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 ABSTRACT 
 

Background and Aim: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen, and alginate is its most important factor in 
pathogenicity. The objective of the study is the immunogenicity evaluation of Pseudomonas aeruginosa alginate conjugated 
to exotoxin A as a vaccine candidate in mice. 

Materials and Methods: The mucoid strain of P. aeruginosa 6494 was used to prepare alginate, and the separation of 
exotoxin A was done with the standard strain of PAO1. Alginate was extracted by means of sedimentation with cold ethanol, 
dialysis, enzymatic digestion and chromatography. To improve immunogenicity, purified antigen was coupled to exotoxin A 
with ADH as a spacer and EDAC as a linker. Based on confirmation tests, the resulting conjugate was devoid of specific 
toxicity and pyrogenic effect. Four groups of BALB/c female mice (each group was included 15 mice) were selected in the 
next step. The first group with the ALG, the second group with the D-ALG-ETA, and the third one with the ETA were 
vaccinated. The fourth group (control group) was vaccinated with normal saline. Vaccination was performed in three 
injectable doses with two-week intervals. Subsequently, serum samples were collected, and antibody responses were 
measured by the ELISA method for total IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3.  

Results:  After the second and third doses with ALG-ETA showed a significant increase in antibody titer against ALG-ETA in 
comparison with pure ALG. The titers of IgG2a, IgG2b, IgG, IgG1, IgG3 antibodies that produced against alginate increased 
in the third injection compared to the first conjugate injection, which was 2.9, 3, 5.2, 10, and 9.2, respectively. 

Conclusion:  These results show that ALG from Pseudomonas aeruginosa increases anti-alginate antibodies in conjugate 
form with exotoxin A and can be considered an appropriate, effective adjuvant.  
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1 Introduction 

Pseudomonas aeruginosa is one of the most 
important pathogens for humans (1). It is an 
opportunistic, Gram-negative human pathogen (2), 
especially in nosocomial infections (3), so that the 
antibiotic resistance development in different parts of 
the hospital has created issues for its treatment (4). 

This bacterium with different virulence factors 
causes infections of wounds, respiratory and 

septicemia in the patients with burns and accidents 
that are associated with a high mortality rate (5, 6). 
Antibiotic-resistant P. aeruginosa infections are 
usually difficult to treat. This organism resistance to 
antimicrobial agents is increasing (7). 

Alginate (ALG) is one of the most important 
pathogenic factors of P. aeruginosa in patients with 
cystic fibrosis, and its immune response is not 
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dependent on T cells (8). The ALG antigen can be 
conjugated to exotoxin A (ETA) to increase the 
production of antibodies in the body (9). ETA is a 
protein carrier (10) encoded by the toxA gene (11).  

Various studies have used a variety of proteins, 
including pili, outer membrane proteins, and bacterial 
toxoids, to develop conjugated vaccines for the 
carbohydrate antigens. 

In this study, for the first time, the immunogenicity 
of ALG-ETA conjugated vaccine was evaluated against 
P. aeruginosa infection, and the effect of this 
conjugate was investigated on the IgG antibody titer 
and its subclasses. 

The aim of this study was to bind P. aeruginosa ALG 
to ETA covalently in order to increase the level of 
immunity produced by ALG and to evaluate the prod-
uction of total IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b, and IgG3 anti-
bodies against Pseudomonas by ALG-ETA conjugate. 

 

2.Materials and Methods 

Pseudomonas aeruginosa 6494 mucoid strain 
obtained from the CF patients and PAO1 standard 
strain were used for the ALG and ETA isolation, 
respectively. 

Isolation and Purification of ALG 
For this purpose, mucoid strains were cultured in 

the selected medium containing glycerol, dextrose, L-
glutamine, Na2HPO4, K2HPO4, and MgSO4.7H2O, and 
incubated at 37°C for 72 h. 

The resulting biomass was then centrifuged for 2 min, 
and the precipitate was discarded. The supernatant was 
mixed with 100% cold ethanol overnight and centrifuged 
at 2500 rpm for 30 min (12, 13). 

ALG was converted to a clear solution using 0.1 M 
Tris buffer, pH 7.5. Then, 0.5% sodium dodecyl sulfate 
(SDS), 10 mM calcium chloride (CaCl2), and 0.0001 gr 
proteinase K were added and kept at 56°C water bath 
for 2 h and 4°C overnight. Then 100 μg/mL DNase and 
RNase were added and incubated at 37°C for 3 h. ALG 
was re-precipitated by the addition of cold ethanol. 
After centrifugation at 4°C, the precipitate, which was 
pure ALG was sterilized using a 0.22 µM filter (14). 

For ALG de-polymerization, it was dissolved in 1% 
acetic acid and heated at 120°C for 15 min. After cooling, 
the solution was dialyzed three times in distilled water to 
remove the fatty acids. The dialyzed solution containing 
de-polymerized alginate (D-ALG) was mixed with ethanol 
and stored at 4°C overnight (14). 

Preparation of ETA 
To prepare ETA, the PAO1 standard strain was used. 

It was first incubated in Müller-Hinton Broth medium 
and then in TSBD synthetic medium at 32°C for 24 h 

on Shaker incubator. Sephacryl HRs 200 gel filtration 
column was used for purification. In order to detoxify 
ETA, 5 mL ETA was mixed with 10 mL PBS, incubated 
at 37°C for 4 days, dialyzed for 48 h, and sterilized 
using 0.32 µM filter. The toxin was converted to toxoid 
by heating in the presence of 0.2% formalin for 7 days 
at 37°C and dialyzed to remove formalin residues (12). 

Measurement of Endotoxicity of D-ALG and ETA 
Samples by LAL Method 

D-ALG and ETA samples were dissolved in distilled 
water at 5 mg/mL concentration and the endotoxin 
activity of the antigens was evaluated by the PyroMed 
kit according to the manufacturer's instructions (14, 
15). 

Conjugation of De-polymerized Alginate with 
Exotoxin A 

For the conjugation, 0.5 M adipic acid dihydrazide, 
0.5 M bicarbonate, and 5 mL distilled water was added 
to the de-polymerized ALG, and after 18 h, the 
obtained AH-ALG was dialyzed and concentrated. 
Then, pH was adjusted, 0.1 mg EDEC was added, and 
re-dialyzed (12). The tubes that contained samples of 
conjugates showed the most absorption at 210 and 
280 nm wavelengths. They were then merged, 
concentrated, passed through 0.45 µM filter, and 
stored at -20°C (15). 

Purification of D-ALG-ETA Conjugate 
To purify ALG-ETA conjugate, it was passed through 

Sepharose CL-2B Column using gel filtration method. 
The light absorption of the fractions was recorded at 
two wavelengths of 210 and 280 nm. The tubes with 
the highest absorption at both wavelengths were 
mixed. The conjugates were concentrated by 
ultracentrifugation, passed through 0.45 µM filter, 
and stored at -20°C (16, 17). 

Pyrogenic Test in Rabbits 
To determine the pyrogenic effect of the prepared 

conjugates, rabbits were selected in groups of 3. After 
recording the first temperature by placing a 
thermometer in the anus of the animals, the 
subsequent temperatures were measured every 15 
min for 1 h (The temperature limit was between 38°C 
and 39.8°C). The sample was then injected through 
the marginal vein of the ear and body temperature 
was recorded every 15 min for 3 h. The averages of 
recorded temperatures were considered. If the 
temperature rise is less than 0.5°C in each rabbit and 
less than 1.2°C in three rabbits, the injected substance 
is a porogen (18). 

Toxicity and Sterility Tests 
For this purpose, 10 µg of the conjugate samples 

were injected intraperitoneally to 5 mice, and weight 
loss and mortality were evaluated in animals. To 
evaluate the sterility of the conjugate samples, they 
were cultured at anaerobic and aerobic conditions on 
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thioglycolate, nutrient agar, blood agar, McConkey 
agar and Saburodextrose agar media, and the culture 
results were evaluated (19). 

Immunogenicity Studies 
Sixty female BALB/c mice (6-8 weeks old) were 

purchased from Razi Research Institute and divided 
into four groups of 15. The first, second, and third 
groups were vaccinated with ALG, D-ALG-ETA and ETA 
vaccines, respectively, each with a dose of 10 µg. The 
fourth group was injected with normal saline as a 
control group. Vaccination was performed in three 
doses (0.5 mL each time) intraperitoneally at two-
week intervals and blood samples were taken from 5 
mice in each group two weeks after each injection 
(20). 

ELISA Test 
In order to obtain the suitable serum dilutions, the 

cross-titration table method (checkerboard plate) was 
used. The response levels of total IgG, IgG1, IgG2a, 
IgG2b, and IgG3 antibodies against D-ALG, ETA, and D-
ALG-ETA were measured by ELISA. The detoxification 
solution was added to the plate and incubated at 4°C 
overnight. After washing, blocking buffer was added 
to the wells (300 μL) and incubated for 1 h at room 
temperature (R.T.). To the first-row wells, 200 μL of 
serum at 1:10 dilution in PBS was added, and to the 
other wells, 160 μL of PBS was added. After preparing 
serial dilutions, the plate was incubated at R.T. for 2 h. 
After washing, anti-mouse antibody isotypes of goat 
origin were added to each well (100 μL) at a ratio of 
1:1000 and the plate was incubated at room 
temperature R.T. for 1 h. Following washing, anti-Goat 
IgG antibodies conjugated with horseradish 
peroxidase were added to the wells (100 μL) at a ratio 
of 1:3000 in a wash buffer and incubated at R.T. for 1 

h. The substrate solution was then added to each well 
(100 μL) and the plate was incubated at 15°C for 15 
min. Finally, stop solution was added to each well (50 
μL) and the amount of light absorption was measured 
at 450 nm wavelength with ELISA reader (21). 

Statistical Analysis 
By performing ELISA at three times repeat, the 

serum titer of each antibody was obtained and 
presented as mean ± standard deviation (SD). 
Accordingly, Tukey post-hoc test with P-value<0.01 
was used to evaluate the differences in serum titers in 
the groups receiving different antigens compared to 
the control group. 

 

3.Results 

Measurement of Endotoxin Activity of De-
polymerized ALG and ETA 

Measuring the endotoxin activity of de-polymerized 
ALG by PyroMed kit showed the amount of endotoxin 
in D-ALG and ETA samples at 0.125 EU/mL. The 
experiment was repeated with the same results. 
Regarding the permissibility of the sample for 
biological use, which should be less than 5 EU/mL, the 
prepared antigens were used for conjugation. 

ALG Conjugation with ETA 
In the conjugated molecules, the light absorption 

peaks of the fractions at 280 and 210 nm coincided 
precisely, indicating the conjugation of D-ALG 
polysaccharide antigens to ETA. According to Figure 1, 
the second small peak observed at 280 and 210 nm 
was related to non-conjugated ETA and ALG, 
respectively. 

 

 

Figure 1. Sepharose CL-2B gel filtration profile of D-ALG conjugated to EXO-A. Fractions were assayed for alginate at 210 nm 
and 280 nm for ETA. 
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Pyrogenic Test Result 
The prepared conjugate samples were tested for 

pyrogenic effects in rabbits. After 24 h the temp-
erature rise was less than 1.4 in all three rabbits and 
less than 0.6 in each rabbit. Therefore, the prepared 
conjugates were free of pyrogen and injectable. 

Toxicity and Sterility Tests Results 
According to the standard method, the conjugated 

samples were injected into 5 mice and examined for 7 
days. The absence of mortality in animals indicated 
that conjugates were non-toxic and injectable. On the 
other hand, examination of the bacterial cultures after 
24 h incubation showed sterility of the samples with 
no growth of microorganisms. 

Antibody Titers in Each Group 
Examination of the antibody titers obtained at two 

weeks after the first injection did not show a 
significant increase in the IgG antibody titer against 
ALG. Two weeks after the second and third injections, 
the titers of antibodies in different groups were as 
follows: ALG-ETA>ALG>ETA (Table 1). 

Comparison of Antibody Titers in Different Weeks 
After Injections 

The titers of all target antibodies at two weeks after 
the first, second, and third injections are shown in 
Figures 2 to 4, respectively.  

 

 

Table 1. IgG serum titer against ALG at two weeks after the first, second, and third injections 

Negative control ETA ALG ALG-ETA    

0.03 ± 0.2 0.01 ± 0.1 7* ± 109 6* ± 401 IgG 

Two weeks after the first injection 

Se
ru

m
 t

it
e

r 
(O

D
 u

n
it

) 
(m

e
an

 ±
 S

D
) 

0.01 ± 0.1 0.03 ± 0.2 7* ± 74 11* ± 120 IgG1 

0.03 ± 0.1 0.03 ± 0.2 8* ± 28 5* ± 48 IgG2a 

0.01 ± 0.1 0.01 ± 0.1 11* ± 21 7* ± 40 IgG2b 

0.01 ± 0.1 0.01 ± 0.1 11* ± 74 7* ± 119 IgG3 

0.03 ± 0.1 0.03 ± 0.1 9* ± 393 5* ± 1303 IgG 

Two weeks after the second injection 

0.03 ± 0.1 0.01 ± 0.1 8* ± 140 15* ± 475 IgG1 

0.03 ± 0.1 0.05 ± 0.2 11* ± 160 8* ± 105 IgG2a 

0.05 ± 0.1 0.03 ± 0.2 13* ± 30 9* ± 89 IgG2b 

0.05 ± 0.1 0.04 ± 0.2 13* ± 115 9* ± 465 IgG3 

0.05 ± 0.1 0.03 ± 0.3 11* ± 410 8* ± 2100 IgG 

Two weeks after the third injection 

0.03 ± 0.1 0.01 ± 0.2 9* ± 191 8* ± 1200 IgG1 

0.01 ± 0.1 0.03 ± 0.1 9* ± 78 11* ± 140 IgG2a 

0.05 ± 0.1 0.01 ± 0.1 15* ± 47 5* ± 121 IgG2b 

0.05 ± 0.1 0.01 ± 0.1 15*± 180 5* ± 1100 IgG3 

 

 

Figure 2. Induction of antibodies in BALB/c mice for two weeks after the first injection (Day 14). The results of inductions for 
a subclass of IgG antibodies were observed D-ALG-EXO-A> D-ALG> EXO-A 
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Figure 3. Induction of antibodies in BALB/c mice for two weeks after the second injection (Day 14). The results of inductions 
for a subclass of IgG antibodies were observed D-ALG-EXO-A> D-ALG> EXO-A 

 

 

Figure 4. Induction of antibodies in BALB/c mice for two weeks after the third injection (Day 14). The results of inductions for 
a subclass of IgG antibodies were observed D-ALG-EXO-A> D-ALG> EXO-A 

 

4.Discussion  

Several studies have been conducted to evaluate 
the immunogenicity of various conjugates, including 
ALG-TT, ALG-SLNs, PLGA-ETA, ALG-DT, etc. In this 
study, for the first time, the immunogenic effect of 
ALG-ETA conjugate was investigated against P. 
aeruginosa infections. The effect of this conjugate on 
IgG antibody titer and its subclasses was also 
evaluated.  

The ETA is one of the most important pathogenic 
factors of this bacterium and is produced by most of 
the clinical strains of P. aeruginosa. It has 
immunogenic effects and similar function to 
diphtheria toxin (7). ETA antibodies have protective 
effects against P. aeruginosa infections and have been 
used as a protein carrier in P. aeruginosa polyvalent 
vaccine candidates (21, 22). 

The ETA secreted by P. aeruginosa is a toxic and 
lethal pathogenic factor that inhibits protein synthesis 
by the host cells. It also causes tissue changes in the 

liver, apoptosis in hepatocytes, and increased 
expression of proinflammatory cytokines. 

Research has shown that these destructive effects 
are counteracted by the presence of anti-ETA 
antibodies, and all vaccines containing ETA toxoid 
prevent death. Therefore, these results indicate that 
the use of a combination of non-toxic ETA along with 
other antigens in vaccines is very useful in eliciting an 
effective immune response (23). 

Due to the advantages mentioned in this study, we 
conjugated ALG with ETA. In addition to being non-
toxic and non-pyrogen, this conjugated vaccine can 
produce functional antibodies against ALG and ETA. In 
other words, antibodies are produced against two 
important pathogenic factors of this bacterium, and 
this will increase the immunogenicity and efficiency of 
the vaccine (22). 

The purpose of this study was to produce a vaccine 
by conjugating ETA as a protein moiety to the surface 
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carbohydrate capsule antigen using modern methods 
to provide long-lasting protection against 
Pseudomonas infections. 

ETA was used as a protein carrier for the 
polysaccharide molecule, and the ALG was used as an 
adjuvant to induce greater immunity compared to ETA 
alone so that if proven effective, these conjugates could 
be introduced as highly effective candidate vaccines.  

All the ALG-ETA and ETA groups showed a significant 
difference in serum antibody titers in all three injection 
periods (two weeks after the first, second and third 
injections) compared to the control groups.  

A study by Creeze et al. in 1997 on the ALG 
conjugated with tetanus toxoid (TT) protein as a protein 
carrier showed that more IgG antibodies were 
produced against conjugated ALG along with a protein 
carrier (24). 

Also, in 2006, Kashif et al. co-conjugated ALG with TT. 
The results showed an increase in IgG titer in the 
conjugated form. This vaccine also helped mice survive 
the deadly mucoid strains of P. aeruginosa. One of the 
disadvantages of TT conjugates is that repeated usage 
of TT in high doses in human vaccines can over-
stimulate the immune system, which can prevent the 
global use of TT as a protein carrier. In this study, 
antibodies were produced against ALG and TT (25). By 
replacing TT with ETA in our study, functional 
antibodies were produced against ALG and ETA 
simultaneously, which increased the effectiveness of 
this vaccine. 

In another study by Lang et al. in 2004, LT-B E. coli 
toxin and P. aeruginosa exoprotein A (rEPA) were used 
as carriers (26).  

In the present study, conjugated ALG immunization 
was higher than pure ALG, the same as Lang's study. So 
that, the titer of IgG antibody produced against ALG in 
the third injection was increased by 5.2 times compared 
to the first injection of the conjugate. 

According to similar studies, ALG-ETA conjugate of P. 
aeruginosa produces the best antibody titer against 
polysaccharides (16, 21, 27, 28).  

Consistent with the results of this study, Afshari and 
colleagues used SLN (solid lipid nanoparticles) to 
enhance the immunization of ALG. In this study, the 
titers of all antibodies against ALG-SLNs conjugate were 
6% higher than mice tested with ALG alone (29). The 
highest antibody titer was related to IgG. In this study, 
the titer of IgG antibodies against ALG-ETA conjugate 
was higher than ALG alone, and the titer of IgG 
antibodies increased against ALG. 

In 2015, Najafzadeh et al. evaluated conjugated 
lipopolysaccharide-diphtheria toxin and ALG-diphtheria 
toxin vaccines. In this study, D-LPS and D-ALG were 

covalently linked to DT as a protein carrier by 
amidation. The results showed that the IgG antibody of 
mice immunized with D-LPS-DT conjugate was 4 times 
higher than that of mice vaccinated with D-LPS alone. 
Their results also showed that the conjugated vaccine 
based on D-ALG P. aeruginosa and DT had a greater 
increase in antibody titer than D-LPS-DT. This indicates 
that ALG provides better immunization. 

We also used ALG in our study. Comparing the 
results of D-ALG-DT and D-ALG-ETA conjugate 
vaccines shows that D-ALG-ETA causes a further 
increase in the titer of anti-ALG antibodies. So that, 
after the third injection dose, the IgG titer increased 
slightly above 1800 in D-ALG-DT conjugate and to 
2100 in D-ALG-ETA conjugate. Therefore, it can be 
concluded that as a protein carrier that is part of 
bacteria, ETA can act better in the immunization 
compared with diphtheria toxin (30). 

In the present study, by adding a protein compound 
to the polysaccharide fraction, the titers of antibodies 
IgG2a, IgG2b, IgG, IgG1, and IgG3 produced against 
ALG increased by 2.9, 3, 5.2, 10, and 9.2, respectively.  

In a 2019 study, Safari Zanjani et al. evaluated the 
immunogenicity of ETA conjugated with PLGA 
nanoparticles as a vaccine candidate in P. aeruginosa. 
Based on the results, ETA-PLGA could increase IgG 
responses to ETA antigen in the immunized mice as a 
suitable immunogen (9). 

In the present study, the titer of IgG antibody and its 
subclasses also showed a significant increase after the 
third injection dose in the vaccinated groups with ALG-
ETA compared to the vaccinated group with pure ALG. 
Among different protein carriers, only diphtheria and 
tetanus toxoid carriers have succeeded in obtaining a 
vaccine license (31). 

 

5. Conclusion 

Our findings showed that antitoxin A antibodies can 
play a greater protective effect than P. aeruginosa 
infections. This conjugated compound increases the 
level of anti-ALG IgG antibodies, and immunization 
with this type of conjugate can stimulate toxin A-
neutralizing antibodies. This ALG-based conjugated 
vaccine is non-toxic, with no pyrogenic effect, 
producing functional antibodies against ALG and ETA. 
Another feature of this conjugate is the stability and 
activation of the antigenic structure. Regarding the 
effectiveness of these vaccines in research, it can be 
suggested that the resulting conjugated vaccines be 
introduced as a suitable candidate vaccine against 
Pseudomonas diseases. The study also found that ETA 
could act as a protein carrier in conjugated vaccines 
with good stability. 
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Various studies on the immunogenicity of ETA have 
all shown that antibodies produced against ETA can 
prevent death. Thus, these results suggest that using 
a combination of non-toxic ETA with other antigens in 
vaccines is very useful in eliciting an effective immune 
response. 
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. آن است زایییماریب یهاشاخص ترینمهماز  یناتفرصت طلب بوده و آلژ یپاتوژن ینوزاسودوموناس آئروژ :اهداف و زمینه

واکسن در  یدایعنوان کاندبه A ینبا اگزوتوکس ینوزاسودوموناس آئروژ یناتکونژوگه آلژ زایییمنیا یمطالعه بررس ینهدف ا

 .موش است

 یبرا PAO1استاندارد  یۀو سو 6494 ینوزاسودوموناس آئروژ یدیاز سویۀ موکوئ یناتآلژ یۀته یبرا :کار روش و مواد

ستخراج ا یو کروماتوگراف یمیهضم آنز یالیز،وسیلۀ رسوب دادن با اتانول سرد، دبه یناتاستفاده شد. آلژ A یناگزوتوکس یجداساز

. یداستفاده گرد ینکرعنوان لبه EDACگذار و عنوان فاصلهبه ADHاز  Aاگزوتوکسین  به ژنیآنت زایی،یمنیا یشافزا یو برا

ماده )هر  BALB/c بود. چهار گروه موش ییزامشخص و تب یتمشخص کرد که کونژوگه حاصل فاقد سم یدیتائ یهاتست

و گروه چهارم،  ETAسوم با  روهگ،  D-ALG-ETA، گروه دوم با  ALGموش( انتخاب شدندکه گروه اول با  15گروه شامل 

 شدند. ینهواکس ینعنوان گروه شاهد با نرمال سالبه

،  IgG3تام، IgG یبرا یزابا روش الا بادییآنت یهاانجام و پاسخ یابا فواصل دو هفته یقیبا سه دوز تزر واکسیناسیون

IgG2b IgG2a  ،IgG1 شد یریگاندازه یسرم یهادر نمونه . 

-ALG یهبر عل هابادییآنت یترت یزاندر م گیریچشم یشافزا ALG-ETAبا  یق،تزر ینو سوم یندوم پس از ها:یافته

ETA با  یسهدر مقاALG هایبادییآنت یتراول کونژوگه، ت یقسوم نسبت به تزر یقخالص نشان دادند .در تزرIgG2a, 

IgG2b, IgG, IgG1, IgG3 یافت یشبرابر افزا 9/2و 3، 2/5، 10 ،2/9یببه ترت یناتآلژ یهعل. 

را در فرم کونژوگه با  ALGضد  هایبادییآنت ینوزاسودوموناس آئروژ ALG دهدکهینشان م یجنتا :گیرینتیجه

 .یایندادجوانت مناسب به شمار ب یک توانندیداده و م یشافزا A یناگزوتوکس

 یزاالا یون،، کونژوگاسAین اگزوتوکس ینات،آلژ ،ینوزاسودوموناس آئروژ :هاواژه کلید
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ان انس یبرا زایماریگونۀ ب ینترمهم ینوزاسودوموناس آئروژ
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که بروز  یبه طور (3) است یمارستانیب یهادر عفونت مهم( و 2)

لات مشک بیمارستان مختلف یهادر بخش یبیوتیکمقاومت آنتی

 .(4کرده است ) یجاداآن درمان  یرا برا یادیز

تعدد باعث این باکتری با داشتن فاکتورهای ویرولانس م

های زخم، تنفسی و سپتی سمی در بیماران دچار ایجاد عفونت

تواند با مرگ و میر بالایی گردد که میمی سوختگی و تصادفی
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 سودوموناسزایی ترین فاکتورهای بیماریآلژینات از مهم

-در بیماران مبتلا به سیستیک فیبروزیس محسوب میآئروژینوزا 

. (8)ناست  Tشود و پـاسخ ایمنی نسبت بـه آن وابسته به سلـول 

توان در بدن می ALGژن بادی بر علیه آنتیبرای افزایش تولید آنتی

 Aاگزوتوکسین  .(9)کونژوگه کرد  A (ETA)آن را با اگزوتوکسین 

شود یکد م toxAتوسط ژن  که (10)یک حامل پروتئینی بوده 

 یلی،از جمله پ یمتنوع یهاینپروتئ. در مطالعات مختلف، از (11)

تهیۀ  یها برایباکتر یهایدتوکسوئ و یغشاء خارج یهاینپروتئ

استفاده  یدراتیکربوهی هاژنیآنت یونژوگه براک یهاواکسن

ی زایدر این مطالعه برای اولین بار اثر ایمنی اند، با این حالکرده

سودوموناس های علیه عفونت ALG-ETAی واکسن کونژوگه
و زیر  IgGبادی و تاثیر این کونژوگه بر روی تیتر آنتی آئروژینوزا

های آن مورد بررسی قرار گرفت. هدف از این مطالعه اتصال کلاس

به منظور بالا  ETAبه  سودوموناس آئروژینوزا کووالانسی آلژینات

بردن سطح ایمنی ایجـاد شده توسط آلـژینات و بررسی میـزان 

ضد  total IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3های بادیتولید آنتی

 . است ALG-ETAنژوگه توسط کوسودوموناس 

 

 هامواد و روش 
سودوموناس ی تهیۀ آلژینات از سویۀ موکوئیدی برا

 PAO1و سویۀ استاندارد  CF مارانیاز ب حاصل6494  آئروژینوزا

 استفاده شد. ETAبرای جداسازی 

 استخراج و تخلیص آلژینات

 یانتخاب یطدر محهای موکوئیدی برای این منظور سویه

 و 4HPO2Na ،4HPO2K ،ینگلوتام-ستروز، ال، دکیسرولگل یحاو

O2.7H4MgSO  یدر دماکشت داده و°C37  ساعت  72به مدت

دقیقه سانتریفیوژ  30حاصل به مدت  بیوماس شدند. سپسانکوبه 

و رسوب به دست آمده را دور ریخته سپس مایع رویی با اتانول 

به  rpm 2500دور مخلوط و پس از یک شبانه روز با  %100سرد 

بافر توسط  . آلژینات(13, 12)گردید  دقیقه سانتریفیوژ 30مدت 

به محلولی شفافی تبدیل و سپس  :5/7pHمولار با  1/0تریس 

میلی مولار کلرید  10و  (SDS) سولفات یلدودسیم سد 5/0%

ساعت  2افزوده و برای  Kپروتئیناز  g0001/0( و CaCl2)کلسیم 

 100سپس  و داریهنگ C 4°و یک شب در C56°بن ماریدر 

ساعت  3افزوده و برای  RNaseو DNase یترلیلیم در یکروگرمم

مجدداً رسوب تانول سرد ابا افزودن شد. آلژینات  انکوبه C37°در 

داری و پس از سانتریفیوژ، رسوب در نگه C4°داده شد و در دمای 

 22/0آلژینات خالص با استفاده از فیلتر  آوری شد.یک لوله جمع

 (.14)میکرون استریل شد 

حل  %1برای دپلیمریزاسیون آلژینات، آن را در اسید استیک 

دهی، پس از دقیقه حرارت 15به مدت  C120°نموده و در دمای 

سرد شدن، محلول را در برابر آب مقطر سه بار دیالیز نموده و 

 محلول دیالیز ترتیب حذف شدند. های چرب آزاده شده به ایناسید

با اتانول مخلوط و  بود( D-Alg) آلژینات دپلیمریزه شده که حاوی

 .(14)داری شد نگه C4°یک شبانه روز در دمای 

 ETAتهیۀ 

استفاده شد که  PAO1از سویۀ استاندارد  ETAبرای تهیۀ 

در ابتدا در محیط مولر هینتون براث و سپس در محیط سنتتیک 

TSBD  دمای در°C32  ساعت درون انکوباتور شیکردار  24به مدت

برای  HRs200قرار گرفت. از ستون ژل فیلتراسیون سفاکریل 

 ETA ،5خالص سازی استفاده شد. به منظور دتوکسیفیه نمودن 

به  C37°مخلوط و در  PBSلیتر میلی 10با  ETAلیتر از میلی

و با استفاده از ساعت دیالیز  48روز انکوبه گردید و برای  4مدت 

میکرون استریل گردید. جهت تبدیل توکسین به  32/0فیلتر 

روز در  7به مدت  %2/0گذاری در حضور فرمالین توکسوئید، گرما

سازی بقایایی فرمالین انجام و از دیالیز برای خارج C37°دمای 

 .(12)استفاده شد 

 های آنالیزی روش

و  D-ALGهای ندوتوکسیسیته نمونهاگیری میزان اندازه

ETA  با روشLAL  

میلی 5غلظت در  ETAو  D-ALG یهای تهیه شدهنمونه

ندوتوکسینی الیتر در آب مقطر حل و میزان فعالیت میلی برگرم 

مطابق با  PyroMedکیت  توسطهای تهیه شده ژنآنتی

 .(15, 14)دستورالعمل شرکت سازنده بررسی شد 

ی آلژینات دپلیمریزه با کونژوگاسیون نمونه

 Aاگزوتوکسین 

مولار  5/0جهت کونژوگاسیون، به آلژینات دپلیمریزه شده، 

سی آب سی 5کربنات و مولار بی 5/0دی هیدرازاید،  آدیپیک اسید

حاصل، در برابر آب  AH-ALGساعت،  18مقطر اضافه و پس از 

 سپس تغلیظ گردید و های دیالیزی، دیالیز ومقطر توسط کیسه

اضافه گردید و مجددا EDECگرم میلی pH ،1/0بعد از تنظیم 

 هایهایی که بیشترین جذب را در طول موجلوله .(12)دیالیز شد 
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 هایکونژوگههای حاوی شامل نمونه داشتندنانومتر  280و  210

 میکرون 45/0تغلیظ و از فیلتر  و سپس هم ادغام شدندابودند که ب

 .(15)داری شدند نگه C20°ه و در دمای منفی اده شدعبور د

  ETAبا D-ALG ۀ تخلیص کونژوگ

به CL-2B، از ستون سفارز ALG-ETAبرای تخلیص کونژوگۀ 

طول دو ها در روش ژل فیلتراسیون عبور داده و جذب نوری فرکشن

هایی که بیشترین جذب را لولهنانومتر قرائت شد.  280و  210موج 

های تهیه کونژوگه .موج داشتند با هم ادغام شدند در هر دو طول

عبور میکرون  45/0شده با کمک اولتراسانتریفوژ، تغلیظ و از فیلتر 

 . (17, 16)داری شد نگه C20°و در دمای منفی 

 در خرگوش  زاییآزمون تب

هایی های تهیه شده، خرگوشزایی کونژوگهتعیین تب برای

قرار دادن  باپس از ثبت اولین دما  وتایی انتخاب  3های در گروه

دماهای دقیقه  15به مدت یک ساعت هر دماسنج در مقعد حیوان، 

 C38° دمای به دست آمده نباید کمتر از)اندازه گیری شد بعدی 

سپس از طریق ورید مارژینال گوش،  (.باشد C8/39°و بیشتر از 

دن دقیقه یک بار دمای ب 15ساعت هر  3نمونه را تزریق و برای 

ه . چنانچگرفته شددر نظر ه دماهای ثبت شد میانگین. شدثبت 

 C 2/1°در سه خرگوش از  و c5/0°افزایش دما در هر خرگوش از 

 .(18)است تزریقی آپیروژن  یکمتر باشد، ماده

 آزمون استریلیتی و  توکسیسیتهآزمون 

 5گرم به میکرو 10به صورت داخل صفاقی  برای این منظور،

شد.  کاهش وزن و مرگ و میر در حیوانات بررسیو  موش تزریق

های بر روی محیط ،هاکونژوگه نمونهبرای بررسی استریلیتی 

ابورو انکی آگار و سک تایوگلیکولات، نوترینت آگار، بلاد آگار، مک

نتایج کشت  و هوازی و هوازی کشتدر شرایط بی، دکستروز آگار

 (.19)شد  بررسی

 اییز ییمنی ابررس

ماده از موسسه  (ایهفته 8الی  6) BALB/cدد موش نژاد ع 60

تایی تقسیم شدند که  15به چهار گروه  وتحقیقاتی رازی خریداری 

 و D-ALG-ETAگروه دوم با واکسن  و ALGگروه اول با واکسن

میکروگرم و  10هر کدام با دوزی معادل  ETA گروه سوم با واکسن

. نه شدندعنوان گروه شاهد با نرمال سالین واکسیگروه چهارم هم به

سی( به صورت سی 5/0 واکسیناسیون به صورت سه دوز )هر بار

گیری دو هفته انجام گرفت و خون ایداخل صفاقی با فواصل دو هفته

 .(20) های هر گروه صورت گرفتعدد از موش 5 از هر تزریق بعد

  آزمایش الایزا 

های مناسب سرمی از روش به دست آوردن رقتبه منظور 

سطح  استفاده شد. )پلیت چکر بورد( تیتراسیون جدول متقاطع

در  تام IgGو  IgG3 ، IgG2b ،IgG2a ، IgG1هایبادیپاسخ آنتی

گیری شد. به روش الایزا اندازه D-ALG, ETA, DALG-ETAبرابر 

 انه روزر افزوده و یک شبالایزا پلیت به محلول دتوکسیفیه نمونه

 بافرمیکرو لیتر  300 پس از شستشو، .انکوبه شد C4°در دمای 

در دمای اتاق انکوبه ساعت  1ها افزوده و بلوکه کننده به چاهک

 1:10لیتر سرم با رقت میکرو 200های ردیف اول، چاهکبه  .شد

 PBSمیکرو لیتر بافر  160ها اضافه کرده و به سایر چاهک PBSدر 

ساعت در دمای  2 . پس از انجام رقت سازی پلیت برایافزودیم

 Anti mouseهایایزوتایپو پس از انجام شستشو انکوبه  اتاق

antibody  میکرولیتر  100به میزان  1:1000با منشا بزی به نسبت

در دمای اتاق  ساعت 1به هر چاهک افزوده شده و پلیت برای 

 Anti Goat IgG هایبادیآنتیپس از انجام شستشو  شد.انکوبه 

در بافر  1:3000پراکسیداز با رقت نژوگه با آنزیم هورس رادیش وک

 1ها اضافه شده و میکرو لیتر به چاهک 100شستشو به مقدار 

 100محلول سوبسترا به مقدار  .شدساعت در دمای اتاق انکوبه 

 C37°دقیقه در  15میکرو لیتر به هر چاهک اضافه و پلیت برای 

فه امیکرو لیتر محلول متوقف کننده اض 50به هر چاهک  انکوبه شد.

نانومتر با دستگاه  450میزان جذب نوری پلیت در طول موج و 

 .(21)گردید الایزا ریدر قرائت 

 های آماری آزمون

با انجام تست الایزا به صورت سه بار تکرار، تیتر سرمی مربوط 

راف از معیار ـانح ±ها به صورت میانگین بادیبه هر کدام از آنتی

 >P-value 01/0با  Tukeyآماری  ارائه شد. بر این اساس از آزمون

ده ـافت کننـهای دریرمی گروهـهای سلاف تیترـرای بررسی اختـب

 . دی مختلف در مقایسه با گروه کنترل استفاده شهاژنآنتی

 

 هایافته

آلژینات ندوتوکسینی اگیری میزان فعالیت اندازه

  ETAو  پلیمریزهد
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 آلژیناتندوتوکسینی اگیری میزان فعالیت برای اندازه

دوتوکسین موجود در آن، میزان PyroMedکیت  توسط،  پلیمریزهد

تکرار پس از محاسبه شد.  ETA ، 125/0 EU/mLو D-ALGۀ نمون

 ایدکه ب با توجه به مجاز بودن نمونه برای مصارف زیستی ،آزمایش

های تهیه شده برای ژنباشد، آنتی EU/mL 5کمتر از 

 .ندشد کونژوگاسیون استفاده

 ETAکونژوگاسیون آلژینات با 

ها در های جذب نوری فرکشنهای کونژوگه قلهمولکولدر 

و  بوداً روی هم منطبق ـنانومتر دقیق 210و  280دو طول موج 

های پلی ساکاریدی ژنکونژوگه شدن آنتی یاین مورد نشان دهنده

D-ALG  بهETA کوچک دوم مورد  ۀقل 1مطابق با شکل  .بود

نانومتر به ترتیب مربوط  210و  280مشاهده در طول موج های 

 .غیر کونژوگه است -ALG D و ETA به

 

 
 مولکول کونژوگه یجداساز یبرا یحاصل از ستون کروماتوگراف نمودار .1شکل 

 

 آزمون تب زایی در خرگوش

زایی در تهیه شده تحت آزمون تب هاینمونه کونژوگه

ی حرارت افزایش درجهساعت  24از  پسو  گرفتهخرگوش قرار 

 بود. 6/0و در هر خرگوش کمتر از  4/1در هر سه خرگوش کمتر از 

 د.بودن زا و قابل تزریقتب ۀتهیه شده عاری از ماد هایلذا کونژوگه

 استریلیتی وآزمون توکسیسیته 

 5به تهیه شده  هایطبق روش استاندارد نمونه کونژوگه

روز تحت بررسی قرار گرفتند. عدم  7موش تزریق و به مدت 

غیر سمی و قابل  یمرگ و میر در حیوانات نشان دهنده یمشاهده

های باکتریایی بررسی کشتاز طرفی . بود هاکونژوگهبودن تزریق 

حاکی از عدم رشد میکروارگانیسم انکوباسیون،ساعت  24از  پس

 .بودها ها و استریل بودن نمونه

، IgG3 ،IgG2b ،IgG2a ،IgG1های بادییتر آنتیت

Total IgG ها دست آمده برای هر کدام از گروهه ب 

آمده دو هفته بعد از اولین دوز دستبررسی تیترهای به

علیه آلژینات  IgGبادی گیری در تیتر آنتیتزریق، افزایش چشم

 تیتر های دوم و سوم ترتیبنشان نداد. دو هفته پس از تزریق

-ALGهای مختلف به ترتیب های تولیدشده در گروهبادیآنتی

ETA>ALG>ETA  1جدول (بود.) 

های مختلف دو هفته بعد از بادیمقایسه تیترهای آنتی

 تزریق های اول، دوم و سوم

به ترتیب تیتر تمامی  4تا  2های شمارۀ در شکل

اول، دوم و  هایهای مورد آزمایش دو هفته بعد از تزریقبادیآنتی

 . سوم نمایش داده شده است
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 اول، دوم، سوم یها یقدو هفته پس از تزر یبرا ALG یهشده عل یدتول IgG یسرم یترت یزانم .1 جدول

Neg.control ETA ALG 
 

ALG-ETA 
 

 

03/0±2/0 01/0±1/0 7*±109  *6± 401 IgG 

از 
د 

 بع
ته

هف
دو 

 

ق
ری

تز
ن 

ولی
ا

 

ی
رم

 س
تر

تی
 

(O
D

 u
n

it
) 

(m
ea

n
±

S
D

)
 

01/0±1/0 03/0±2/0 7*±74  11 120±* IgG1 

03/0±1/0 03/0±2/0 8*±28  *5±48 IgG2a 

01/0± 1/0 01/0± 1/0 11*±21  7*±40 IgG2b 

01/0± 1 01/0± 1 74*±11  119*±7 IgG3 

03/0±1/0 03/0±1/0 9*±393  1303*±5 IgG 

 از
عد

ه ب
فت

 ه
دو

 

 
ق

ری
تز

ن 
می

دو
 

03/0±1/0 01/0±1/0 8*±140  475* ±15 IgG1 

03/0±1/0 05/0±2/0 11*±160  105*±8 IgG2a 

05/0±1/0 03/0±2/0 13*±30  89*±9 IgG2b 

1/0±05/0 2/0±04/0 115*±13  463*±9 IgG3 

05/0±1/0 03/0±3/0 11*±410  2100*±8 IgG 

از 
د 

 بع
ته

هف
دو 

ق 
ری

تز
ن 

می
سو

 

03/0±1/0 01/0±2/0 9*±191  8*±1200 IgG1 

01/0±1/0 03/0±1/0 9*±78  11*±140 IgG2a 

05/0±1/0 01/0±1/0 15*±47  5*±5/121 IgG2b 

1/0±05/0 1/0±01/0 180*±15  5*±1100 IgG3 

 

 

 

 اول یقدو هفته پس از تزر یبرا یناتآلژ یهشده عل یدتول یهایبادیآنت یسرم یترت یزانم .2شکل 
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 دوم یقدو هفته پس از تزر یبرا یناتآلژ یهشده عل یدتول یهایبادیآنت یسرم یترت یزانم .3شکل 
 

 

 سوم یقدو هفته پس از تزر یبرا یناتآلژ یهشده عل یدتول یهایبادیآنت یسرم یترت یزانم .4شکل 
 

 

 بحث 
 هایزایی کونژوگهبرای بررسی اثر ایمنی مطالعات مختلفی

-ALG-TT ،ALG-SLNs ،PLGA-ETA،ALGمختلف از جمله 

DT  غیره انجام شده است. در این مطالعه برای اولین بار اثر

سودوموناس های علیه عفونت ALG-ETAی زایی کونژوگهایمنی
و زیر  IgGو تاثیر این کونژوگه روی تیتر آنتی بادی  آئروژینوزا

از  Aلاس های آن مورد بررسی قرار گرفت. اگزوتوکسین ک

 یهوو توسط اکثر سترین فاکتورهای پاتوژنز این باکتری است مهم

اثرات  یداراو  شودیم یدتول ینوزاسودوموناس آئروژ ینیبال یها

ینت. آ(7)بوده و عملکردی مشابه توکسین دیفتری دارد  یمونوژنیا

 یهعل یموثر یکنندگاثر محافظت A ینضد توکس یهایباد

 نییعنوان حامل پروتئبه دارند و ینوزاوژآئرسودوموناس  یهاعفونت

 ینوزاسودوموناس آئروژ یتیچند ظرف یهاواکسن یددر کاند

ترشح شده توسط  A یناگزوتوکس. (22, 21) استفاده شده است

و کشنده بوده  یسم یزایماریعامل ب یک ینوزاسودوموناس آئروژ

ین شود، همچنمی یزبانم یهاتوسط سلول ینمانع سنتز پروتئ که

ده و از ش یکبد یهاآپوپتوز سلول ودر کبد  یبافت تغییرات باعث

-یم شیافزا یزرا ن یالتهاب یشپ یهایتوکاینسا یانبطرفی دیگر 

اثرات مخرب در حضور  یننشان داده است که ا یقاتدهد. تحق

-و تمام واکسن دنشو یم یخنث A ینضد اگزوتوکس یهایبادیآنت

 یرمرگ و مهستند از  A یناگزوتوکسهایی که دارای توکسوئید 

ه دهد کینشان م یجنتا ینا ینبنابراکنند. یری میجلوگها موش

ها در ژنیآنت یربا سا یسم یرغ A یناگزوتوکس یباستفاده از ترک

. (23) شودیواقع م یدمف یارموثر بس یمنیپاسخ ا یجادها در اواکسن

با توجه به مزایایی عنوان شده در این مطالعه آلژینات را با 

که این واکسن کونژوگه طوریکونژوگه نمودیم. به Aاگزوتوکسین 

-یبادیآنت یدتول یی، توانازا استتبی و غیرسمیرغعلاوه بر اینکه 

. به داردبا هم  را A ینو اگزوتوکس یناتآلژ یهعل یعملکرد یها

 زایی این باکتری آنتیعلیه دو فاکتور مهم بیماریعبارتی دیگر 

ن زایی و کارآیی واکسشود و این باعت افزایش ایمنیبادی تولید می

 .(22)خواهد شد 

 ETAهدف از این مطالعه تولید واکسن با کونژوگه کردن 

حی ژن کپسولی کربوهیدراتی سطعنوان بخش پروتئینی به آنتیبه

موجب آن حفاظت پایدار و طولانی  های مدرن است که بهبا روش

 ETAستفاده از های سودوموناسی ایجاد گردد. ادر برابر عفونت

ساکاریدی و استفاده از عنوان پروتئین حامل برای مولکول پلیبه

 ETAبرای القاء ایمنی بیشتر نسبت به آلژینات خواص ادجوانتی 

عنوان یک ا بهها رنژوگهوبتوان این ک بود تا در صورت اثبات کارایی

های دریافت تمامی گروه .معرفی کردبا کارآرایی بالا  واکسن کاندید

های کنترل، در هر نسبت به گروه ETA و ALG-ETA یکننده

تزریقی )دو هفته بعد از تزریق اول، دوم و سوم( از لحاظ  ۀسه دور

 .داری را نشان دادندبادی سرمی اختلاف معنیمیزان تیتر آنتی

روی  و همکاران Cryzوسیلۀ به 1997ای که در سال مطالعه

عنوان پروتئین حامل انجام شد، بهTT کونژوگه آلژینات با پروتئین

بیشتری علیه آلژینات کونژوگه با یک  IgGبادی نشان داد که آنتی

 .(24)شود حامل پروتئینی تولید می

 و همکاران آلژینات را با Kashef 2006همچنین در سال 

در  IgG( کونژوگه نمودند. نتایج افزایش تیتر TTتوکسوئید تتانی )

فرم کونژوگه را نشان داد همچنین این فرم واکسنی توانست باعث 

های موکوئیدی کشنده ها در برابر سویهزنده ماندن موش
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 ینا TT ییهاهگکونژو یبمعاشود. یکی از  سودوموناس آئروژینوزا

 یانسان یهاواکسندوزهای بالا در در  TTاست که استفاده مکرر از 

 نیشود و هم یمنیا یستماز حد س یشب ریکتواند باعت تحیم

 یعنوان حامل پروتئنبه TTاز  یتواند مانع استفاده جهانیمورد م

تولید شد که  TTها علیه آلزینات و بادیگردد. در این مطالعه آنتی

های بادییسبب تولید آنت TTبا  Exo Aما با جایگرین کردن 

به طور همزمان شدیم که این  Exo Aعملکردی علیه آلژینات و 

 . (25)امر سبب افزایش کارآرایی این واکسن گردید 

و همکاران در سال   Langوسیلۀی دیگری که بهمطالعه 

 Aو اگزوپروتئین  LT-B E. coliصورت گرفت، از توکسین  2004

. (26)عنوان حامل استفاده شد ( بهrEPA) سودوموناس آئروژینوزا

زایی آلژینات به صورت کونژوگه ی حاضر نیز ایمنیدر مطالعه

ی انجام شده توسط لانگ، بالاتر از آلژینات خالص همانند مطالعه

تزریق سوم نسبت به تزریق اول کونژوگه، تیتر  طوری که دربود به

یافت. مطابق  ، افزایش2/5تولیدشده علیه آلژینات  IgG بادیآنتی

سودوموناس  ALG-ETAبا تحقیقات مشابه انجام شده کونژوگۀ 
ا ایجاد ساکاریدهبادی را بر علیه پلیبهترین تیتر آنتی آئروژینوزا

  Afshari. همسو با نتایج این مطالعه، (28, 27, 21, 16)کند می

)نانو  SLNزایی آلژینات، از منظور بالا بردن ایمنیو همکاران به

ی در این بررسی تیتر همه .استفاده کردند جامد لیپیدی( ذرات

هایی که نسبت به موش ALG- SLNsیها علیه کونژوگهبادیآنتی

. بیشترین (29)درصد بالاتر بود  6فقط با آلژینات تست شده بودند 

بود. در این مطالعه نیز با کونژوگه  IgGبادی مربوط به تیتر آنتی

-ALG علیه کونژوگه IgGهای کلاس بادیکردن آلژینات تیتر آنتی

ETA هایبادیبیشتر از آلژینات تنها بود و تیتر آنتیIgG  تولیدشده

 2015و همکاران درسال  Najafzadehعلیه آلژینات افزایش یافت. 

و  یفترید ینتوکس -ی لیپوپلی ساکاریدهای کونژوگهواکسن

دادند. در این را مورد ارزیابی قرار  توکسین دیفتری-آلژینات

با پیوند کووالان با روش آمیداسیون D-ALGو  D-LPSمطالعه

عنوان یک حامل پروتئینی، متصل شدند. نتایج نشان داد به DTبه

 D-LPS-DTهای ایمن شده با کونژوگه موش IgGبادی که آنتی

 4واکسینه شده بودند،  D-LPSهایی که فقط با نسبت به موش

نشان داد که واکسن ن نتابج آنها برابر افزایش داشت همچنی

نسبت  DTو  ینوزاسودوموناس آئروژ D-ALGه بر اساس گکونژو

D-LPS-DT این ود شیها میباد یآنت یتردر ت یشترب یشباعت افزا

 یزن ما کند.بهتری ایجاد می ییزایمنیا ژیناتآل دهد کهنشان می

 هیسامق یگراز طرف د یمده کردااستف یناتآلژ زخود ا یدر بررس

-ینشان م D-ALG-Exo Aبا  D-ALG-DTه گواکسن کونژو یجنتا

-یآنت یتردر ت یشتریب یشباعث افزا D-ALG-Exo Aدهد که 

که بعد از سومین دوز تزریق طوریبه شودیم یناتضد آلژ یهایباد

و در  1800کمی بیشتر از D-ALG-DTدر کونژوگه  IgGتیتر 

توان  یمافزایش یافت پس  2100به  D-ALG-Exo A کونژوگه

از  یجزئ که ینیحامل پروتئ عنوانبه Exo Aگرفت که  یجهنت

 یفترید ینبهتر از توکس ییزایمنیا یجادتواند در ایاست م یباکتر

. در مطالعۀ حاضر نیز با افزودن یک ترکیب (30) عمل کند

 ,IgG2aها بادیساکاریدی تیتر آنتیپروتئینی به بخش پلی

IgG2b, IgG ,IgG1, IgG3  9/2تولید شده علیه آلژینات به ترتیب 

و  Safari Zanjaniای افزایش یافت. در مطالعه 3،10، 2/5، 2/9،

کونژوگه شده  ETAزایی به ارزیابی ایمنی 2019همکاران در سال 

سودوموناس عنوان یک کاندید واکسنی در به PLGAبا نانو ذرات 
تواند می ETA–PLGAاساس نتایج، پرداختند. بر  آئروژینوزا

های را در موش IgGهای عنوان یک ایمونوژن مناسب، پاسخبه

 مطالعۀ در. (9)افزایش دهد  ETAژن ایمن شده نسبت به آنتی

های آن بعد از سومین زیرکلاسو  IgG بادیتیتر آنتی حاضر نیز

فزایش قابل ا ALG- ETAهای واکسینه بادوز تزریقی در گروه

. نشان داد خالص ALGتوجهی را در مقایسه با گروه واکسینه با 

های مختلف پروتئینی، تنها حامل توکسوئید دیفتری در بین حامل

 . (31)اند و کزاز موفق به اخذ مجوز واکسن شده

 

 گیرینتیجه

 توکسینهای آنتیبادینشان داد که آنتی ها و مطالعاتیافته

A های محافظتی بیشتری را نسبت به عفونت توانند اثرمی

ایجاد نمایند. این ترکیب کونژوگه سطح  سودوموناس آئروژینوزا

سازی با این ضد آلژینات را افزایش داده و ایمن IgGهای بادیآنتی

ی ههای خنثی کنندبادیتواند سبب تحریک آنتینوع کونژوگه می

 لژینات، غیر سمیشود. این واکسن کونژوگه بر مبنای آ Aتوکسین

های بادیتواند سبب تولید آنتیزایی ندارد و میبوده و قدرت تب

های این شود. از دیگر ویژگی ETAعملکردی علیه آلژینات و 

ژِنیک و فعال بودن است. با توجه به کونژوگه پایداری ساختار آنتی

توان اظهار ها در تحقیقات انجام شده میموثر بودن این واکسن

عنوان یک واکسن کاندید های کونژوگه حاصل بهکه واکسنداشت 

تواند معرفی گردد. در های سودوموناسی میمناسب علیه بیماری

عنوان تواند بهمی ETAچنین مشخص گردید که این مطالعه هم

های کونژوگه عمل کرده و کونژوگاسیون پروتئین حامل در واکسن
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 یکه رو یعات گوناگوندر مطال گیرد.به صورت پایدار صورت می

نشان داده است  یصورت گرفته همگ A یناگزوتوکس ییزایمنیا

 می توانند شودیم یدتول A یناگزوتوکس یهکه عل ییهایبادیکه آنت

ان نش یجنتا ینا ینبنابرا نمایند، یریجلوگ هایر موشاز مرگ و م

 یربا سا یسم یرغ A یناگزوتوکس یبدهد که استفاده از ترکی م

 دیمف یارموثر بس یمنیپاسخ ا یجاددر ا ها ژن ها در واکسنیآنت

 . شودیواقع م

 سپاسگزاری

 . وجود ندارد

  منافع در تعارض

 یتضاد منافع یسندگان هیچگونهدر انجام مطالعۀ حاضر، نو

 .اندنداشته

 مالی منابع

 یی سازمانمال یتمستقل است که بدون حما یمقاله پژوهش ینا

 .انجام شده است
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