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Abstract 

Background: The emergence of antibiotic resistance, particularly resistance to methicillin in 
Staphylococcus aureus has made the treatment process more difficult. Therefore, producing of an effective 
vaccine seems to be necessary to prevent infections with methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA). In this study, a mixture of naloxone and alum has been used to improve the efficacy of a vaccine 
against MRSA.  

Materials and Methods:  MRSA 834 strain was grown on TSB medium and the grown cells were 
harvested and killed by sonication and were used as a vaccine model. Balb/c mice were divided into six 
groups and the vaccines were either injected alone, with naloxone, alum, or a mixture of naloxone - alum and 
control group received naloxone and PBS buffer. Total IgG antibody level was measured by ELISA method 
and finally, the challenge test of this bacterium was performed and the mice were examined regarding the 
degree of bacteria growth in their kidneys.  

Results:  The serum level of Total IgG antibody in the mixture of naloxone – alum with MRSA 
group was shown to be significantly increased (p<0.05). Furthermore, the lowest bacterial load was 
observed in this group. 

Conclusion:  It seems that a mixture of naloxone and alum as an adjuvant with the killed 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus enhances the humoral immunity leading to a high level of 
protection against MRSA infections. Therefore, this seems to be a good option for improving the 
performance of this vaccine. 
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  چکیده
 مشکل با  رادرمان پروسه ،اورئوس استافیلوکوکوس در سیلین متی به مقاومت به ویژه بیوتیکی آنتی هاي مقاومت پیدایش :هدف و زمینه
 مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس واکسن کارائی بر ادجوانت یک عنوان به آلوم و نالوکسان مخلوط اثر مطالعه، این در .است ساخته مواجه

   .گردید بررسی شده کشته سیلین متی به
 سونیکاسیون وسیله به و کشت داده شد TSB محیط درسیلین  وس مقاوم به متیئ اورساستافیلوکوکو 834 سویه :ها روش و مواد
 در نظر مورد واکسن و شدند تقسیم گروه هفت به  بالب سیهاي موش .گرفت قرار استفاده مورد واکسن مدل یک عنوان به و شده کشته

 و IgG توتال بادي آنتی سطح .گرفتند قرار تزریق مورد تنهایی به یا و آلوم و نالوکسان از مخلوطی آلوم، نالوکسان، ادجوانت با ترکیب
 و گرفت انجام مذکور باکتري با چالش آزمون نهایت در و شد گیري اندازه الیزا روش به IgG1 , IgG2a هاي ایزوتیپ چنین هم

  .شدند بررسی کلیه در باکتري رشد میزان لحاظ به ها موش
 طور هب سیلین وس مقاوم به متیئ اورساستافیلوکوکو با آلوم و نالوکسان مخلوط گروه در توتال IgG بادي آنتی سرمی سطح :ها یافته
  .شد مشاهد گروه این در باکتري بار پایین سطح علاوه هب ).p>05/0( بودکرده پیدا افزایش يدار معنی

 استافیلوکوکوس شده کشته واکسن با همراه ادجوانت یک عنوان به آلوم و نالوکسان مخلوط تجویز رسد می نظر به :گیري نتیجه
 به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس عفونت برابر در حفاظت از بالایی سطح به منجر رالهمو ایمنی تقویت با ،سیلین متی به مقاوم اورئوس

  .گردد می سیلین متی
  سیلین متی به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس ادجوانت، زایی، ایمنی آلوم، نالوکسان، :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 کوکسی یک عنوان به اورئوس استافیلوکوکوس

 سندرم نظیر متعددي هاي بیماري ایجاد باعث مثبت گرم
 غذایی، مسمومیت ، سمی شوك سندرم پوست، شدن فلسی

 چرکی آرتریت پنومونی، اندوکاردیت، جلدي، هاي   عفونت
 در ها ژنپاتو ترین یعشا از یکی و گردد می استئومیلیت و

 که اي گونه به است مفاصل و استخوان هاي   عفونت ایجاد
 هاي   عفونت ترین رایج از حاد استئومیلیت و سپتیک آرتریت
 اورئوس استافیلوکوکوس از ناشی مفصلی و استخوان

 هاي  بیوتیک آنتی ترین رایج از یکی سیلین متی .)1(باشند می
 استافیلوکوکوس هاي  تعفون درمان در استفاده مورد

 انگلیسی دانشمندان 1961 سال در ولی باشد می اورئوس
 به که را اورئوس استافیلوکوکوس باکتري از سویه اولین
 1968 سال در و کردند شناسایی داشت مقاومت سیلین متی

 با انسانی عفونت در بیوتیک آنتی این به مقاومت مورد اولین
 به توجه با .)2(شد ارشگز متحده ایالات از باکتري این

 سیلین متی به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس اهمیت
(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus-

MRSA)، هاي   ایزوله روي بر دنیا در داري دامنه مطالعات 
 از سویه این شیوع میزان جمله از .گرفت صورت فوق بالینی

 بیش تایوان و کره چین، نظیر آسیایی هاي  کشور در باکتري
 در و درصد 50 از بیش شمالی آمریکاي در ،)3(درصد 70 از

 مطالعاتی نیز ایران در .)4(است شده گزارش درصد 20 اروپا
 استافیلوکوکوس سویه از ناشی هاي   عفونت شیوع مورد در

 نشان  ها  بررسی .است شده انجام سیلین متی به مقام اورئوس
 درصد 5/48 حدود ایران در MRSA فراوانی میزان دهد می
 هاي   روش از استفاده عدم آن دلیل احتمالا که باشد می

 مورد بیوتیک آنتی دیسک نوع و آزمایش چگونگی یکسان،
 این با مقابله در مهم مشکلات از یکی .)6 ،5(باشد می استفاده

 میکروب این متعدد زایی بیماري هاي مکانیسم پاتوژن، عامل
 آن علیه موثر ایمنی هاي پاسخ از صحیح درك فقدان و

 گونه این در بخش نوید راهکار یک رسد می نظر به .باشد می
 واکسن ساختار در جدید هاي ادجوانت کارگیري به موارد
 صورت به که مناسب ادجوانت یک عنوان به آلوم .باشد

 کارگیري به مجوز و رود می کار به واکسیناسیون در گسترده

 مناسب تحریک به قادر دارد، را نیانسا واکسیناسیون در
 واکسن مانند ها واکسن برخی در اما است همورال ایمنی

 بادي آنتی موثر پاسخ به قادر افراد از درصدي در B هپاتیت
 به نالوکسان که دهد می نشان گذشته مطالعات .)7(باشد نمی

 هاي پاسخ انحراف توانایی اپیوئید آنتاگونیست یک عنوان
 به ایمنی هاي پاسخ است قادر و دارد را Th1 سمت به ایمنی

 نظر از دیگر سوي از .)9 ،8(نماید تقویت را ها واکسن
 خطر بی کاملا شدید جانبی عوارض یا و بودن توکسیک

 ترك موارد براي انسانی هاي جمعیت در آن مصرف و بوده
 آمریکا متحده یالات داروي و غذا سازمان توسط اعتیاد

)FDA( يها یافته دیگر سوي از .است دهرسی تایید به 
 تقویت به قادر نالوکسان که آنست گر بیان اخیر مطالعات
 بادي آنتی هاي پاسخ القاء در آلوم ادجوانت عملکرد

 -نالوکسان مخلوط ادجوانتی اثر مطالعه این در .)10-12(است
 اورئوس استافیلوکوکوس شده کشته واکسن مدل در آلوم

 و همورال ایمنی هاي پاسخ قویتت در سیلین متی به مقاوم
 مذکور باکتري به تجربی عفونت در محافظتی اثر ایجاد
  .است گرفته قرار ارزیابی مورد

  
 ها روش و مواد

 کوکوس استافیلو استاندارد سویه تایید و تهیه
  ) MRSA(سیلین متی به مقام اورئوس

 انیستیتو از فیلیزه لیو صورت به MRSA 834سویه
 و بیوشیمیایی متداول هاي روش با و گردید هتهی پاستورتهران

  .گردید تایید کشت
   MRSA شده کشته باکتري تهیه

 تازه کشت یک ، MRSA باکتري شبانه کشت از
 لیتري یک    ارلن درون براث TSB محیط لیتر میلی 750 در

 حدود به  باکتري رشد کدورت رسیدن از پس .گرفت انجام
 دور با  دقیقه 30 مدت هب نانومتر، 600 موج درطول  6/0

4000 rpm بعد و آوري جمع سلولی رسوبات و سانتریفیوژ 
 بار هر بار، 3 دفعات تعداد به PMSF میلی مول1 افزودن از
 130 قدرت با و هم از ثانیه 10 فواصل با ثانیه، 30 مدت به

 Hielscher Ultrsound) شد سونیکیت هرتز کیلو
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Technology, Germany). محلول در دیالیز سپس PBS 
1 x )Sigma( به پروتئین غلظت پایان در و گرفت انجام 

 فیلتراسیون کمک با نمودن استریل از پس و آمده دست
 استانداردهاي حضور در برادفورد روش با پروتئین غلظت

  .شد گیري اندازه گاو آلبومین
  واکسن تزریق و مطالعاتی هاي موش بندي گروه

 6-8 نر Balb/c وشم سر 144 تعداد منظور بدین
 6 در  ها  موش .شد خریداري کرج پاستور انستیتو از اي هفته

 دانشگاه قوانین با مطابق جداگانه هاي   قفس در تایی 24 گروه
 0 هاي  روز در تزریقات .شدند نگهداري ایران پزشکی علوم

 از میکروگرم 10 میزان به و جلدي زیر صورت به 28 و14 ،
 به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس هشد کشته باکتري لیزات

 مخلوط یا آلوم، نالوکسان، در شده فرموله سیلین متی
 باکتري و مطالعه اصلی هاي گروه عنوان به آلوم و نالوکسان

 سیلین متی به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس شده کشته
 عنوان به نالوکسان کنترل و PBS کنترل ادجوانت، بدون
   .گرفت انجام لیتر میلی 5/0 نهایی محج در و شاهد هاي گروه

  توتال IgG سطح سنجش
 چشم گوشه  از تزریق، آخرین از پس هفته دو

 و آمد عمل هب گیري خون )رترواوربیتال سینوس( ها  موش
 -20 در توتال IgG میزان سنجش براي آن از حاصل  سرم

 سرم در توتال IgG میزان .شد نگهداري درجهگراد  سانتی
 اي خانه 96 هاي پلیت در استاندارد الیزاي وشر به موش هر

)Extragen, Korea( 100 مقدار .شد گیري اندازه 
 ژن آنتیلیتر  کروگرم در میلییم 10 غلظت از میکرولیتر
 چاهک هر به )4/7 pH( PBS در )g/well1( باکتریایی

 دماي در شب یک مدت به و گردید اضافه میکروتیتر پلیت
 بافر با شستشو بار 3 از پس .شد کوبهان گراد سانتی درجه 4

PBST )بافر PBS درصد05/0 محتوي Tween -20(، با 
PBST درصد 5 محتوي BSA 37 در ساعت 2 مدت به 

 با شستشو بار چند دنبال به و شد بلوکهگراد  سانتی درجه
PBST، تهیه  1:12800تا 1:100 هاي رقت موش هر سرم از 

 مدت به و گردید اضافه ها چاهک به میکرولیتر 100 مقدار و
 شستشو، بار 4 از پس .گردید انکوبه درجه 37 در ساعت 2

 rabbit( پراکسیداز با کونژوگه بادي آنتی  میکرولیتر100

anti-mouse IgG, Sigma( هر به 1:10000 رقت با 
 دنبال به .شد انکوبه درجه 37 در ساعت 5/1 و اضافه چاهک

 زاي رنگ معرف از میکرولیتر 100 شستشو، مرحله چند
TMB/H2O2 )Razi institute( اضافه، چاهک هر به 

 و متوقف نرمال 1 سولفوریک اسید کمک به آنزیمی فعالیت
  .شد قرائت نانومتر 450 در نوري جذب

  تجربی هاي  گروه در باکتریائی بار بررسی
 باکتریایی، چالش از پس هفته یک منظور بدین

 بودند، گرفته قرار کتریاییبا چالش  مورد که هایی   موش کلیه
 از پس و گردید خارج ها موش بدن از  استریل شرایط در

 ازمیکرولیتر  10 مقدار سلولی مایع محیط هموژنیزاسیون
 شب یک مدت به سازي رقیق بدون شده تهیه سوسپانسیون

 تعداد بعد روز و شد داده کشت آگار LB کشت محیط در
 CFUs )Colony Forming واحد با کرده رشد هاي کلون

Units( شمارش موشی  هاي  گروه در باکتري بار تعیین براي 
  .شدند

 افزار نرم از  ها  داده تحلیل و تجزیه جهتدر پایان 
SPSS  اساس بر  کمی هاي   داده نتایج و شد استفاده 21نسخه 
 یک واریانس آنالیز آزمون کمک به و تکرار بار سه میانگین

 تجزیه مورد LSD روش و (One-Way ANOVA) طرفه
 و درصد 95 اطمینان حدود با و گرفت  قرار آماري تحلیل و

05/0<p شد گزارش.  
  

  ها یافته
  توتال IgGبادي آنتی تیتر

 در )1 نمودار( توتال IgG بادي آنتی بررسی نتایج
 ادجوانت همراه به را نظر مورد واکسن که موشی هاي گروه
 دریافت ادجوانت دو نای از ترکیبی یا و نالوکسان یا آلوم

 داري معنی صورت به کنترل هاي گروه به نسبت بودند، کرده
)003/0<p( دهند می نشان را بادي آنتی هاي پاسخ افزایش. 
 تجربی هاي گروه در آلوم و نالوکسان مخلوط کارگیري هب

 با شده ایمن گروه به نسبت بادي آنتی پاسخ تقویت موجب
 )p=001/0(است شده آلوم ادجوانت همراه به واکسن
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 نالوکسان /آلوم ادجوانت همراه به واکسن تزریق چنین هم
 میزان در نیز نالوکسان /واکسن کننده دریافت گروه نسبت
 داده نشان را يدار معنی افزایش توتال بادي آنتی تولید
  ).p=024/0(است

 هـاي  گـروه  بـین  در توتـال  IgG گیـري  اندازه نتایج  .1 نمودار
 که گروهی در توتال IgG بادي آنتی تولید میزان .مطالعه مختلف

 بـه  مقـاوم  اورئـوس  اسـتافیلوکوکوس  شـده  کـشته  باکتري با
 نالوکـسان  و آلـوم  ادجوانتی مخلوط در شده فرموله سیلین  متی

 مطالعـه  مـورد  هـاي  گـروه  سـایر  از بـالاتر  انـد  شـده  ایمونیزه
 معیـار  انحـراف ±میانگین صورت به ها داده ).p>05/0(باشد می

)SD( اند  شده داده نمایش.  
  

 از باکتري بار میزان گیري اندازه از حاصل نتایج
   MRSA سویه با ها  موش تجربی عفونت

 تجربی هاي گروه در میکروبی بار بررسی نتایج
 در کلیه در باکتري بار میزان متوسط که دهد می نشان

 با ترکیب در را نظر دمور استافیلوکوکی واکسن که گروهی
 بودند کرده دریافت نالوکسان /آلوم هاي ادجوانت مجموع

 در میکروبی بار در يدار معنی کاهش ها گروه سایر به نسبت
 کننده دریافت گروه بین اما ).p=001/0(است داده نشان هکلی

 تفاوت نالوکسان/واکسن گروه و نالوکسان/آلوم با واکسن
  .)2نمودار ()p>05/0(تاس نشده مشاهده يدار معنی

  
 با درگیر هاي موش کلیه باکتریایی بار میزان مقایسه .2 نمودار
 )SD( معیار انحراف±میانگین صورت به ها داده .MRSA سویه

  .اند شده داده نمایش

  
 بحث

 -آلوم مخلوط که داد نشان حاضر مطالعه نتایج
 واکسن کارائی افزایش موجب واکسن همراه به نالوکسان

 و توتالIgG تولید سطح افزایش صورت به که است شده
 باکتري بار کاهش چنین هم و IgG2a و IgG1 هاي ایزوتیپ

 يها یافته چنین هم .بود مشهود شده ایمن حیوانات کلیه در
 آلوم به نسبت نالوکسان-آلوم که داد نشان حاضر پژوهش

 هاي پاسخ القائ در بالاتري کارائی ادجوانت عنوانه ب تنها
 از درون تنی شرایط در باکتري گسترش مهار و رالهمو
  .دهد می نشان خود

 مخلوط که دهد می نشان گذشته مطالعات
 )13(شود می همورال ایمنی تقویت موجب آلوم-نالوکسان

 .باشد می همسو حاضر مطالعه نتایج با علمی یافته این که
 در نالوکسان-آلوم ادجوانتی ترکیب اثر احتمالی مکانیسم

 از یک هر طرفه دو اثر احتمالا هومورال هاي پاسخ بهبود
 در بیشتر هاي بررسی و باشد نالوکسان و آلوم هاي ادجوانت

  .)15 ،14(باشد راهگشا تواند می زمینه این
 بررسی در 2010 سال در که نتایجی با نتایج این

 واکسن با ترکیب در آلوم-نالوکسان مخلوط ادجوانتی اثر
 ایمنی، سیستم تحریک در موریوم فیتی سالمونلا شده کشته

 بار کاهش با توتال، IgG سرمی سطح تولید افزایش
  .)12(داشت مطابقت طحال و کبد در باکتریایی
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 نمود مشخص 2013 سال در اي مطالعه چنین هم
 شده کشته واکسن با ترکیب در آلوم-نالوکسان مخلوط
 توتال IgG سرمی سطح افزایش به منجر تنسیس ملی بروسلا

   .)16(گردد می طحال در باکتریایی بار کاهش و
 مخلوط از استفاده با ایمنی هاي پاسخ تقویت

 و )18 ،17 ،12(همورال ایمنی تحریک در آلوم-نالوکسان
 در با .است اهمیت حائز بسیار سلولی خارج يها ژنپاتو مهار
 خارج پاتوژن یک MRSA باکتري که این گرفتن نظر

 از آن مهار در همورال ایمنی پاسخ بنابراین باشد می سلولی
 مطالعه نتایج که گونه همان .است برخوردار بالائی کارائی
 هب نالوکسان-آلوم مخلوط از استفاده است داده نشان حاضر
 همورال ایمنی هاي پاسخ بهتر القا موجب ادجوانت عنوان

 با شده ایمن هاي موش در باکتریایی بار کاهش و شده
 بهتر القاء دلیل به تواند می آلوم-الوکسانن مخلوط از استفاده

 موثرتر حذف آن دنبال هب و همورال ایمنی هاي پاسخ
  .)13(باشد بادي آنتی به وابسته هاي مکانیسم با ها باکتري

 دریافت گروه در میکروبی بار کاهش به توجه با
 در آلوم-نالوکسان مخلوط از استفاده با واکسن کننده

 تقویت رسد می نظر به آلوم-واکسن گروه با مقایسه
 عنوان هب آلوم-نالوکسان مخلوط گروه در ایمنی هاي پاسخ

 معنی بدان این و شده باکتریایی بار کاهش موجب ادجوانت
 نسبت ادجوانت عنوان هب آلوم-نالوکسان مخلوط که است

 کارائی باشد می انسان در متداول ادجوانت که آلوم به
   .است بخشیده بهبود را یایمن هاي پاسخ القاء در واکسن

 پاتوژن یک عنوان به اورئوس استافیلوکوکوس
 براي متعددي هاي مکانیسم انسانی، هاي عفونت در اصلی

 هاي سویه ظهور با .)1(دارد ایمنی سیستم دسترس از فرار
 با بیوتیکی آنتی رایج هاي درمان بیوتیک، آنتی به مقاوم جدید

 بتواند واکسن سدر می نظر به و اند شده مواجه شکست
 زیادي حد به تا ها واکسن کارائی .)19(نماید مهار را بیماري

 به نالوکسان داروي .)20(دارد بستگی مناسب ادجوانت به
 آن مورد در سمیتی هیچ که اعتیاد ترك داروي یک عنوان

 و جهانی بهداشت سازمان تایید مورد است، نشده مشاهده
FDA اثر مشاهده با 2007 سال در بار اولین .)21(دارد قرار 

 هاي پاسخ و IFN-γ سایتوکاین سطح افزایش در دارو این
 احتمال HSV-I عفونت روي بر اي مطالعه در سلولی ایمنی

 .)22(باشد ادجوانتی اثر داراي نالوکسان داروي که شد داده
 این اثر بر 2010 و 2009 هاي سال در بعدي مطالعات
 سلولی ایمنی هاي پاسخ سطح تقویت در دارو این ادجوانتی

 هاي پاسخ سمت به ایمنی هاي پاسخ دادن سوق طریق از
Th1، سایتوکاین سطح افزایش IFN-γ هاي پاسخ بهبود و 

 صحه سیتوتوکسیک هاي پاسخ نیز و ها لنفوسیت تکثیري
 عنوان به دارو این عمل مکانیسم رسد می نظر به .)23(گذاشت

 سوي از .)14(است التهابی محیط ایجاد دلیل به ادجوانت
 عمل از مانع نالوکسان داروي که دارد وجود شواهدي دیگر

 کننده عرضه يها سلول روي بر تنظیمی T يها سلول تنظیمی
 دلیل به تاکنون که این به توجه با .)24(گردد می ژن آنتی

 از استفاده مقاومت، ایجاد در اورئوس استافیلوکوك توانایی
 موفق چندان پاتوژن این هاي عفونت درمان در بیوتیک آنتی
 واکسن کارائی بهبود رویکرد با حاضر پژوهش است، نبوده
 به آلوم-نالوکسان مخلوط کارگیري هب با پاتوژن این علیه

  .پذیرفت انجام ادجوانت عنوان

  
  گیري نتیجه

 که آلوم به نسبت آلوم-نالوکسان مخلوط
 در را واکسن کارائی باشد می انسان در متداول ادجوانت

 ایمنی تقویت با و بخشد می بهبود ایمنی هاي پاسخ القاء
 عفونت برابر در حفاظت از بالایی سطح به منجر همورال

  .گردد می سیلین متی به مقاوم اورئوس استافیلوکوکوس
  

  قدردانی و تشکر
 در را ما که برجسته نرجس خانم سرکار از وسیله بدین

 دانی قدر و تشکر الکم صمیمانه کردند یاري پژوهش این انجام
  .داریم را
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