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Abstract 

 

Background and purpose: Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a 

community-associated pathogen that is so common in hospitals. Antibiotic resistance and poor clinical 

outcome provide great reasons for using immunization strategies based on antibodies. The aim of this 

study was to investigate passive immunity using recombinant anti-MRSA ScaF antibody in a mouse 

model. 

Materials and methods: In this study, the recombinant protein, ScaF was purified through 

denaturation method. This protein combined with Freund’s adjuvant was injected into a rabbit to produce 

antibody. Then, the antibody produced against ScaF was injected to mice infected by S. aureus by two 

regimens of pre- and after infection treatment. Afterwards, the mortality rate in mice was compared 

between the control treatment group (vancomycin therapy) and negative control group (non-immune rabbit 

serum). 

Results: Out of 10 mice in two groups of pre- and after infection treatment that received antibody 

against ScaF antigen 20% and 10% were protected, respectively, that did not show a significant difference 

compared with non-immune rabbit serum group (negative control).    

Conclusion: Passive immunization by antibody cannot play a considerable role in the control of 

infections caused by S. aureus. Therefore, other mechanisms of immune system for the protection against 

this bacterium including stimulating of cytokine-dependent cell-mediated immunity may be useful in 

prevention of infections caused by S. aureus. 
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استافیلوکوکوس  ScaF بررسی ایمنی غیرفعال با آنتی بادی ضد
 اورئوس مقاوم به متی سیلین در مدل موشی
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 چكیده
های شایع بیمارستانی و اکتسابی از جامعه ز پاتوژنسیلین یکی ااستافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی و هدف: سابقه

است. مقاومت آنتی بیوتیکی و پیامدههای ررمدانی نامساسدلا ر یدا زیداری جتدت اسدت اره از راهایرهدای ایمسدی ماتسدی بدی 
 اسدتافیلوکوکوس ScaF بداری ددهها را فیاهم کیره است. ههف از این مطالعه، بیرسی ایمسدی یییفعداب بدا آنتدیباریآنتی

 اورئوس مقاوم به متی سیلین رر مهب موشی بور.
با روش رناتوراسیون تخلیص گیریه. این پیوتئین بده ScaF رر این مطالعه تجیبی، پیوتئین نوتیکیلا  ها:مواد و روش

 رو رژیدم بدا ScaFباری تولیه شهه علیه پیوتئین باری به خیگوش تزریق شه. رر ارامه آنتیهمیاه ارجوانت فیونه جتت تولیه آنتی
 هداگیریه و میگ و میی موشهای آلوره به استافیلوکوکوس اورئوس تزریقازع ونت به موش صورت ررمانی قاا و بعهمختلف به
 روز رر مقایسه با گیوه کستیب ررمانی )ونکومایسین( و گیوه کستیب مس ی )سیم خیگوش ییی ایمن( ثات گیریه. 41به مهت 

های ررمانی قاا و بعده از ع وندت رر رو گیوه با رژیم ScaFژن باری ده آنتیهه آنتیهای رریافت کسسموش ها:یافته
سی موش مورر مطالعه گیریه که رر مقایسه با گیوه رریافت کسسهه سیم  42ررصه از  42و  02به تیتیلا موجلا زنهه مانهن 

 (.p>24/2راری را نشان نهار )خیگوش ییی ایمن )کستیب مس ی( اختلاف معسی
سدزایی رر کستدیب ع وندت ناشدی از توانه به تستدایی نقدب بدهباری نمیزایی ییی فعاب با است اره از آنتیایمسی نتاج:است

های ریگدی سیسدتم ایمسدی بدیای متافلدت علیده ایدن بداکتیی لذا با توجه به مکانیسم .استافیلوکوکوس اورئوس راشته باشه
هدای ناشدی از بداکتیی ی سلولی و مدوثی بدیای پیشدگییی از بدیوز ع وندتهای وابسته به ایمستوان از تتییک سایتوکاینمی

 استافیلوکوکوس اورئوس است اره نمور.
 

 استافیلوکوکوس اورئوس، ایمونیزاسیون، پیوتئین نوتیکیلا: واژه های کلیدی
 

 مقدمه
 هاییپاتوژن تیینمتم از یکی اورئوساستافیلوکوکوس

و  اندهوکارریت ت،مسسژید ،بداکتییمی باعد  باشه کهمی
هددای روزافددزون مقاومددت .(4)گددیررمددی اسددتئومیلیت

 ج،درای ایدهوتیکدبییدآنت به وسداورئ وکوکوسداستافیل
هدای جهیده به رنااب روشمتققین  مسجی به این شهه که

 .  (0،3)ررمان این باکتیی باشسهجتت 
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 رر پیشایر و توسعه سعی های اخیی، رانشمسهانسابرر

هدای ناشدی از کسدی ع وندتایمونوتیاپی رر جتت ریشه

انده، امدا هیرکداستافیلوکوکوس اورئوس را هدهف قدیار 

 بداریتاکسون از آنتی .(1)ه استهشتاکسون این امی متقق ن

به عسوان یکی از ارکان ایمسدی هومدوراب، رر بسدیاری از 

 های ناشیعلیه ع ونت به عسوان عاما ررمانی هاایمونوتیاپی

 تدواناز استافیلوکوکوس اورئوس است اره شهه است که می

 ،(5) 8و  5باری تولیه شهه علیه کپسوب سدیوتی  به آنتی

آل ا اشداره کدیر  (7)و همولیزین A (6)کلامپیسگ فاکتور 

نز بداکتیی رر نلدی که به عسدوان عامدا تدهاخا رر پداتوژ

 عسدوانهای مختل دی بدهژنبه امیوز آنتیتا انه. گیفته شهه

ایمسوتیاپی رر بیابدی اسدتافیلوکوکوس  کانهیه واکسن بیای

 قددیار گیفتدده اسددت. از جملددده  اورئددوس مددورر ارزیددابی

ایموندوتیاپی رر نلدی  عسدوان کانهیدههایی کده بده آنتی ژن

یددا  Scaپیوتئیسدی تددوان بده خددانواره شددور، مدیگیفتده مدی

Staphylococcal conserved antigens  اشداره نمدور کده

باشده. خدانواره مدی ScaA-Iهدای ژن به ندامآنتی 9رارای 

وجدور راشدته و  رر روگونه استافیلوکوکوس Scaپیوتئیسی 

هدا رارای ژنسیهی، این آنتدیتوجه به تیازبسهی آمیسوا با

باشسه که کانهیه مساسای بیای ای میمساطق ح اظت شهه

گیرنه که هسوز مطالعدات ایمسوژنیسدیته واکسن تلقی می

با توجه  .(8،9)ها صورت نگیفته استژنبی روی این آنتی

و  (42)های بدالیسیرر اکثی ایزوله ScaFژن به حضور آنتی

چسین عهم مطالعدات ایمونوژنیسدیته بدی روی خدانواره هم

Sca ارزیابی پاسخ ایمسی هوموراب به ، ههف از این مطالعه

ع ونت استافیلوکوکوس اورئوس  رر کستیب ScaFآنتی ژن 

 باشه.رر مهب موشی می
 

 مواد و روش ها
 تتیه و تاییه سویه استانهارر

ات موجدور رر میکدز تتقیقد COLسویه اسدتانهارر 

 های متهاوب بیوشدیمیاییاورولوژی بیمارستان سیسا با روش

از قایا رشه رر متیط مانیتوب سالت آگار، کوآگو ز و 

DNase  س وکسدیتینریسدک به علاوه آنتی بیوگیام بدا، 

 مددورر تاییدده قددیار گیفددت و تددا روز تلقددی  رر متددیط

Tryptic Soy Broth (TSBرر یخچاب نگه ،).راری شه 
 

 نوتیکیلا پیوتئین تخلیص
وسدددیله بددده pET-21a/scafپلاسدددمیه نوتیکیدددلا 

 ورماسیون شوک حیارتی بده راخدا میزبدان بیدانی ستیان

origami  اشییشیا کلی انتقاب یافت. بعه از ارزیدابی بیدان

 پدیوتئین تخلدیصساعت بعه از القا،  1پیوتئین رر مهت 

 نیکدا سدتون رویبی  اوره حذف و رناتوراسیون روش با

 8رت پذییفت که بافی لیدز حداوی اوره به این شکا صو

های القا شهه ادافه و مدایع رویدی مو ر به رسوب سلوب

حاصا از سانتیی وژ بدا رزیدن نیکدا مخلدود گیریدهه و 

سپس ستون حاوی رزین نیکا با بافیهدای حداوی شدیلا 

کاهشی اوره شستشو راره شهنه و رر نتایت پیوتئین هدا 

آوری گیریهنده.  با ادافه کیرن متلوب ایمیهازوب جمع

 082 بعه از تعیین یللت بدا روش اسدپکتیوفوتومتیی رر

 ، ررSDS-PAGEنانومتی و بیرسی کمی و کی ی بدا روش 

 .ررجه سلسیوس تا زمان است اره نگتهاری شهنه -82
 

 ایمونیزاسیون خیگوش جتت تولیه آنتی باری پلی کلوناب
خیگدوش سد یه نیوزیلسدهی بدا وزن تقییادی  0ابتها 

kg0 انستیتو پاستور کدی  تتیده شده. خیگدوش هدا بدا  از

همددیاه بددا ارجوانددت  g522پددیوتئین نوتیکیددلا بددا روز 

بدده شددکا زییپوسددتی واکسددیسه شددهنه. کامددا فیوندده 

روز پس از اولدین تزریدق واکسدن،  08و  41ها خیگوش

یارآور خور را همیاه با ارجوانت ناقص فیونده رریافدت 

 ه ته پدس از آخدیین 0، کیرنه. بیای ایجار سیم هیپیایمیون

های نوتیکیلا به شکا راخدا از پیوتئین g422تزریق، 

وریددهی بدده هددی کددهام از حیوانددات تزریددق شدده تددا عیددار 

ساعت پس از این تزریدق، از  70باری افزایب یابه. آنتی

هدا پدس ها خونگییی )قلای( به عما آمه. سیمخیگوش

نگتددهاری شددهنه. بددیای تتیدده  -C202از جهاسددازی رر 

از سددیم خیگددوش و حددذف  (IgG) هددا یمونوگلوبددولینا

، متلوب پیوتئیسی با سدول ات آمونیدوم هابیخی ناخالصی

 .رسوب راره شه ررصه 35
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 آزمایب ا یزا
  42میکیولیتددی از یللددت  422مسلددور مقددهار بددهین

 

 رر هی چاهک ا یدزا )اکسدتیاژن، ScaFژن آنتی میکیوگیم

ررجدده  1 رکددیه( ادددافه شددهه و بدده مددهت یددک شددلا ر

 ها سه بار با بدافی سدالینسلسیوس قیار گیفت. سپس چاهک

شستشو راره شهنه. بعده از  02ررصه تویین  25/2حاوی 

 میکیولیتی از بافی مسهورکسسهه حداوی 322شستشو، مقهار 

ررصدده سددیم آلاددومین  5تددویین و  -بددافی نمکددی فسدد ات

سدداعت راخددا هددی چاهددک انکوبدده  0گدداوی بدده مددهت 

میکیولیتی سیم خیگوشی از  422شستشو، گیریه. بعه از 

تتیه و بده هدی چاهدک اددافه  4:021822تا  4:422رقت 

ررجدده سلسددیوس انکوبدده شدده. سددپس  37گیریدده و رر 

 422ها با بافی شستشو رهسهه، شستشو راره و بعده چاهک

بدداری کونژوگدده بددا آنتددی 4:42222 از رقددتمیکیولیتددی 

 5/4 ددافه وپیاکسیهاز )سیگما، آمییکا( به هی چاهک ا

ررجه سلسیوس انکوبه شه. بعه از چسدهین  37 ساعت رر

 TMBمیکیولیتی از معیف رنگدزای  422میحله شستشو، 

به هدی چاهدک مقدهار )انستیتو رازی، اییان( و رر خاتمه 

)مددیک، نیمدداب  4میکیولیتددی از اسددیه سددول وریک  422

بیای توقف واکسب ادافه گیریه و جذب نوری آلمان( 

  متی قیائت گیریه.نانو 152رر 

 

 چالب حیوانات
بدده مسلددور سددسجب و مقایسدده میددزان مددیگ و میددی 

 هدایباری نسات به گدیوهایمن شهه با آنتی موشهای گیوه

 CFU 842هدای تجیبدی بدا روز موشی ییی ایمدن، گدیوه

استافیلوکوکوس اورئوس آلدوره گیریهنده.  COLسویه 

، هدی روز مدهاوم 41ها به مدهت میزان میگ و میی موش

 .روز و رر دمن بعه از چالب مورر بیرسی قیار گیفت

 

 تجویز آنتی باری

اختصاصدی دده  IgGهدای بداریاثدی ررمدانی آنتدی

ScaF  علیه ع وندت ناشدی از اسدتافیلوکوکوس اورئدوس

زایی ییی فعاب ارزیابی شه. بهین تیتیلا کده توسط ایمسی

 7سدی مدوش مداره  42های موشی شاما بسهی رستهگیوه

 های زیی بورنه:ای رر گیوهه ته

 بدده صددورت  ScaFاختصاصددی ددده  IgG: 4گددیوه 
 

ساعت قاا از ع وندت و رو روز بعده از  1پیوفیلاکسی )

 .COLع ونت(، چالب با سویه استانهارر 

بدده صددورت  ScaF اختصاصددی ددده IgG: 0گددیوه 

سدداعت بعدده از ع ونددت(، چددالب بددا سددویه  01ررمددانی )

 .COLاستانهارر 

 یم نیمددداب خیگوشدددی )گدددیوه سددد IgG: 3گدددیوه 

کستیب مس ی( به صورت پیوفیلاکسدی، چدالب بدا سدویه 

 .COLاستانهارر 

 گدددیوه )سدددیم نیمددداب خیگوشدددی  IgG:  1گدددیوه 

بدده صددورت ررمددانی، چددالب بددا سددویه  (مس ددیکستددیب 

 .COLاستانهارر 

: گیوه شاهه )کستیب ررمانی ونکومایسین(، 5گیوه 

 .COLچالب با سویه استانهارر 

از طییدق تزریدق  ScaFاختصاصدی دده  ریآنتی با

میکیولیتددی بددا بدده  422بدده حجددم نتددایی راخددا صدد اقی 

کددارگییی رو روش مختلددف )پیوفیلاکسددی و ررمددانی( 

سددیم نیمدداب  IgGمددورر ارزیددابی قددیار گیفددت. تجددویز 

خیگوشدی همانسده رژیدم ررمدانی بدا  صدورت گیفدت. 

گیوه کستیب ررمانی تا سه روز بعده از ع وندت، هدی روز 

ونکومایسددین )هوسددپییا، آمییکددا( بدده  15mg/kgقددهار م

  صورت تجویز راخا ص اقی رریافت نمورنه.

 

 اصوب اخلاقی کار با حیوانات آزمایشگاهی
این پژوهب مطابق با اسدتانهاررها و پیوتکدا هدای 

صددورت   (CARE) کمیتده تتقیدق و اخددلاو حیواندات

پذییفت. هم چسین میگ موش های زندهه ماندهه بعده از 

  انجام گیفت. 2COروز با است اره از روش مت له  41

 

 هاآنالیز آماری راره 
 SPSS 21ها از نیم افزار جتت تجزیه و تتلیا راره

های کمی از آزمدون آندالیز است اره شه. بیای آنالیز راره
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 Kaplan–Meier و آزمدون LSDواریانس یک طیفه، روش

 >p 25/2رار بدا سدط  معسدیبه مسلور آنالیز میگ و میی 

 Graphpad Prismنمورارهدا بدا ندیم افدزار  .است اره شده

 آنالیز گیریه.
 

 یافته ها
 تخلیص پیوتئین نوتیکیلا

 نتددایج حاصددا از روش یللددت کاهشددی اوره بددی 

آوری و جددها روی سددتون نیکددا کیومدداتوگیافی، جمددع

 شهن صتی  پدیوتئین نوتیکیدلا رر متلدوب ایمیدهازوب 

حدداکی از  SDS-PAGEرهدده کدده بیرسددی را نشددان مددی

کیلددو رالتددون  12تخلددیص ایددن پددیوتئین بددا وزن تقییاددی 

  (.4تصویی شماره ) باشهمی
 

 
 

 صیتخلد لایدنوتیک نیپیوتئررصه.  SDS-PAGE 40ژب  :1تصویر شماره 

 شهه صیتخل نیپیوتئ: 4 چاهک ؛یسیپیوتئ مارکی( M)؛ شهه
 

 توتاب خیگوشی IgGنتایج سسجب 
کسسدهه هدای رریافدتبا توجه به آنالیز آمداری، سدیم

ژن به همیاه ارجوانت فیونه اختلاف معسی راری را آنتی

 (p= 222/2) رهدهرر مقابا سیم های ییی ایمن نشان مدی

  .(4)نمورار شماره 
 

 تافلت رر بیابی سویه کشسههم

روز مدهاوم  41ها به مدهت میزان میگ و میی موش

بعه از چالب، مورر بیرسی قیار گیفت. بقدای حیواندات 

رر مقایسه بین گیوه کستیب مس ی و گدیوه ایمدن شدهه بدا 

هدای ررمدانی، های مختلف بدا رژیدمباری بین گیوهآنتی

و  =117/2pراری مشدداههه نشدده )هددیا اخددتلاف معسددی

379/2p= 0( )نمورار شماره.)  

 

 
 

توتداب سدیم IgG گیدیی شدهه جدذب ندوری اندهازه :1شمماره نمودار

 ScaFخیگوشی تولیده شدهه رر میدان کدسب بدا پدیوتئین نوتیکیدلا 

 پوشانسهه کف پلیت ا یزا
 

 
میزان میگ و میی بین گدیوه هدای مختلدف موشدی  :2نمودار شماره 

بدا سدویه  ScaFرریافت کسسهه آنتی باری تولیه شدهه دده آنتدی ژن 

COL رر مقایسه با گیوه کستیب ررمانی وگیوه کستیب مس ی 
 

 بحث
های ناشی از استافیلوکوکوس طیف گستیره بیماری

بیدوتیکی همیاه توانایی کسلا مقاومدت آنتدی اورئوس به

مسجی به بیوز مشکلاتی بیای مقابله با ایدن بداکتیی شدهه 

. ایمسددی هومددوراب یکددی از ارکددان سیسددتم (44،40)اسددت

گدیرر. رر بیخدی ها تلقی میکسی ع ونتایمسی رر ریشه

ها، سیستم ایمسی هوموراب بده تستدایی کدارایی از ع ونت

 زم رر مواجه با ع ونت را نهارر. بیای مثاب رر بیمداران 

سیسددتم ایمسددی هومددوراب کدده رر ابددتلا بدده  رارای نقددص

هدایی نلیدی اسدتیپتوکوک هایی ناشی از بداکتییع ونت
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هددای ناشددی از باشددسه، بدده ع ونددتپسومونیدده حسدداس مددی

. (43،41)باشددسهاسددتافیلوکوکوس اورئددوس مقدداوم مددی

چسین رر بیخی از مطالعات نشان راره شه که افدیاری هم

باری ها و مشکا رر تولیه آنتیسا Bکه رچار نقص رر 

اسدتافیلوکوکوس اورئدوس حسداس باشسه، به ع ونت می

ای کدده روی حیوانددات . رر مطالعدده(45،46)باشددسهنمددی

آزمایشگاهی انجام گیفت، به ودوح نشان راره شه کده 

هدا، رر مواجده بدا روز سدا Bهای رارای نقدص رر موش

زای بداکتیی اسدتافیلوکوکوس اورئدوس، اثدیات ع ونت

بسدابیاین بدا توجده بده . (47)ح اظت بخشی را نشان رارنده

توانده نقدب الدذکی، ایمسدی هومدوراب نمدیمطالعات فوو

کسی ع ونت ناشدی از اسدتافیلوکوکوس کلیهی رر ریشه

خدوانی بدا نتدایج اورئوس را ای ا نمایه که این مسئله هدم

رهسددهه عددهم آزمایشددگاهی ایددن مطالعدده رارر کدده نشددان

های آلوره بوره اسدت. از سدوی ح اظت بخشی بی موش

توانده تدا حده بداری نمدییگی ررمان با است اره از آنتدیر

زایدی، ممکن اثیبخب باشه، چیا که رر این گونه ایمسدی

گدیرر کده بده از یک آنتی ژن تدک جزئدی اسدت اره مدی

 .(48)توانه مسجی به اثیات ح اظتی گیررتستایی نمی

اسددددتافیلوکوکوس اورئددددوس رارای فاکتورهددددای 

عسدوان عوامدا دده باشده کده بدهوییو نس متعهری می

پاسخی کسسه، لذا مسجی به بیایمسی هوموراب نقب ای ا می

B (49،02)گیرندهها مدیباریها و عهم عملکیر آنتیسا .

بسددابیاین بددا توجدده بدده آزمددایب صددورت گیفتدده رر ایددن 

مطالعدده، انتخدداب آنتددی ژن بدده صددورت تددک جزئددی، 

توانه عاما یلاه بی این باکتیی باشه. رر ایمسدی ییدی نمی

باری، شایه تا حدهوری از شدهت فعاب با است اره از آنتی

استه شور، ولی به طدور کامدا ع وندت از بدین بیماری ک

چسین احتماب شدیوع مجدهر ع وندت وجدور رور. همنمی

رارر، رر حالی که رر ایمسی فعاب با اسدت اره از روزهدای 

توان های سیستم ایمسی، مییارآور و همکاری توام سلوب

با توجه به نتایج به . (04،00)از بیوز بیماری پیشگییی کیر

توانه بده رست آمهه از این آزمایب، ایمسی یییفعاب نمی

طور موثیی رر بیابی ح اظت از این باکتیی نقب راشدته 

تددوان از طییددق ایمسددی فعدداب و افددزایب باشدده، لددذا مددی

و  IFN-γهای وابسته به ایمسی سلولی از قایدا سایتوکاین

، به مصونیت ناشی از ع ونت این بداکتیی 47ایستیلوکین 

بداری . رر این مطالعه، افزایب تیتدی آنتدی(03)رست یافت

مشاههه شه، ولی اثیبخب بدورن آن تاییده نگیریده کده 

افددزایب تیتددی  کدده تددوان ایددن گوندده نتیجدده گیفددتمددی

باری علیه آنتی ژن مهنلی نمی توانه رلیلی بی قهرت آنتی

. بدا توجده بده ایدن ح اظت بخشی بی علیه ع وندت باشده

مطالعه و آن چه که تاکسون رر مطالعات بیخدی ریگدی از 

تمددامی اثددیات  ،(03)رانشددمسهان صددورت پذییفتدده اسددت

ح اظتی علیه استافیلوکوکوس اورئوس بی اسداس ایمسدی 

ییی فعاب، با شکست مواجه گیریه. هی چسه که مطالعاتی 

 (5،6)باری وجدور راررماتسی بی اثی ح اظتی ررمان با آنتی

لدذا  .به اختلاف نلیهایی رر این زمیسه گشته استکه مسجی 

گونده تدوان ایدنبده مطالعده صدورت گیفتده مدی با توجده

گییی کیر که ایمسی یییفعاب نسات به ایمسی فعداب نتیجه

هدای تدیی رر از بدین بدیرن ع وندتاز ررجه اهمیت کم

باشده. لدذا بدیای استافیلوکوکوس اورئوس رارا میناشی از 

هددای ناشددی از ایددن بدداکتیی و ررمددان ع ونددت ییپیشددگی

توان با است اره از تزریق روزهای یدارآور آنتدی ژن و می

ای به عسوان ایمسی فعاب بده جدای های خاطیهایجار سلوب

باری )ایمسی ییی فعاب( تا حه ممکدن تزریق مستقیم آنتی

 از بیوز ع ونت ناشی از آن جلوگییی کیر.
 

 سپاسگزاری
حمایت معاوندت تتقیقدات و فسداوری این تتقیق با 

 06576رانشددگاه علددوم پزشددکی تتددیان بددا شددماره طددیح 

 صورت گیفته است.
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