوسپانسیون بدست آمده 
جمع آوری شد. به منظور تهیه آنتی ژن پیکره باکتری این شیرابه به روش 
اولتراسونیکاسیون با دستگاه Hielscher مدل UP۲۰۰H به مدت ۲4 دقیقه 
با امپلیتیو)قدرت(۱۰۰ درصد وسیکل ۱ در دمای خنک کنار یخ سونیکه 
به  سونیکاسیون  از  حاصل  فرآورده  در  موجود  پروتئین  میزان  گردید. 

روش لوری اندازه گیری گردید.

تلقیح باکتری به حیوان آزمایشگاهی و القاء ایمنی 
از خرگوش به عنوان مدل حیوانی استفاده شد. هیچ یک از دوسویه 
17jb برای خرگوش بیماری زا نیستند و تهیه سرم به دلیل تولید  34F2 و 
حجم بیشتر و سادگی عملیات خون گیری راحت تر از حیوانات آزمایشگاهی 
دیگر قابل انجام می باشد. دوازده سر خرگوش در ۶ گروه دوتایی تقسیم 
شدند. به هریک از خرگوش ها در سه نوبت به فواصل زمانی ۲ هفته )روز 
به  باکتری  میلی لیتر سوسپانسیون  یک  روز سی ام(  و  ام  پانزده  روز  صفر، 
 cfu۱۰۵ × ۵ و cfu صورت زیرجلدی به گونه ای تلقیح گردید که  مقادیر
۱۰۶ × ۵ از سویه 34f2 به ترتیب به حیوانات گروه اول و دوم و مقادیر 

cfu ، ۱ × ۱۰۶ cfu ، ۵ × ۱۰۵ cfu ۱۰۶ × ۲ و cfu ۱۰۶ × ۵ از سویه 17jb به 
ترتیب به گروه های سوم تا ششم تزریق گردید. طی سه نوبت به فواصل ده 
روز )روزهای دهم، بیستم و سی ام( پس از اولین تزریق از ورید مارجینال 

مقایسه ایمن زائی سویه های حاد و واکسینال باسیلوس آنتراسیس...
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آنتی ژن های تزریقیمقدار تزریقگروه ها

سویه 5x10534f2اول

سویه 5x10۶34f2دوم

سویه 5x10517jbسوم

سویه 1x10۶17jbچهارم

سویه 2x10۶17jbپنجم

سویه 5x10۶17jbششم

)ورید گوش( حیوانات تحت آزمایش خون گیری انجام گرفت. دو هفته بعد 
از انجام تزریق سوم )روز چهل و پنجم( از قلب خرگوش ها خون گیری انجام 

پذیرفت و سرم خون در ۲۰- درجه سانتی گراد نگهداری گردید.

آزمایش الایزا و تعیین عیار
آنتی بادی اختصاصی

در  گردید.  انجام  بومی  غیر تجاری  کیت  از  استفاده  با  الایزا  آزمایش 
مرحله کوتینگ به هر چاهک پلیت اول مقدار ۱۰۰ میکرو لیتر از محلول 
به هر  و  بافر کوتینگ  و   34F2 آنتی ژن سونیکه شده سویه  از  تهیه شده 
چاهک پلیت دوم مقدار ۱۰۰ میکرو لیتر از محلول تهیه شده از آنتی ژن 
سونیکه شده سویه 17jb و بافر کوتینگ استفاده شد. پلیت های کوت شده 
به مدت یک ساعت در ۳۷ درجه سانتی گراد انکوبه و سپس با استفاده از 

مقدار  به هر چاهک  بلاکینگ  مرحله  در  داده شدند.  نوبت شستشو  سه 
به  پلیت ها  شد.  اضافه  شیر  درصد   ۳ محتوی  بلاکینگ  بافر  از  میکرولیتر 
مدت یک ساعت در ۳۷ درجه سانتی گراد نگهداری شدند. پس از ۳ نوبت 
شستشو یکصد میکرولیتر از هر نمونه سرم به چاهک هدف اضافه شد و 
پلیت ها به مدت یک ساعت در ۳۷  درجه سانتی گراد نگهداری و پس از 
آن یک نوبت شستشو داده شدند. در مرحله بعد مقدار ۱۰۰ میکرولیتر از 
آنتی بادی کونژوگه )با رقت ۱/۲۰۰۰( به چاهک ها اضافه گردید و پلیت ها 
به مدت یک ونیم ساعت در ۳۷ درجه سانتی گراد نگهداری و یک نوبت 
به  عنوان سوبسترا  به   TMB لیتر  میکرو  مقدار ۱۰۰  داده شدند.  شستشو 
هر چاهک اضافه گردید و ۵-۲ دقیقه بعد تغییرات رنگی محتویات داخل 
چاهک ها با افزودن ۵۰ میکرولیتر اسید سولفوریک ۱ نرمال متوقف گردید. 
در پایان میزان جذب نوری محتویات چاهک ها توسط دستگاه طیف سنج 

جدول1- گروه های مطالعه و مقادیر باكتری تزریق شده

شكل 1- نمایی از پلیت های الایزای پوشیده شده با آنتی ژن سویه های 17jb )الف( و 34F2 )ب(
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اندازه گیری و ثبت گردید. برای هر گروه میانگین عددی خوانش سرم دو 
خرگوش محاسبه و به عنوان نمایه گروه در نظر گرفته شد.

آزمون های آماری
  SPSS18 نتایج حاصل از این تحقیق با اسـتفاده از نـرم افـزار آمـاری
  Mean ± SEM صـورت  بـه  حاصل  داده های  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد 
از  استفاده  با  بین گروه ها  نتـایج بدست آمده  قرار گرفت.  بررسی  مورد 
آزمون های آماری آنـالیز واریانس دوطرفـه بـین آزمودنی به همراه آزمون 
تعقیبی بن فرونی مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. اختلاف بین میانگین ها 

34f2 نمونه ها حاصل ازپلیت الایزای کوت شده با آنتی ژن OD جدول2 - نتایج

مقایسه ایمن زائی سویه های حاد و واکسینال باسیلوس آنتراسیس...

17jb نمونه ها حاصل ازپلیت الایزای کوت شده با آنتی ژن OD جدول3- نتایج

در سطح  )p > ۰/۰۵( به عنوان معنی دار در نظر گرفته شد.

 نتایج
نتایج نشان داد که در نمودار A از میان گروه های ۶ گانه در آزمایش 
الایزا گروه اول بیشترین میزان تولید آنتی بادی وگروه ششم کمترین میزان 
آنتی بادی در گروه  تولید  را داشتند.   34f2 بر علیه سویه  آنتی بادی  تولید 
سوم در روز بیستم به بیشترین میزان خود می رسد اما مقدار برای سایر 
گروه ها در روز دهم است و اگر چه در این گروه هاپس از روز دهم تولید 
صورت  به  مقدار  این  بیستم  روز  از  پس  می کند،  پیدا  کاهش  آنتی بادی 
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آهسته افزایش می یابد. 
 ۶ تا   ۱ گروه های  برای  آنتی بادی  تولید  میزان  بیشترین   B نمودار  در 
بیشترین  بود.  بیستم  بیستم،  دهم،  سی ام،  بیستم،  دهم،  روز  ترتیب  به 
تولید آنتی بادی توسط گروه اول در روز دهم بود و کمترین میزان تولید 
آنتی بادی توسط گروه ششم بود، اگرچه تولید آنتی بادی بعد از روز بیستم 
با کاهش همراه بود، در گروه دوم تولید به صورت آهسته افزایش پیدا 
کرد. و در این بین تنها نموداری که تولید آنتی بادی با یک شیب ملایم روبه 
افزایش بود و با کمترین افت همراه بود، مربوط به گروه سوم تلقیح شده 

با سویه ۱۷jb و بارقت cfu ۱۰۵× ۵، در نمودار B است.
نتایج حاصل نشان دهنده بیشترین میزان تیتر آنتی بادی بر علیه سویه 
34f2 در گروه سوم و در روز ۲۰ بوده است در حالی كه بر علیه سویه 

17jb ، بیشترین میزان آنتی بادی در گروه سوم و در روز ۳۰ مشاهده شد.

بحث
علیه  بر  آنتی بادی  جستجوی  و  شاربن  بیماری  تشخیص  منظور  به 
تلاش  زمان  آن  در  و  شد  ابداع  اکترلونی  روش   ،۵۰ دهه  در  آن  توکسین 
انجام  کشت  محیط  از  توکسین ها  خالص کردن  و  جداکردن  برای  فراوانی 
گرفت. هدف اصلی از ابداع این گونه روش ها علاوه بر جستجوی آنتی بادی 
بر علیه شاربن، ارزیابی توکسین های خالص شده بود. این توکسین ها، به 
محسوب  انسانی  واکسن  بعنوان  و  ایمن سازی  جهت  عمدتا   PA خصوص 
پیشنهاد   Indirect Microhemagglutination روش   ۷۰ دهه  در  می شوند. 
شد و در این قسمت نیز همچون آزمایش اکترلونی از PA به عنوان آنتی ژن 
به  مبتلا  افراد  شناسایی  در  روش  این  حساسیت  می شد.  استفاده  اصلی 
آنتراکس ۹۳ درصد گزارش شد و تا مدت ها به عنوان یک آزمایش انتخابی 

34F2 نمودار1- مقادیر جذب نوری نمونه های سرمی خرگوش در گروه های شش گانه در آزمایش الایزا علیه آنتی ژن سونیکه

 .17jb B. anthracis  )B( و B. anthracis )A( 

در آمریکا به کار می رفت )۵(.
از جمله  زیادی  برتری های  از  الایزا  گردید.  ابداع  الایزا   ،۸۰ دهه  در 
سرعت، صحت ، دقت کافی، زمان کمتر و ارزانی نسبی برخوردار بود، از این 
رو در بسیاری از مطالعات مورد بررسی قرار گرفت و روش های متفاوتی 
در این زمینه ارائه شد. عمدتا در این آزمایش از PA و LF به عنوان آنتی ژن 

استفاده می شد )۱۵( .
در ضمن از آنجایی  که عملا واکسن اسپوردار زنده نسبت به واکسن 
PA خالص، در مقابل سویه های بیماری زا مقاومت بیشتری ایجاد می کند، 
می توان نتیجه گرفت که احتمالا آنتی ژن های دیگری به غیر از توکسین های 

باسیلوس آنتراسیس در ایمنی زایی نقشی دارند )۷(.
مطالعات پیشین نشان داده بود که استفاده از الایزا در مطالعه پاسخ 
محققین  از  برخی  میان  این  در  دارد.  فراوانی  ارزش  شاربن  به  سرمی 
استفاده از انوا ع الایزای طراحی شده توسط محقق را براستفاده از نوع 
به  می توان  موضوع  این  علل  عمده ترین  از  می دهند.  ترجیح  آن  تجاری 
صرفه اقتصادی آن علی الخصوص با توجه به شرایط کشور اشاره نمود، و 
برای تنظیم یک الایزا از روش چکر بورد استفاده می شود، که در این حالت 
رقت های مختلفی از آنتی ژن و آنتی بادی را با هم مجاورت داده تا کمترین 
رقت آنتی ژنی که بتواند پایین ترین رقت آنتی بادی )یا بالعکس( را شناسایی 

کند بدست آید )۱(.
فرم  التراسونیکیشن  روش  از  همکاران  و   Aurelia  ،۱۹۸۷ سال  در 
در  آنتی ژن  تهیه  برای  )استرن(   34F2 سویه  آنتراسیس  باسیلوس  رویشی 
الایزا استفاده کردند و نتایج قابل قبولی به دست آوردند. در این بررسی 
به جای توکسین های خالص شاربن از آنتی ژن سونیکه در الایزا استفاده شد 
و استفاده از توکسین های خالص بخصوص PA توصیه شده است ولی به 
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علت دشواری مراحل خالص سازی وتحمیل هزینه و فقدان بعضی امکانات 
آزمایشگاهی، روش ساده تر و علمی تری برای تهیه آنتی ژن به کار گرفته 
شد. التراسونیکیشن روش ساده و سریعی است که با هزینه کم و به سهولت 
انجام پذیر است چون در سونیکاسیون تخریب فیزیکی است ساختار باکتری 
که به عنوان آنتی ژن می باشد غالبا پروتیینی است از بین نمی رود و در الایزا 
باشد.  به آنتی ژن های است که ساختار پروتیینی خود را حفظ کرده  نیاز 
آنتی ژن به دست آمده در این روش، در صورتی که زمان مناسب  ۱۸ تا ۲4 
ساعت برای رشد و تولید کپسول باسیلوس آنتراسیس رعایت شود و سپس 
سونیکه شود، می تواند به خوبی با سرم حاوی آنتی بادی مونواسپسیفیک 
بر علیه باسیل شاربن واکنش نشان می دهد. چون سویه خاص و معینی از 
باکتری باسیلوس آنتراسیس  به حیوان تزریق شد و آنتی بادی به دست آمده 

اگر چه پلی کلونال بود، مونواسپیسفیک است )۱۶(. 
در این مطالعه برای بررسی وجود آنتی بادی بر علیه باسیل شاربن از 
خرگوش به عنوان مدل حیوانی استفاده می شود چون به هنگام خون گیری 
با کیفیت تری  بیشتر و  تبع آن سرم  به  بیشتر و  با حجم  از خرگوش خون 

می توان به دست آورد)۲(.
استفاده  پلی کلونال  آنتی بادی های  ارزیابی  برای  الایزا  آزمایش  از 
متفاوت  آنتی بادی های  از  مخلوطی  کلونال  پلی  آنتی بادی های  می شود 
این  در  می کنند.  عمل  آنتی ژن  یک  مختلف  اپیتوپ های  علیه  که  هستند 
مطالعه مقایسه چند نوع آنتی ژن به دست آمده به روش  التراسونیکیشن 
استفاده شد. در برخی مقالات زمان بین ۱۶-۱4 ساعت برای انکوباسیون 
چنانچه،  است.  شده  پیشنهاد  آنتراسیس  باسیلوس  التراسونیکیشن  از  قبل 
تجربه های مختلفی از کشت مایع ۱۰ الی ۱۸ ساعته در این بررسی جواب 
منفی داد و بین لام های کشت جامد ۱۶ تا ۲4 ساعته، لام متعلق به کشت 
با افزایش زمان،  ۲4  ساعته بیشترین فرم رویشی را داشت که به تدریج 
تعداد اسپورها نیز بیشتر می شد. بنابراین مناسب ترین شرایط کشت در این 
مطالعه در نظر گرفتن حدود ۲۰ ساعت انکوباسیون برای کشت اولیه در 
محیط مایع و ۲4 ساعت برای محیط کشت جامد است. نتایج نشان دادکه 
نتایج حاصل از الایزا قابل قبول و قابل اعتماد است. این اختلاف در روش 
اندازه گیری آنتی بادی قبلا نیز گزارش شده است )۱4(. هنری و همكاران 
آنتی ژن   ۲-4 ناحیه  علیه  پلی کلونال  آنتی بادی  تولید  منظور  به  مطالعه ای 
باسیلوس آنتراسیس در موش و خرگوش انجام شده است  محافظت کننده 
)۹(. ولی مطالعه حاضر بر روی سویه های خاصی از باسیلوس آنتراسیس بر 

روی حیوان مشخص )خرگوش( انجام شده است 

نتیجه گیری كلی
نتایج بدست آمده در این تحقیق نشان داد که در نتیجه تزریق باکتری 
برعلیه  کلونال  پلی  آنتی بادی  می توان  خرگوش  در  آنتراسیس  باسیلوس 
با  می توان  را  آنتی بادی ها  این  که  کرد  ایجاد  باکتری  پیکره  آنتی ژن های 
مصارف  جهت  تخلیص  صورت  در  و  کرد  ردیابی  الایزا  روش  از  استفاده 
 cfu تشخیصی مورد استفاده قرار داد. با بررسی نتایج بدست آمده، رقت
۱۰۵×۵  بهترین رقت آنتی ژن برای تزریق به منظور تولید آنتی بادی می باشد. 

می باشد.   17jb سویه  آنتی ژن  آنتی بادی  تولید  برای  آنتی ژن  بهترین  و 
هم چنین بهترین زمان برای خون گیری که دارای بالاترین تیترآنتی بادی باشد 
خون گیری روز سی ام پس از تزریق است. نتایج این مطالعه نشان داد که 

الایزا با آنتی ژن سونیکه به عنوان روش تشخیصی مناسبی برای اندازه گیری 
دنبال  به  را  دقیق تری  نتایج  که  می باشد  واکسینه  حیوانات  در  آنتی بادی 

خواهد داشت.
و نتایج این مطالعه نشان داد که می توان آنتی بادی باسیلوس آنتراسیس 
با حجم بالا )نیمه صنعتی( تولید و با طراحی روش rapid به منظورتشخیص 
شده  واکسینه  حیوانات  اختصاصی  تشخیص  و  شاربن  عفونت  اختصاصی 
استفاده کرد. و همچنین استفاده از آنتی ژن سونیکه باسیلوس آنتراسیس در 
آزمایش الایزا می تواند به عنوان روش تشخیصی سودمند برای اندازه گیری 

سطح آنتی بادی ایمنی زا در حیوانات واکسینه بکار گرفته شود.

تشکر و قدردانی
همكاران  و  كارشناسان  مسئولین ،  كلیه  بی دریغ  زحمات  از  بدین  وسیله 
مدیریت كنترل كیفی موسسه تحقیقات واكسن و سرم سازی رازی تشكر و 

قدردانی  می گردد.
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