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  چکیده

بعنوان مهمترین ساختمان آنتـی ژنیکـی سـویه هـاي           ) LPS( پژوهش ها نشان می دهد که لیپوپلی ساکارید          :زمینه و هدف  

کاربرد ادجوانت هاي با منشا میکروبی      از طرفی   . صاف بروسلا ،کاندیداي مناسبی براي طراحی واکسن هاي زیرواحدي است         

در القاء پاسخهاي ایمنی سبب طراحی نسل جدید واکسنهاي زیرواحدي شده است  کـه  نمونـه آن وزیکـول غـشاي خـارجی            

)Outer Membrane Vesicle: OMV (وزیکول غشاي خارجی باعث افزایش عیار آنتی بادي از کـلاس  . نیسریا مننژیتیدس است

IgM   و IgG   در ایـن تحقیـق، تـاثیر کمـپلکس غیـر کـوالان        . آنتی ژنی می شود که بـه همـراه آن تزریـق شـده اسـت             علیه

LPS+OMV            در القاي ایمنی سلولی با ارزیابی مقدار تولید و ترشح IFN-γ    ،IL-4   و IL-10         بررسی و الگوي فعالـسازي زیـر 

  .   تعیین گردیدTh2 و Th1گروه هاي 

ط روش بهینه سازي شده فنلی تخلیص شد و سپس برنامه ایمیونیزاسیون در سـه گـروه                   لیپو پلی ساکارید توس    :روش کار 

بـه   LPSبروسلا آبورتوس به تنهـایی،    LPS به صورت زیرپوستی با   42 و   28،  14 ،0   در روزهاي   BALB/cشش تایی موش    

پـس از  .   انجام گردیدBه    نیسریا مننژیتیدیس سروگروOMV بروسلا آبورتوس و LPSهمراه ادجوانت فروند و کمپلکس      

  . با روش الایزا  بررسی گردیدIL-10  و IFN-γ ،IL-4 تهیه سوسپانسیون سلول هاي طحالی، عیار ساتیوکاین هاي

 نـسبت بـه دو گـروه دیگـر       IFN-γبروسلا آبورتوس به تنهایی باعث القاء معنـی دار عیـار             LPS ایمیونیزاسیون با      :یافته ها 

)LPS+OMV و LPS+FA (شد) 05/0p< (     در حالی که عیارIL-4 وIL-10         اگرچـه  .  در تمام گروه ها افزایش اندکی نـشان داد

 افزایش یافته است ولی در همین گروه نیز عیار    IL-10 و IL-4  عیار LPS در مقایسه با LPS+OMVبه دنبال تزریق کمپلکس    

IFN-γ در مقایسه باIL-4و IL-10بیشتر است .  

              IL-10 و IL-4 در مقایـسه بـا    IFN-γگـروه، حیوانـات ایمیـونیزه شـده داراي عیـار سـرمی بـالاي                 در هر سه     :نتیجه گیري  

و بـه همـراه      OMVبه تنهایی، به صورت کمپلکس بـا         (LPS به دنبال ایمیونیزاسیون مدل حیوانی با        IFN-γافزایش  . باشندمی

فزایش فعالیـت سـلول هـاي پلـی مورفونـوکلئر  و در نتیجـه             است که باعث ا    Th1نشان دهنده پاسخ هاي سلولی      ) ادجوانت

 Th2 که نشان دهنده مهار پاسخ سلول هـاي  IFN-γ در مقایسه با IL-10 و   IL-4عیار کمتر   . تسهیل پاکسازي عفونت می شود      

در کـارآیی   مشاهده می شود که می تواند به عنوان عاملی مؤثر          LPSمی باشد در هر سه گروه به دنبال ایمیونیزاسیون با           

 اساساً در ساز و کارهاي دفـاعی علیـه      Th2مطرح گردد چراکه پاسخ سلول هاي       ) LPSبر پایه   (واکسن زیر واحدي بروسلوز     

باعـث افـزایش احتمـال بقـاي درون     Th)  (Th1 بروسلا نه تنها کاربردي ندارد بلکه با مهار جمعیت هاي مؤثر از سـلول هـاي  

  .سلولی این میکروارگانیسم می گردد

 بروسلا  ابورتوس؛ لیپو پلی ساکارید؛ نیسریا مننژیتیدیس؛ وزیکول غشاي خارجی؛ اینترفرون گاما؛ اینترلوکین :کلمات کلیدي

10؛ اینترلوکین 4
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  مقدمه

بروسلوز مهمترین بیماري عفونی مشترك بین انسان       

است که در اثر آلودگی با بروسلا بـه          )زئونوز(و دام   

انتشار جهانی دارد و باعـث      این بیماري   . آیدوجود می 

خسارات اقتصادي زیاد به دامداران و تهدید سـلامتی         

بـا ایـن کـه عفونـت در         . ]1[ شـود جوامع انسانی مـی   

بسیاري از مناطق مثل خاورمیانه، آمریکاي مرکزي و        

ــاي    ــوزه دری ــا در ح ــواحی اروپ ــی از ن ــوبی و برخ جن

مدیترانه گسترش زیادي دارد، واکسن انسانی موثر و     

  . ]2-4[ د شده علیه این بیماري وجود نداردئیات

امروزه کنترل بیماري بروسلوز بر سـه اصـل کـشتن           

پاستوریزه کردن محـصولات لبنـی و        دام هاي آلوده،  

واکـسیناسیون دام هـا بـر       . واکسیناسیون استوار است  

پایه تلقـیح سـویه هـاي زنـده ضـعیف شـده بروسـلا               

ــوس آبورتـ
1
 )45/20,S19(ــلا ملی ــسیس و بروسـ تنـ

2
 

)(Rev1             است که استفاده از این واکسن هـا در دام بـا 

ــت    ــراه اس ــدودیت هــایی هم         همچنــین . ]6،5[ مح

 باکتري غیر فعـال      شامل هاي بروسلوز انسانی  واکسن

شده و یا سویه هاي زنده تخفیف حـدت یافتـه بـا دو      

نخـست آنکـه گـاهی ایجـاد         :مشکل اساسی مواجه اند   

ا واکنش هاي ازدیـاد     نکه ب اري می نمایند و دوم آ     بیم

 در سال در همین راستا، .حساسیت ناخواسته همراهند

گونه  مختلفی ازاخیر ایمنی زایی با آنتی ژن هاي       هاي  

کونژوگه و یـا     هاي بروسلا به شکل مونووالان طبیعی،     

نوترکیب مورد مطالعه و بررسی قـرار گرفتـه اسـت      

]8،7[ .  

ــسم،  ــن ارگانی ــرولانس ای ــل وی ــین عوام ــوپ از ب لی لیپ

)LPS( ساکارید
3

 بـه عنـوان عامـل ویـرولانس اصـلی           

شناخته شده است و سویه هاي جهـش یافتـه و فاقـد             

این جزء از دیواره سـلولی  فاقـد ویـرولانس و تـوان             

 بـه لحـاظ   LPSهمچنـین  . بقاي درون سلولی هـستند    

                                                            

1 Brucella abortus
2 Brucella melitensis
3 Lipopolysaccharide

آنتی ژن اصلی سـطح سـلولی بروسـلا           ایمونولوژیک،

وزه مـین دلیـل امـر      ه بـه . ]9،8[ محسوب مـی شـود    

دلیل داشتن خـواص آنتـی       بروسلا به    LPSاستفاده از   

ژنیک و ایمونوژنیک قوي جهت طراحی و تولیـد یـک           

واکسن موثر انسانی بسیار مـورد ارزیـابی و مطالعـه           

  . ]10،9[ قرار می گیرد

تولیــد و   ،IL-12کاین در اوایـل ســیر عفونـت، ســایتو  

را افـزایش داده کـه        )IFN-γ( ترشح انترفـرون گامـا    

 و تحریـک    Th1ر به افزایش پاسـخ هـاي سـلولی          منج

ماکروفاژها فعال شـده    . گرددفعالیت ماکروفاژها می  

مقاومــت در مقابــل ) NO( بــا تولیــد اکــسید نیتریــک

بروسلوز را تقویت می کنند و همچنین سـبب تولیـد           

IgG2a مــی شــود و بــا فعالــسازي کمپلمــان عفونــت 

پاسخ ر بروسلوز تعادل بین   د. ]10[ پاکسازي می شود  

ــا پیــشرفت بیمــاريTh2و Th1هــاي         ســبب کنتــرل ی

 IL-10 و IL-4 در مجموع سـایتوکاین هـاي     . می گردد 

-IFN سبب تنظیم منفی در عملکرد ماکروفاژ و تولید    

γ             و سوق پاسخ هاي ایمنی به سـمت ایمنـی همـورال 

)Th2 (در نتیجه در طراحی واکسن . ]12،11[می شوند

 پاسخ هـاي اختـصاصی   بروسلوز، تحریک و راه اندازي   

ســلولی در کنــار پاســخ هــاي همــورال اصــلی تــرین  

  .]12[استراتژي است 

  سیستم ایمنی غیر اختصاصیتحریکادجوانت ها سبب 

. ]14،13[ دنمی شو ایمنی سلولی  هايو افزایش پاسخ

)OMV (در این مطالعه وزیکول غشاء خارجی     
4

 نیسریا  

مننژیتیدیس
5

کروبـی   به عنوان ادجوانتی بـا منـشاء می       

انتخاب شد که بـر اسـاس روش پیـشنهادي سـازمان            

 OMVبــی زیــانی مــصرف  ،)1967(بهداشــت جهــانی 

در خرگوش به اثبات    تب زایی   خالص با انجام آزمون     

  .]15[ رسیده است

، به  IL-10و   IFN-γ  ،IL-4در این تحقیق ارزیابی القاي      

ــووالان  ــر کـ ــپلکس غیـ ــیون کمـ ــال ایمیونیزاسـ            دنبـ

                                                            

4
 Outer membrane vesicle

5
 Neisseria meningitidis
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225و همکاران سید داور سیادت دکتر                                                                                                  ....ارزیابی الگوي سایتوکاینی 

  

LPS-OMV        در مدل حیوانی به عنوان کاندید واکسن

بررسی قـرار گرفـت تـا          انسانی علیه بروسلوز، مورد   

وارد بررسی فازهـاي بـالینی       مطالعات تکمیلی از  پس  

  .گردد

  

  روش کار 

  شرایط کشت و فرمانتاسیون ، سویه باکتري

اي صـاف و   که  سـویه 1 بیوارS99بروسلا آبورتوس

 دي اکسید کـربن    مستقل از 
1
اشـد از کلکـسیون     بمـی  

هـاي باکتریـایی و     هاي استاندارد بخش واکـسن    سویه

بـه طـور    . ژن انستیتو پاستور ایران تهیه شد     تهیه آنتی 

خلاصه این سویه ابتدا در محیط کشت بروسـلا آگـار           

 سـاعت   72به مـدت    درجه سانتی گراد     37در دماي   

کشت داده شد و سپس به منظور تهیـه بـذر سـلولی     

کـشت  در بروسـلا بـراث      اعت   س 72 به مدت    مجددا

فرایند فرمانتاسیون به منظـور تهیـه تـوده         . داده شد 

ــشت    ــیط کـ ــوس در محـ ــلا آبورتـ ــلولی بروسـ سـ

ــاوي PDAT2ح
 )g/L15 (PDC3

 )g/L15( ــی ــدیم ب ، س

ــولفات ــر   g/L  1/0 سـ ــصاره مخمـ                   در g/L  10و عـ

1/0 ± 4/6 pH  بذر سلولی تهیه شده    . صورت گرفت

ــه مخــزن   ــري فرمــانتور  لی60ب -Contact-Flow) ت

b.v.Bilthoven unit)  صنعتی حاوي محیط کشت فـوق 

در نهایت توده سلولی حاصل بـراي اسـتخراج    و  تلقیح

(LPS)9[  مورد استفاده قرار گرفت[.  

ینــد اســتخراج لیپــو پلــی ســاکارید و ارزیــابی آفر

  شیمیایی نمونه استخراج شده

ازي فنلـی   با استفاده از روش بهینـه س ـ LPSاستخراج  

در این روش به توده سلولی فنل       . ]9[صورت گرفت   

بی در سطح  لایه فاز آپس از جدا شدن اضافه کرده و

 %25و فاز فنلی در طی مراحلی، با اضافه کردن اتانول 

با اضافه کـردن   و   بی آ به فاز تري کلرواستیک اسید    و  

                                                            

1
 CO2-independent

2
 Peptic digest of animal tissue

3
 Pancreatic digest of casein

 تري کلرو اسـتیک اسـید      سدیم استات اشباع و     ،  اتانول

  . استخراج گردیدLPS ،یبه فاز فنل

نمونه استخراج شـده مـورد ارزیـابی هـاي شـیمیایی         

بـا اسـتفاده از دسـتگاه      (شامل سنجش مقدار پروتئین     

، )Picodrop Ltd, Cambridge, UKپیکـــودراپ 

ــا اســتفاده از روش (توکــسین واند )LALب
4

 و الگــوي 

ــک ــا  ( LPS الکتروفورتی ــسه ب ــتاندارد  LPSدر مقای اس

مـورد   SDS-PAGEبـا اسـتفاده از       )Sigma(سالمونلا  

  . ]9[  قرار گرفتبررسی

 خارجی نیسریا مننژیتیدیس    يتخلیص وزیکول غشا  

  Bسرو گروه 

 G245،CSBPIبــدین منظــور از ســویه اســتاندارد    

. اسـتفاده گردیـد    Bنیسریا مننژیتیـدیس سـروگروه      

 سلولی از کشت انبوه باکتري در فرمـانتور         تودهابتدا  

 فرانتز اصـلاح شـده تهیـه         لیتر محیط کشت   40حاوي  

 پـس از تعیـین وزن مرطـوب تـوده سـلولی،           . گردید

اولتــرا  - روش دزاکــسی کــولاتبــه OMVاســتخراج 

. ]16،15[ سانتریفوژ افتراقی انجام شد

  برنامه ایمونیزاسیون

  در   BALB/c گروه از مـوش هـاي        3 مطالعهدر این   

 ایمیونیزاسـیون در     و ند تایی انتخاب شد   6هاي   گروه

ــا صــورت زیرپوســتی بــه  42 و 28 ،0،14ي روزه
5
 

 g/mLµ 10در گـروه یـک، تزریـق         .صورت پـذیرفت  

LPS       بدون ادجوانت، گـروه دو g/mLµ 10 LPS   بـه 

 g/mLµ و گروه سه     2ادجوانت فروند  Lµ100همراه  

10  LPS به همراهµg50  OMV   به عنوان ادجوانـت

  . انجام شد

  استخراج سلول هاي طحالی

ه را با استفاده از محـیط کـشت         طحال حیوان ایمیونیز  

شستشو داده سپس محیط داخل پلیـت       RPMIسلولی  

سـانتریفوژ  دور در دقیقـه      2000 دقیقه و    5به مدت   

جهـت لیـز    ،  مـایع رویـی    از جـدا سـازي       عدگردید و ب  

                                                            

4
 Limulus amebocyte lysate 

5
 Subcutaneous
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ــز   ــاي قرمـ ــول هـ ــهگلبـ ــافر بـ ــوبات بـ  ACK رسـ

)NH4Cl,KHCO3, EDTA.Na2·2H2O (اضــافه شــد .

 دقیقـه در دمـاي   5سوسپانسیون مخلوط شده بـراي    

 و بـراي    rpm 2000آزمایشگاه قرار گرفت و در دور       

در مرحله آخر پـس از جـدا        .  دقیقه سانتریفوژ شد   5

نت، رسوب سفید رنگ با محیط کشت       اسازي سوپرنات 

10سلولی شستشو شد و غلظـت       
6

 سـلول در هـر      2

  . ]17[میلی لیتر تنظیم گردید

فرونـد  در نوبت اول ایمیونیزاسیون، ادجوانت کامـل        

)CFA(
1

 و در نوبت هاي دوم و سوم ادجوانت ناقص          

)IFA(فروند  
2

 به کار رفته است و به همین دلیـل در           

 نـشان داده شـده      C/IFAمتن، ادجوانت بـه صـورت       

  .است

  این هاي تولید شده با روش الایزاارزیابی سایتوک

ــالی،     ــاي طح ــلول ه ــسیون س ــه سوسپان ــد از تهی بع

ــاي ــاتیوکاین هـ ــورد   γ- IFN  وIL-10 و IL-4 سـ مـ

عیار این سایتوکاین ها در کـشت     . قرار گرفت  ارزیابی

   .]15[ اندازگیري شد ELISAسلولی فوق به روش 

  آنالیز آماري

براي بررسی مقادیر بدسـت آمـده در گـروه هـاي            

ــه   ــک طرف ــانس ی ــالیز واری ــون آن ــشی، از آزم آزمای

استفاده شده است و در تمـام مـوارد، تفـاوت هـا در        

بــوده باشــد، از نظــر  >p 05/0 ارکــه مقــد صــورتی

  . آماري معنی دار در نظر گرفته شده اند

  

  یافته ها

  LPSشت انبوه باکتري و استخراج ک

در تحقیق حاضر پـس از تلقـیح بـذر مـورد نظـر بـه                

فرمانتور تا انتهاي فاز لگاریتمی رشد کلیه پارامترهاي        

تخمیري در شرایط کاملاً کنترل شده و اپتیمم کـشت          

در نهایـت   . ]9[در فرمانتور تنظیم گردیـد      غوطه ور   

                                                            

1
 Complete Freund's Adjuvant

2
 Incomplete Freund's Adjuvant

سلول ها بـه حـداکثر رشـد خـود رسـیده و مقـدار      

  . حاصل شد گرم توده سلولی2/101

از توده سلولی و ارزیابی هـاي    LPSبه دنبال استخراج    

 حاصـل   Eu/ml 108 LPSشیمیایی این نمونـه مقـدار       

 پـروتئین بـا اسـتفاده از دسـتگاه          همچنین مقدار . شد

 Thermo Scientific, USA( µg/ml2( دراپنــــانو

  . تخلیص شده گزارش گردیدLPSپروتئین در نمونه 

 %14 در ژل    )LPS )SDS-PAGEالگوي الکتروفورتیک   

پلـی سـاکارید     لیپـو (در مقایسه با مـارکر اسـتاندارد        

به صورت یک باند سبک و چند باند  ) Sigmaسالمونلا ، 

  ). 1شکل(سنگین است 

   OMVاستخراج 

-CSBPI G سـویه   Bنژیتیدیس سروگروه نیسریا من

.  مورد استفاده قرار گرفت    OMVبراي استخراج    245

 mg 730، مقـدار پـروتئین،      OMVبه دنبال اسـتخراج     

  .اندازه گیري شد

  
 S99پلی ساکارید بروسلا آبورتـوس       تیک لیپو الگوي الکتروفور  .1شکل  

 موریــوم اسـتاندارد ســالمونلا تیفــی  LPSدر مقایــسه بــا  )1سـتون  (

) 2ستون(

  ارزیابی پاسخ هاي ایمنی سلولی

بروسـلا ابورتـوس    LPSایمیونیزاسیون زیرجلـدي بـا    

S99    باعث افزایشIFN-γ      در مقایسه بـاIL-4   وIL-10 

 1همـانطور کـه در نمـودار        . در تمام گروه هـا شـد      

 در IFN-γمقـدار   LPSمشاهده می شـود بـا تزریـق        

بعـد از   . تـه اسـت   یافافزایش   IL-4و   IL-10مقایسه با   

 افـزایش   IFN-γمقـدار    LPS- OMVتزریق کمپلکس   

 افزایش القـائ شـده      پیدا می کند و این مقدار نسبت      

1 2
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و ادجوانت بیشتر اسـت      LPS کمپلکس   بعد از مصرف  

  .]1نمودار و 1جدول [

  در گروه هاي ایمیونیزه شده با IL-10  وIFN-γ ،IL-4عیار . 1جدول 

LPS ،LPS+OMVو  LPS+C/IFA   

IL-10عیار IL-4عیار   IFN-γعیار   وهگر

1 LPS :  Pg/mL1100  Pg/mL410  Pg/mL400  

2LPS+OMV :

  

780 Pg/mL550 Pg/mL530 Pg/mL

3LPS+C/IFA :  650 Pg/mL400 Pg/mL390 Pg/mL

  

  

  
  

 LPS آنالیز ترشح سیتوکاین در موشهاي ایمن شده بوسـیله  .1شکل 

ال موش دو هفته بعـد از آخـرین     سلولهاي طح . در فرمولهاي مختلف    

از آنتی ژن به مدت سـه روز        ) μg/mL 10(  تزریق جداسازي و بوسیله   

 مترشحه انـدازه گیـري   IFN-γو  IL-4, IL-10تحریک و سپس سطح 

شدند، هر فرمول به صورت مخفف در هر ستون عمودي در نمـودار        

در قسمت مواد و روش هـاي مـتن توضـیح       ( نشان داده شده است     

  موش و براي سه بار انجام شـده          6هر تست براي    ) شده است داده  

 بیان شـده    pg/mL در مقیاس    SDانحراف از معیار و میانگین و       . است

  )بیانگر اختلاف معنادار بین دو گروه می باشد(**: است 

  

  بحث

بـه اسـتثناي    . امروزه بروسلوز مـشکلی جهـانی اسـت       

تعــداد محــدودي از کــشورهاي جهــان کــه عــاري از 

اکثـر   ري بوده یا موفق به ریشه کنـی شـده انـد،           بیما

در تـازه تـرین     . کشورها به ایـن بیمـاري آلـوده انـد         

 کشور عاري   17گزارش  سازمان بهداشت جهانی تنها       

ــت ــلوز اس ــرقی و  . از بروس ــه ش ــه مدیتران در منطق

خاورمیانه، تمامی کشورها آلوده بوده و ایران یکی از         

وسـلوز دامـی و     مناطق آندمیک با شیوع بالا بـراي بر       

هاي اقتصادي ناشـی     زیان. انسانی محسوب می گردد   

از بروسلوز دامی و انسانی در ایران طبـق برآوردهـا       

بسیار بالا است و هزینه هاي زیادي را تحمیـل کـشور     

  .]4[ می کند

عدم دسترسی به واکـسن مـوثر انـسانی و همچنـین            

عوارض ناشی از مصرف واکسن هاي حیوانی از جمله          

ستند که مانع از ریشه کنی ایـن بیمـاري در           عواملی ه 

  .سراسر جهان شده اند

زایـی بروسـلا بـه صـورت داخـل          با توجه بـه عفونـت     

، پاسخ هاي ایمنی موثر علیه بروسلا وابسته بـه         سلولی

به عبارت دیگـر افـزایش      . پاسخ هاي سلولی می باشد    

قــدرت ماکروفاژهــا در کــشتن بــاکتري هــاي داخــل 

ین توانایی با ترشـح سـایتوکاین       سلولی به واسطه القا ا    

بنـابراین انتخـاب    .  انجام می پـذیرد    IFN-γهایی مثل   

در جهت تحریک پاسخ هاي  ) ژن ها و یا آنتی  (ژن  آنتی

سلولی براي حذف باکتري در بدن بسیار مهـم اسـت           

]19،18[ .  

به منظور طراحی یـک واکـسن مناسـب جهـت ایجـاد           

مناسب ایمنی حفاظت بخش نیاز به ترکیب آنتی ژنی         

ژن هـاي   تـرین آنتـی   می باشـد کـه از شـناخته شـده         

ــه بخــش عمــده    LPSبروســلا،  ــوري ک ــه ط ــت ب          اس

هاي سرولوژیک ایجاد شده در بیماري بروسلوز پاسخ

  .]20،19،7[ شودباکتري القاء می LPSعلیه 

 هاي پلی ساکاریدي  و زنجیره  LPSوژنیسیته بالاي   نایم

ت مختلفـی ایـن     آن باعث شده اسـت کـه در تحقیقـا         

ژن جهت طراحی واکسن انسانی   ساختار به عنوان آنتی   

ــی . بروســلوز اســتفاده شــود ــل  LPSاز طرف ــه دلی ب

شیمیایی خود قادر به تحریک ایمنـی        و ماهیت فیزیک 

نبوده و جز آنتی ژن هـاي        Tسلولی و لنفوسیت هاي     

یکـی از    .]3[ شـود بندي مـی  طبقه  Tمستقل از سلول    

ا در سوییچ پاسخ هاي مستقل از       هيژمهمترین استرات 

، ایجاد  Tهاي وابسته به سلول     به سمت پاسخ   Tسلول  

ناقــل -وگــه هــاپتنژکون
1
ایــن روش . ]21،22[ اســت 

                                                            

1
 Hapten-Carrier Complex
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بسیار با ارزش ولـی داراي مـشکلاتی از جملـه هزینـه       

زیاد، انتخاب دقیق اندازه و ساختمان مولکولی هر دو         

 ـ  ،وگاسیونژ ماکرومولکول، روش کون   ءجز ی  کار تکنیک

ــد     ــدمان فرآینـ ــودن رانـ ــایین بـ ــل، پـ ــرد عامـ فـ

ه بــ. وگاســیون اســتژکونژوگاســیون و پایــداري کون

ستراتژي ساده تر تـا حـدودي بـه         همین دلیل اگر با ا    

 اصلی که همان القائ پاسخهاي وابسته به سلولهدف 

T       تر می است تحقق یابد بسیار ارزشمند و کاربردي-

ها قابل  وانتباشد که این عمل با کاربرد بعضی از ادج

نیسریا مننژیتیـدیس    OMVدر این مطالعه    . اجرا است 

  . به عنوان ادجوانتی با منشا میکروبی انتخاب شد

ــز بت
1

ــه   ــد ک ــشان دادن ــارانش ن بروســلا  LPS و همک

  T از لنفویـست هـاي       IFN-γآبورتوس باعـث القـاي      

شود و وندورگ  می
2

نایـسریا   OMPsارانش از   ک و هم  

 ـ  B مننژیتیدیس گروه   LPSون ادجوانـت بـراي      به عن

بروسلا ملی تنسیس در مدل حیوانی استفاده کردند و 

مننگوکوك  OMPنشان دادند که استفاده از کمپلکس       

و آنتی   Th1بروسلا ملی تنسیس باعث تحریک       LPSبا  

  . ]23،7[ می شود IgG2aبادي هاي 

ــارجی باتاچ
3
ــپلکس   ــارانش از کم        بروســلا  LPSو همک

نیـسریا  ئین هـاي غـشاي خـارجی        پـروت تنسیس با   ملی

براي ایمن سازي در موش      Bمننژیتیدیس سروگروه   

استفاده کردند و انتشار بـاکتري بـه طحـال و کبـد را       

   .]8[ مهار نمودند

. بروسلا آبورتوس استفاده شد    LPSدر این تحقیق از     

به عنوان ادجوانـت   OMPsدر پژوهش هاي گذشته از   

نیـسریا   OMV ولـی اسـتفاده از       ه اسـت  استفاده شـد  

مننژیتیدیس به علت داشتن ساختار وزیکولی به طور        

گرفته و بهتر از بررا در  LPSموثري جزء آنتی ژنیک   

OMP  نقش ادجوانتی برايLPS 23[ایفا می کند[.  

 نشان داده شد بـه دنبـال        1همان طور که در نمودار    

         نـسبت بـه    IFN-γایمیونیزاسیون مدل حیـوانی، عیـار       

                                                            

1 Betts
2
 Vande verg

3
 Bhattacharjee

IL-4 و IL-10         در تمام گروه ها افزایش مـی یابـد کـه

و  Th1نشان دهنده پاسخ ایمنـی سـلولی بـه واسـطه             

 اثـر روي ماکروفاژهـا،      بـا  IFN-γ . است IFN-γترشح  

اکسید  آنها را براي تولید ترکیبات حد واسط اکسیژن،       

و آنزیم هاي لیزوزیمی فعال مـی کنـد و         ) NO(نیترو  

        بـادي  همچنین سبب تولیـد ایزوتیـپ هـایی از آنتـی            

 يشــود کــه بـــا فعالــسازي کمپلمــان و القـــا    مــی 

اپــسونیزاسیون باکتریهــا عمــل بلــع آنهــا توســط      

ــل ــلولهاي نوتروفی ــا و س ــل هــا ه ــسهیل نوتروفی        را ت

  .]18[نمایند می

 IFN-γ، مقـدار   LPS در این تحقیق به دنبـال تزریـق      

 در یافت و این افزایش) >05/0p( افزایش معنی داري

). >05/0p( بودمقایسه با دو گروه دیگر نیز معنی دار 

در  LPSدنبــال تزریــق ه بــIFN-γچــه افــزایش  اگــر

 يطـور معنـی دار    ه  ب LPS+OMV مقایسه با کمپلکس  

را به تنهایی نمی توان      LPS  است اما  )>05/0p( بیشتر

کسن مطرح نمود زیرا با وجود آنکه به عنوان یک وا

LPS     بروسلا نسبت بهLPS    هـاي گـرم    سـایر بـاکتري

ی یبـالا سمیت و تب زایـی      منفی مانند انتروباکتریاسه    

ندارد ولی استفاده از آن در مقداري که بتواند پاسخ          

 پاسـخ   يهاي ایمنی مناسب را تحریک کند، باعث القـا        

از طرفـی بـا   . ]23،22[ هاي ازدیاد حساسیت می شود  

به منظور   LPS، مقادیر کمتري از     OMVکارگیري  به  

  همورال مورد نیاز خواهد بـود   پاسخ هاي ایمنی   قايال

-پاسـخ  بـالاتري از    بسیار توان به سطح  می و همچنین 

بــه عنــوان یــک  OMVهــاي همــورال بــا اســتفاده از 

  .  دست یافتزیان علیه بروسلا ادجوانت بی

 مثـل OMV -LPS کـه کمـپلکس  داداین تحقیق نشان 

ــیفت   LPS+C/IFA کمـــپلکس ــاي شـ            قـــادر بـــه القـ

شود می یادآور .است Th1هاي سلولی به سمت     پاسخ

در دارد منــع مــصرف انــسانی  ادجوانــت فرونــد کــه

سـازمان  تاییـد   بـه   OMV مـصرف   یبـی زیـان    حالیکه

  . ]15[ ده استسیبهداشت جهانی ر

 در IL-10 و IL-4 عیار )p<0.05( معنی دار  بودنپایین

مهـار  ها نشان دهنده     تمام گروه در   IFN-γمقایسه با   
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مـی   Th2و کاهش پاسخ هاي ایمنی سلولی به واسطه         

 که می تواند به عنوان عاملی مـؤثر در کـارآیی         باشد

مطـرح  ) LPSبـر پایـه     (واکسن زیر واحدي بروسلوز     

اساسـاً در سـاز و       Th2 سـلول هـاي       پاسـخ  زیراگردد  

کارهاي دفاعی علیه بروسلا نه تنهـا کـاربردي نـدارد           

) Th )Th1ر از سلول هاي بلکه با مهار جمعیت هاي مؤث

ــن      ــلولی ای ــاي درون س ــال بق ــزایش احتم ــث اف باع

  .میکروارگانیسم می گردد

  

  نتیجه گیري

با توجه به نتایج بـه دسـت آمـده و الگـوي             خاتمه  در  

سایتوکاینی تعیین شده به دنبال ایمیونیزاسیون مـدل        

ــا کمــپلکس غیرکــووالان   ــوانی ب ــن LPS+OMVحی ، ای

و در عین حـال داراي      ت   تب زایی و سمی    ترکیب فاقد 

ــالایی ــسیته ب ــک  ومــی باشــد ایمونوژنی ــه عنــوان ی  ب

هـاي   واکسن مناسب جهـت تحریـک پاسـخ          ايکاندید

حفاظـت بخـش علیـه      سلولی یعنی پاسخ هاي موثر و       

.پیــشنهاد مــی شــود عفونــت داخــل ســلولی بروســلا،

References ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

1- Boschiroli ML, Foulongne V, Callaghan DO. Brucellosis: a worldwide zoonosis. Curr Opin
Microbiol. 2001 Feb; 4(1); 58-64.
2- Cutler SJ, Whatmore AM, Commander, NJ. Brucellosis – new aspects of an old disease. J Appl 
Microbiol. 2005; 98(6):1270-81.
3- Karami S, Siadat SD, Tabaraie B, et al. Extraction and molecular evaluation of Brucella 
abortus S99 major outer membrane proteins, Feyz, Journal of Kashan University of Medical 
Sciences. 2009 Autumn; 13(3): 174-179. (Full text in Persian)
4- World Health Organization. 1997. Fact sheet N 173, July 1997. World Health organization, 
Geneva, Switzerland.
5- Lapaque N, Moriyon I, Moreno E, Gorvel JP. Brucella lipopolysaccharide acts as a virulence 
factor. Curr Opin Microbial. 2005 Feb; 8(1): 60-6.
6- Ragan VE. The animal and plant health inspection service (APHIS) brucellosis eradication 
program in the United States, Vet Microbiol. 2002 Dec; 90(1-4): 11-8.
7- Betts M. Lipopolysaccharide from Brucella abortus behaves as a T-cell-independent type I
carrier in murine antigen-specific antibody responses. Infec Immun. 1993May; 61(5): 1722-29.
8- Bhattacharjee KA. Protection of mice against brucellosis by intranasal immunization With 
Brucella melitensis lipopolysaccharide as a noncovalent complex with Neisseria meningitidis
group B outer membrane-protein. Infec Immun. 2002 Jul; 70(7): 3324-3336.  
9- Sharifat SA, Siadat SD, Norouzian D, Ahmadi H, Nejati M, Tabaraie B, et al. Optimization of 
Brucella abortus S99 lipoplysaccharide extraction by phenol and butanol methods. RJBS. 2008; 
3(6): 576-80.
10- Caroff M, Bundle DR, Perry MB, Cherwonogrodzky JW, Duncan JR. Antigenic S-type 
lipopolysaccharide of Brucella abortus 1119- 3. Infect Immun. 1984 Nov; 46(2): 384-8.
11- Schuring GG, Sriranganathan N, Corbel MJ, Brucellosis vaccines: past, present and future, 
Vet microbial. 2002 Dec; 90(1-4): 479-96.
12- The Development of new/improved brucellosis vaccines: Report of WHO meeting 
WHO/EMC/ZDI/98. 14, Geneva, Switzerland. 1997; 11-12.
13- Behzadiannejad Q, Siadat SD, Kheirandish M, Tabaraie B, Ahmadi H, Norouzian D, et al. 
Comparsion among opsonic activity against meningococci in rabbit sera form vaccines after 
immunization with outer membrane vesicle of Neisseria meningitidis serogroup B. Res J 
Microbiol. 2008; 3(3): 105-113.
14- Bendelac A, Medzhitov R. Adjuvants of immunity: Harnessing innate immunity to promote
adaptive immunity. J Exp Med. 2002 Mar; 195(5): 19-23.
15- Sharifat SA, Siadat SD, Norouzian D, Izadi Mobarakeh J, Kheirandish M, et al. Outer 
Membrane Vesicle of Neisseria meningitidis serogroup B as an adjuvant to induce specific 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

03
 ]

 

                               7 / 9

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-213-fa.html


1389 سوم، پاییز شمارهدهم،دوره                                                          مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اردبیل     230

antibody response against the lipopolysaccharide of Brucella abortus S99. Annals of 
Microbiology. 2009; 59(1): 145-149.
16- Siadat SD, Norouzian D, Tabaraei B, Behzadiannejad Q, Ahmadi H, Najar-Peerayeh S, et al. 
Compractive studies of conjugated capsular polysaccharide of Neisseria meningitidis serogroup 
B. Res J Microbiol. 2007; 2(4): 337-45. 
17- Prussin C, Metcalf D. Detection of intracytoplasmic cytokine using flow cytometry and 
directly conjugated anti-cytokine antibodies. J Immunol Methods 1995 Dec; 188(1): 117-128.
18- Jinkyung KO, Splitter GA. Molecular host-pathogen interaction in brucellosis: current 
understanding and future approaches to vaccine development for mice and humans. Clin 
Microbiol Rev. 2003 Jan; 16(1): 65-78. 
19- Baldwin CL, Parent M. Fundamentals of host immune response against Brucella abortus: 
what the mouse model has revealed about control of infection. Vet Microbiol. 2002 Dec; 90 (1-4): 
367-82.
20- Franco MP, Mulder M, Gilman RH, Smith LH. Human brucellosis. Lancet Infect Dis. 2007
Dec; 7 (12): 775-86.
21- Delvecchio VG, Wagner MA, Eschenbrenner M, Horn TA, Kraycer JA, Estock F, et al. 
Brucella proteomes-a rivew. Vet. Microbiol. 2002 Dec; 90(1-4): 539-603. 
22- Sharifat Salmani A, Siadat SD, Fallahian MR, Ahmadi H, Norouzian D, Yaghmai P, et al. 
Serological evaluation of Brucella abortus S 99 lipopolysaccharide extracted by an optimized 
method. Am J Infect Dis. 2009; 5(1): 11-16. 
23- Van de verg LL, Hartman AB, Bhattacharjee AK, Tall BD, Yuan L, Sasala K, et al. Outer 
membrane protein of Neisseria meningitidis as a mucosal adjuvant for lipopolysaccharide of 
Brucella melitensis in mouse and Guinea pig intranasal immunization models. Infect Immun.
1996 Dec; 64(12): 5263-68.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 e

jo
ur

na
ls

.a
ru

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

03
 ]

 

                               8 / 9

https://ejournals.arums.ac.ir/jarums/article-1-213-fa.html


231و همکاران سید داور سیادت دکتر                                                                                                  ....ارزیابی الگوي سایتوکاینی 

  

Determination of cytokine profile following the immunization with Brucella 

abortus S99 lipopolysaccharide_Neisseria meningitidis serogroup B outer 

membrane vesicle complex in animal model

Siadat SD1, Ph.D; Shirdast H2, MSc; Aghasadeghi MR3, Ph.D; Norouzian D4, Ph.D; Atyabi 

SM5, Ph.D; Sadat SM6, MSc; Soleymaniyeh S2, MSc; Sharifat A6, MSc; Moshiri A7

1- Corresponding Author, Assistant Prof. of Medical Bacteriology, Dept. of Hepatitis & AIDS, Pasteur 
Institute of Iran, Tehran, Iran. E-mail: d.siadat@gmail.com    
2-  MSc in Microbiology, Dept. of Microbiology, Faculty  of Basic Sciences, Zanjan  Islamic of Azad 
University, Zanjan, Iran      3- Assistant Prof. of Medical Biotechnology, Dept. of Hepatitis & AIDS, 
Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.   4- Associated Prof. of Biochemistry, Dept. of Pilot 
Biotechnology, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.     5- Assistant Prof. of Biophysic, Dept. of Pilot 
Biotechnology, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.  6- MSc in Molecular Biology, Dept. of Hepatitis 
& AIDS, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.    7- MSc Student in Medical Biotechnology, Faculty of 
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ABSTRACT
Background & Objectives: Lipopolysaccharide (LPS) is the main antigenic structure 
expressed on the surface of smooth strains of Brucella. It has been shown that Outer 
membrane vesicle (OMV) of Neisseria meningitidis efficiently promote IgG and IgM 
response against the administrated antigen as an adjuvant. The aim of this study is to evaluate 
the effect of LPS-OMV noncovalent complex in producing of T helper 1 cytokine (IFN-γ) and 
T helper 2 cytokines (IL-4 and IL-10) in mice.
Methods: LPS extracted by an optimized method based on hot phenol-water extraction. 
Groups of six BALB/c mice were injected subcutaneously with LPS alone, LPS with Freund 
adjuvant and LPS-OMV complex on 0, 14 and 28 days. Levels of IFN-γ, IL-4 and IL-10 were 
evaluated in spleen cell suspension supernatant by ELISA.
Result: Immunization with B. abortus LPS significantly induced high level of IFN-γ in 
comparison to the other groups immunized with LPS-OMV and LPS+ adjuvant (p<0.05). In 
contrast, lower levels of IL-4 and IL-10 were elicited by LPS in the rest groups. Immunization 
with the non-covalent complex of B. abortus LPS-N. meningitidis serogroup B OMV caused a 
significant increase of IL-4 and IL-10 compared with the mice immunized with B. abortus
LPS (p<0.05), while the titer of IFN-γ is still significantly higher than IL-4 and IL-10
(p<0.05).  
Conclusion: The raise of IFN-γ following the immunization with all of the compounds (LPS, 
LPS-OMV non-covalent complex and LPS+adjuvant) indicates the activation of Th1

population that would be correlated to the clearance of the organism due to the amplification 
of anti-microbial activity of Polymorphonuclear cells. Low levels of IL-4 and IL-10 following 
the immunization with all compounds would be a sign of Th1 responses dominancy or 
inhibition of Th2 population proliferation and activity. Such a cytokine pattern would be a 
sign of the efficiency of brucellosis subunit vaccine because Th2 responses basically have no 
role in the immune responses against Brucella and may lead to the persistence of intracellular 
infection.
Key words: Brucella abortus; Lipopolysaccharide; Neisseria meningitidis; Outer membrane 
vesicle; IFN-γ; IL-10; IL-4  
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