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  :چکیده
اکثر است که باسیل هاي گرم منفی تاژه دار و تروباکتریاسه آ ن جزو خانوادهباکتري سالمونلا  :زمینه و اهداف 

که  استعامل اصلی تعیین کننده ویرولانس باکتري  ،)LPS( لیپوپلی ساکارید. سروتیپ هاي آن توانایی حرکت دارند
 نیز می به آن اندوتوکسین، گام لیز شدن باکتري آزاد می شودنبه سطح سلول پیوند شده و فقط در هبا اتصال 

با روش متانول کلروفرم و آزمایش تب زایی این ترکیب در خرگوش  LPSهدف از این مطالعه استخراج . گویند
   .میباشد

رآیند طی ف. کلروفرم انجام گردید –از باکتري سالمونلا اینتریتیدیس به روش متانول  LPSاستخراج   :روش بررسی
حاوي سلولهاي تخریب شده متانول، لایه وسطی در  LPSترکیب لایه رویی حاوي : سه لایه تشکیل گردیداستخراج 

به لوله دیگري سپس لایه هاي حاوي متانول و کلروفرم . بودکلروفرم در  یحاوي ترکیبات چربو لایه سوم در آب، 
خلوص ترکیب استخراج . بوداستخراج شده باکتري  LPS ،نچه باقی ماندآ. تبخیر گردیدو در زیر هود منتقل شده 

نهایتا میزان  .و با رنگ آمیزي نیترات نقره بررسی شد الکتروفورز گردیدآگارز  %12استاندارد  در ژل   LPSبا شده 
   .استخراج شده در خرگوش مورد بررسی قرار گرفت LPSتب زایی 
استخراج شده خلوص مشابهی با نمونه استاندارد را نشان  LPS بررسی باندهاي الکتروفورز شده نمونه :  یافته ها

  .درجه در خرگوش ایجاد نمود 6/0در ضمن تب زایی . داد
با  LPSکلروفرم قادر به استخراج  –نتایج بدست آمده از این تحقیق نشان داد روش استخراج متانل  :نتیجه گیري

ن ترکیب استخراج شده حاکی از حفظ ساختار و عملکرد پیروژن بود. استاندارد می باشد LPSدرجه خلوص مشابه 
   . آن می باشد

  آزمون تب زایی در خرگوشسالمونلا اینترتیدیس، لیپوپلی ساکارید، ستخراج، ا :واژگان کلیدي
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   :مقدمه
تروباکتریاسـه  آنباکتري سالمونلا یکی از اعضـاء خـانواده    

د و است که به صورت باسیل هاي گرم منفی تاژه دار هستن
این جنس بـه  . اکثر سروتیپ هاي آن توانایی حرکت دارند

صورت هوازي و یا بی هوازي اختیـاري اسـت و شـرایط    
مـی  =pH 6-8درجه سانتیگراد با  37آن، دماي  بهینه رشد
 شـامل  جنس سـالمونلا اغلـب در مـواد غـذایی    ). 1(باشد

همانند فاقد تیمار حرارتی گوشت، مرغ و محصولات لبنی 
در ). 2(کرم ، خامه و بستنی یافت مـی شـود  سس مایونز، 

حرارت بالا  به دلیل فاسد شدن گوشت و مـرغ ، احتمـال   
فعالیت جنس سالمونلا در آنها زیاد شده که با مصرف این 
گونه مواد غذایی سالمونلا از طریق دهان به روده انسان راه 
پیدا کرده و به سلول هاي اپتلیوم روده کوچک متصل شده 

مسـمومیت ایجـاد   ).3(ایجاد می کنـد  1غذاییو مسمومیت 
 شده توسط سالمونلا اغلب با اسهال، استفراغ ، تب و گاهی

پوشـش سـلولی    ).4(وجود خون در مـدفوع همـراه اسـت   
باکتري هاي گرم منفی یک ساختمان چند لایه ایی بسـیار  

  ازداخل به خارج بـه ترتیـب عبارتنـد    پیچیده است که از 
، غلاف نازکی از پپتید و ) اخلیغشاي د(غشاي سیتوپلاسم 

لیپـوپلی سـاکارید    . گلیکان و غشـاي خـارجی مـی باشـد    
ملکولی آمفی پاتیک است که  بـا اسـتفاده از پیونـد هـاي     

سـطح  . هیدروفوبی به غشاء خـارجی اتصـال یافتـه اسـت    
باعث ارتباط بین باکتري و محیط اطـرافش   LPSخارجی 

ري انتخـابی  می شود و ساختار آن در پایـداري نفـوذ پـذی   
 درغشاي ساکارید لیپوپلی .)5(دخالت دارد 2غشاء خارجی

 Salmonellaمثـل   منفـی  گـرم  هـاي  بـاکتري  بیرونـی 

،Neisseria ،Haemophilus ،E.coli 

،Pseudomonas، Shigella.  دو از و دارد وجـود 

 و است شده تشکیل ساکاریدي پلی و لیپیدي عمده قسمت
 ایمونـوژن  .باشـد  مـی  باکتریایی دیگرش اندوتوکسین نام

 .می باشد آن پلی ساکاریدي بخش به علت هم LPS بودن
لیپوپلی ساکارید عامل اصـلی تعـین کننـده ویـرولانس در     
باکتري گرم منفی است و از آنجاکه با اتصال محکمـی بـه   
سطح سلول پیوند شده و فقط در هنگام لیـز شـدن سـلول    

                                                
1  -Food born disease-FBD 
2 -Outer membrane 

و تمـام  ) 5(باکتري آزاد می شود به آن اندوتوکسین گویند 
مـی   Aخصوصیات سمی اندوتوکسین در ارتباط با لیپیـد  

باشد و منولایر خارجی در غشاء خارجی باکتري هاي گرم 
ترکیب لیپوپلی سـاکارید مـی   ). 1(منفی را تشکیل می دهد

تواند سلول هاي تـک هسـته اي  از جملـه ماکروفاژهـا و     
و بـه عنـوان یـک فـاکتور     ) 6(منوسیت ها را تحریک کند

ي زاي اصلی توسط باکتري گرم منفی در نظر گرفتـه  بیمار
می شود و باعث فعال کردن سلول هاي تنظیم کننده ایمنی 

 – Toll (TLR)به وسیله اتصال یافتن بـه رسـپتورهاي   

Like      که در ماکروفاژها و سـلول هـاي انـدوتلیال وجـود
دارد، می شود و به دنبال این فرایند سنتز حد واسط هـاي  

تحریـک مـی    IL-1Bو  TNF-αبی ماننـد  گوناگون التها
لیپوپلی ساکارید از اجزاء سمی دیواره سـلولی   ).8و7(شود

باکتري هاي گرم منفی بوده و به طور وسیعی در لوله هاي 
در طـی عفونـت   . گوارش انسـان و حیوانـات وجـود دارد   

انسان دائماً در معرض سطح پایین لیپوپلی سـاکارید قـرار   
و   3روده اي -ي معـده اي مشـکلات و اسـترس هـا   . دارد

مصرف الکل، اغلب باعث افزایش نفـوذ پـذیري لیپـوپلی    
ساکارید از لوله هاي گوارشـی بـه جریـان خـون و ایجـاد      
شوك سپتیک می شود که از علائـم آن مـی تـوان بـه بـی      

کاهش فشار خون و  قراري، سر درد، حالت تهوع، استفراغ،
لی سـاکارید  ورود لیپوپ). 9(افزایش ضربان قلب اشاره کرد

به بدن معمولاً با بروز لوکوپنی اولیه همراه است و لوکوپنی 
لوکوپنی اولیه با بروز تب همزمان . ثانویه بعداً رخ می دهد

لیپوپلی ). 1(مربوط می شود 1است که به رهایی اینترلوکین 
ساکارید خالص به تنهایی می تواند واکـنش هـاي التهـابی    

 -اگوسیت از دسته ماکروفاژسلول هاي ف. قوي را القاء کند
منوسیت، حد واسط هاي مهم ویژه اي بـه ایـن پاسـخ هـا     

منوسیت ها به لیپوپلی ساکارید بسیار حساس مـی  . هستند
باشند و در سطح بسـیار پـایینی از لیپـوپلی سـاکارید مـی      

پروتئینی التهابی شامل تومور نکروزیـز   توانند محصولات 
این پروتئین ها . ولید کنندرا ت 1Bو اینترلوکین 4فاکتور آلفا

نقش هاي مهمی در دفاع از میزبان بر علیه عفونـت هـاي   

                                                
3 -Gastrointestinal 
4 -TNF-α 
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گرم منفی بازي می کنند و همچنین ایـن پـروتئین هـا بـه     
). 10(عنوان حد واسط هاي کلیدي شوك سـپتیک هسـتند  

ارگانل هاي متعددي تحت تاثیر لیپـوپلی سـاکارید دچـار    
هایی که بیشترین  به عنوان مثال از ارگان. اختلال می شوند

حساسیت را به التهاب سیستمیک ایجاد شده توسط لیپوپلی 
اخـتلال  . ساکارید دارا می باشد می توان به کبد اشاره کـرد 

عملکرد کبد بعد از سپسیس یکی از رخـدادهاي متـداولی   
است که با از دست دادن عملکرد سنتتیک و نکروز سـلول  

  ).9(بروز می کند 5هاي کبدي
از دیـواره  مطالعه استخراج لیپـوپلی سـاکارید   هدف از این 

باکتري گرم منفی سالمونلا اینتریتیدیس و بررسی مقایسـه  
آن با لیپوپلی ساکارید استاندارد سالمونلا اینتریتیدیس مـی  

  .باشد
  

  : مواد و روش ها
  اینتیرتیدیساستخراج لیپوپلی ساکارید سالمونلا  
از آزمایشـگاه   تهیـه شـده  (باکتري سالمونلا ایننتریتیـدیس  

را که در محـیط کـازو بـراث بـه صـورت       )مرجع سلامت
به لوله هاي آزمایش انتقـال  سوسپانسون کشت شده بود را 

 rpm 3000 -2500دقیقه در  30نمونه ها به مدت  و داده
ي حاوي رسـوب   ها ي  لولهسپس بر رو .سانتریفوژ شدند

 سپس.شدند ریخته و ورتکس ٪95الکل  میلی لیتر2باکتري 
 نددقیقه سانتریفوژ شد 10به مدت  rpm 2000لوله ها در 

و رسوب باکتري  مجدداً با الکل شستشو داده شد و سپس 
لوله هاي ورتکس شده مجدداً بـا  . ورتکس صورت گرفت

rpm 2000  ل رویـی را  مجـدداً محلـو   سانتریفوژ شـدند و
و  برداشته و رسـوب بـاکتري بـا الکـل شستشـو داده شـد      

جددا  لولـه هـاي ورتکـس شـده را در     م. ورتکس نمودیم
همان دور و زمـان سـانتریفوژ کـرده و بعـد از سـانتریفوژ      

در انتها  لوله هـاي  . دوباره همان مراحل بالا را انجام دادیم
 rpm2000حاوي رسوب را یکی کرده و براي بار آخر در 

دقیقه سانتریفوژ و بعد الکل ها را خارج کـرده و   10براي 
ور در باز در زیر هود قرار دادیم تا مابقی سپس لوله را به ط

  . الکل ها نیز بخار شود

                                                
5 -Hepatocellular 

ــا           ــراه  ب ــده هم ــک ش ــاکتري خش ــر   1ب ــی لیت میل
EDTA10٪    مخلوط شده و درون لوله هاي  اپینـدورف

 1:2سپس به نسبت . شدند  sonicateریخته شد  و سپس 
یی وارد کرده تـا اشـباع   متانول و کلروفرم به لوله جداگانه ا

از این محلول اشباع بـه محلـول    میلی لیتر  1سپس . شوند
اضافه شد و در لوله با پارافیلم  EDTAحاوي باکتري و   

ساعت بر روي شیکر قرار داده شـد   2بسته شد و به مدت 
دقیقه  10به مدت rpm   2000و بعد از این زمان لوله در 

سانتریفوژ  شد و سه لایه تشکیل شد لایـه رویـی متـانول،    
یه وسطی توده باکتري باقیمانده که حاوي لیزات سـلولی  لا

. می باشد و دور ریخته می شود و لایـه سـوم کلروفـروم    
توسط سمپلر لایه رویی که حاوي متانول می باشد  را جدا 
کرده و در یک لوله آزمایش وارد و سپس کلروفـرم را کـه   

د در لایه زیرین قرار دارد را برداشته و در لوله دیگـري وار 
کردیم و هر دو لوله را در زیر هود قرار دادیم تا متـانول و  

باکتري می  LPSکلروفرم تبخیر شود و آنچه باقی می ماند 
  .)11(باشد که آنرا استخراج نمودیم

  :خلوصآنالیز 
SDS-PAGE:  

استخراج شده با لیپوپلی  الکتروفورزلیپوپلی ساکارید
 L6011-100MGساکارید استاندارد تهیه شده از سیگما،

 % 12SDS-PAGEدر ژل   088K4014با شماره 
میزي آانجام گرفت و سپس با روش نیترات نقره رنگ 

در روش الکتروفورز جهت تهیه ژل آکریل  .)14و12(شدند
 میلی لیتر 5، %30میلی لیتر آکریل  20از % 12آمید 

TBE(10X) ،600 لاندا  AMS  ،30 لاندا  TEMED 
)N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine( ،
  .میلی لیتر آب مقطر استفاده گردید 5/24

  :آزمایش تب زدایی در خرگوش
در ساده ترین شـکل عبـارت    تب زائی توصیف آزمایش  

است از اندازه گیري افـزایش دمـاي بـدن پـس از تزریـق      
در این بررسی .وریدي آنتی ژن لیپو پلی ساکارید  می باشد

 )انستیتو پاسـتور کـرج   موسسه(نژاد نیوزلندي  خرگوش 6
 30آزمـایش تـب زایـی در خرگـوش بـا      . ندشـد ب انتخا

ــالمونلا    ــوپلی ســاکارید س ــر لیپ ــی لیت ــر میل ــرم ب میکروگ
دمـاي  . انجام گرفت به صورت درون صفاقی اینتریتیدیس
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سـاعت تـا    نیم نرمال بدن خرگوش ها قبل از تزریق و هر
توسط رکتومتر مورد سنجش قـرار  پس از تزریق  ساعت1

  .فت گر

ژل الکتروفورز لیپو پلی ساکارید استخراج شده و لیپو پلی ساکارید استاندارد از باکتري : 1شکل شماره 
  سالمونلا اینتریتیدیس پس از رنگ آمیزي نیترات نقره

  
  

  
  
  

  :یافته ها
شماره یک آورده شده اسـت، بـه   ل همانطور که در شک    

منظور بررسی خلوص لیپوپلی ساکارید استخراج شـده، در  
 003/0)سمت چـپ (2اودر چاهک هاي روش الکتروفورز 

و در چاهک گرم از نمونه لیپو پلی ساکارید استخراج شده 
ارد دار با نمونه لیپوپلی ساکارید استاندهمین مق 4و 3هاي 

ــدی   ــاکتري ســالمونلا اینتریتی آکــازر %  12در ژل  ساز ب
.  س با نیترات نقـره رنـگ آمیـزي شـدند    پو س الکتروفورز

باندهاي مربوط به نمونه استخراج شده از باکتري سالمونلا 
بسیار شبیه به نمونه لیپوپلی ساکارید استاندارد می باشـد و  

 اسـتخراج  روش دهنده بازدهی و کاارایی بـالاي  این نشان 
  .می باشد کلروفرم -وللیپوپلی ساکارید با روش متان

دن لیپـوپلی سـاکارید   براي بررسی خاصیت تـب زا بـو      
 30بـا تزریـق   استخراج شده آزمون تب زایی در خرگوش 

چنانچـه  . میکرو گرم از آن  به بدن خرگوش انجام گرفـت 
درجه سانتی  6/0افزایش گرماي بدن یک خرگوش بیش از 

یـک   گراد و یا مجموع افزایش گرمایی بدن خرگوش هاي
سانتی گراد باشد،  4/1گروه نسبت به قبل از تزریق بیش از 

نتیجه آزمون پیروژنی مثبت بوده و نمونـه مـا تـب زا مـی     
حـاکی از تـب زا بـودن لیپـوپلی      نتایج ایـن آزمـون  . باشد

ساکارید می باشد زیـرا یکـی از تـاثیرات بیولـوژیکی ایـن      
ترکیب خاصیت تب زا بودنش می باشد که بـا انجـام ایـن    

زمایش صحت ودرسـتی اسـتخراج لیپـوپلی سـاکارید از     آ
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  .مشخص شده است 1جدول باکتري سالمونلا اینتریتیدیس تائید گردیـد و نتـایج آن در   
  

میکروگرم بر  30ساعت پس از تزریق  1دقیقه و  30اندازه گیري دماي رکتال خرگوش : 1جدول شماره 
  اینتریتیدیسکیلوگرم لیپوپلی ساکارید استخراج شده از سالمونلا 

  
  ساعت 1دما پس از   دقیقه 30دما پس از   دماي اولیه

5/38  39  1/39  
6/38  2/39  2/39  
7/38  4/39  3/39  
5/38  1/39  2/39  
8/38  4/39  5/39  
7/38  4/39  4/39  

  
  :بحث

ــا   ســالمونلا دســته بزرگــی از باســیل هــاي گــرم منفــی ب
نتروباکتریاسـه هسـتند کـه از راه دهـان وارد     آخصوصیات 

و سبب تـب   و پرندگان می شوند انوده انسان ، پستاندارر
هاي روده اي و مسمومیت هاي غذایی یا عفونت خون می 

اص بیوشــیمایی و ایــن بــاکتري هـا از حیــث خــو . شـوند 
و بیماري زایی با یکدیگر قرابت زیادي  ساختمان آنتی ژنی

میکــروب شــناس ) salmon(اولــین بــار ســالمون. دارنــد
 .S( باکتري مولـد وبـاي خـوکی    1885سال  امریکایی در

choleraesuis (  را که جزء این دسته می باشند را کشـف
سالمونلا براي نامگذاري این جنس برگزیـده   لذا واژه کرد 
سالمونلا داراي سه دسته مهم آنتی ژنی بـه نـام هـاي    . شد
O،H،Vi آنتــی ژن . میباشــندO  ــا ســوماتیک از جــنس ی

حرارت . ارید ها می باشندفسفولیپید و پروتئین و پلی ساک
درجه را به مدت چند ساعت تحمل مـی کننـد و در    100

یــا فلاژنــر  Hآنتــی زن .برابــر الکــل نیــز مقاومــت دارنــد
مخصوص تار لرزان سالمونلا ها هسـتند و فقـط در انـواع    
متحرك آنها وجود دارند و از جنس پروتئین مـی باشـند و   

اسید آنها را  داراي خاصیت آنتی زنیک می باشند و الکل و
خراب می کند و آنتی ژن آخر در برخـی از سـالمونلا هـا    
. مانند سـالمونلا تیفـی موریـوم و پـارا تیفـی وجـود دارد      

می باشد   oساختمان شیمیایی این آنتی ژن شبیه آنتی زن 

ولی مقاومتش در برابر فنل و حرارت واسید خیلی کمتر از 
کسین قوي مـی  سالمونلا ها داراي یک اندوتو. آن می باشد

باشند که از لیپو پلی ساکارید تشکیل شده اسـت و منشـاء   
سم پس از اتولیز باکتري ها آزاد .آن دیواره باکتري می باشد

  .این ماده نسبت به حرارت پایدار است. می شود
در این بررسی لیپوپلی ساکارید سالمونلا اینتریتیـدیس بـه   

ــانول ــوص    -روش مت ــد و خل ــتخراج گردی ــرم اس کلروف
همچنین الکتروفـورز و  . محصول مورد بررسی قرار گرفت

آزمون تب زایی نیز براي برسی آن بـا نمونـه اسـتاندارد از    
طبـق بررسـی هـاي     .همین گونه باکتري نیز انجام گرفـت 

انجام شده توسط موریسون ویلـف مشـخص گردیـد کـه     
روش استخراج فنلـی موجـب تخریـب شـدید سـلولها و      

ولی در این روش لیپـوپلی  . )12(لیپوپلی ساکارید می شود
الگــوي .  ســاکارید بــاکتري بخــوبی اســتخراج مــی شــود

الکتروفورزي لیپوپلی سـاکارید سـالمونلا اینتریتیـدیس بـا     
نمونه استاندارش نشان داد که باند هاي  لیپوپلی سـاکارید  

لیپـو پلـی سـاکارید     باندهاي  استخراج شده بسیار شبیه به
چنـین آزمـون تـب زایـی در     هم. می باشد نمونه استاندارد

خرگوش نیز نشان دهنده صحت ودر ستی نحوه اسـتخراج  
  .باشد. نبود. لیپوپلی ساکارید می باشد

همانطور که اشاره شد روش هاي مختلفـی بـا اسـتفاده از    
آب،فنل،تري کلرواستیک براي جداسازي لیپوپلی ساکارید 
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ترکیـب مـذکور شـامل سـه     . از باکتري گزارش شده است
ــدبخــش اسا ــی لیپی ــره  Aس ــاکارید و زنجی ــی س ــه پل ، تن

تزریق اندوتوکسین به انسان و حیـوان  .اختصاصی می باشد
سبب بروز تب، لکوپنی،هیپوگلیسمی،هیپوتانسیون، پیدایش 
حالــت شــوك، انعقــاد درون رگــی و بلاخــره مــرگ مــی  

اندوتوکسین داراي فعالیت هاي ایمونولـوژیکی ماننـد   .شود
تحمـل و فعالیـت پـادتنی    واکنش هاي فوري ، تاخیري ، 

در واکنش فوري  اتصال اندوتوکسین باعث پیدایش . باشد
آنتی بادي می گردد که باعث تثبیـت   –کمپلکس آنتی ژن 

لیه اندوتوکسین شامل تب .مکمل و بروز تظاهرات سمی او
در تحقیقات ). 13و1(و عوامل موثر بر انعقاد خون می شود

ار گیري کیت هاي با به ک 2000پاك و همکارانش در سال 
توانستند لیپـوپلی سـاکارید را از دیـواره     RNAاستخراج 

ــا اســتفاده از  بــاکتري گــرم منفــی اســتخراج کننــد آنهــا ب
تیوساینیت گوانیدین که در کیت موجود بود دیواره باکتري 

ها را تخریب نمودند و با این روش حرارت دان باکتري ها 
  )15.  (لازم نبود

  
  

  : نتیجه گیري
کلروفـرم   -راج لیپوپلی ساکارید با روش متـانول استخ 

در ضمن نسبت  روشی بسیار ساده و کم هزینه می باشد
با انجـام  . به روشهاي استفاده از فنل ایمنی بیشتري دارد

الکتروفورز بر روي لیپوپلی ساکارید اسـتخراج  آزمایش 
نمونـه  و مقایسه با شده از باکتري سالمونلا اینتریتدیس 

باندهاي دو نمونه بسیار شبیه ، همین باکتري استاندارد از
و درستی نحوه امر حاکی از خلوص  یکدیگر بوده و این

. می باشـد مذکور  استخراج لیپوپلی ساکارید از باکتري 
همچنین با انجام آزمون تب زایی در خرگوش پیـروژن  

حفظ سـاختار و  نشاندهنده بودن ترکیب استخراج شده 
  .عملکرد آن می باشد
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