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همراه با واکسن زنده  RB51 بروسلا آبورتوس OMPs يسرم کشيیباکتر یتمطالعه فعال

 RB51 بروسلا آبورتوس

 بروسلا آبورتوس OMPsسرمی  کشیمطالعه فعالیت باکتریعنوان کوتاه : 

 2سارا زاهدنیا -1مهدی ساداتی -2مهدی نجاتی- 2بهمن تبرایی -2*حجت احمدی   -1فهیمه قلیزاده بالدرلو

 تحقیقات کردستان،کردستان، ایران دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و .1

 ، تهران، ایرانتهیه آنتی ژن، انستیتو پاستور ایران باکتریایی وهای واکسن بخش .8
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با توجه به مشکلات مبارزه عليه بروسلوز نقش اساسي دارد.  واكسيناسيون در: زمینه و اهداف: 

 برای بروسلا، دیواره سلولي برخي اجزاء از مي توان، درمان و پایين بودن كارایي واكسنهای موجود

تحقيق  در بدین منظورتهيه واكسن استفاده كرد.  به عنوان ایمونوژن در Outer Membrane Proteinمثال

 بروسلابا واكسن زنده  RB51 سلا آبورتوسبرو OMPsتركيب هومورال  ميزان ایمني زایي حاضر

 گرفته است. مورد ارزیابي قرارسرم  كشيباكتریبا استفاده از آزمون  RB51 آبورتوس

درمحيط كشت بروسلا آگار  Brucella abortus RB51ابتدا سویه مطالعهاین  درمواد و روش کار: 

با  OMPsو شداستخراج  لوریل ساركوزینات-Nسدیم این باكتری به روش OMPsسپس ،شدكشت 

بررسي  نظوربم سپس .مورد استفاده قرار گرفت,l واكسن تركيبيعنوان ه ب تركيب و RB51واكسن زنده

ه ب ها خرگوشخونگيری از  51و 00، 0،51خرگوش تزریق گردید. در روزهای ي به تعدادی موش ویزا ایمني

اندازه سرم  كشيباكتریها به روش  تيتر باكتری كشي سرمو در نهایت سرم ها جمع آوری  عمل آمده و

كشت  به منظور چالش وها  به موشبيماریزا  544 تزریق بروسلا آبورتوس سویههمچنين . شدگيری 

 .طحال انجام شد

سرم نشان داد كه ایمني هومورال بسيار خوبي  كشيباكتریهای حاصل از آزمون داده: یافته ها

كشت  ایجاد شده و در RB51بصورت تيتر باكتری كشي برعليه واكسن تركيبي نسبت به واكسن زنده

تحليل نتایج  . تجزیه واست توجهواكسن تركيبي قابل  های گروه واكسينه شده باطحال كاهش تعداد كلني

 نشان مي دهد. (> p 01/0گروهها با )آناليز واریانس، اختلاف معني داری بين 

هم  سرم نشان داد برخلاف تحقيقات قبلي، هم واكسن تركيبي و كشيباكترینتایج آزمون : گیرینتیجه   

 بيشتری هومورال ایمني، واكسن تركيبيرا داشته و  سازی ایمني هومورال توانایي فعالRB51 واكسن زنده

    .است این بدليل اثر سينرژیسمي این واكسن و است دارا RB51به واكسن زنده نسبت

 RB51بروسلا آبورتوس  زنده سرم، واكسن كشيباكتری، OMPsکلمات کلیدی
 برای مجله ميکروب شناسي پزشکي ایران محفوظ است. این مقاله  و استفاده علمي از نشر : حق چاپ، ©كپي رایت 
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از  پس های یبادآنتی تولید) با محدودیت هایی دام

 . (7،7)است همراه واکسیناسیون، سقط جنین و کارایی پایین(

مثل  سلولی ةدیوار ژنیآنتی هایشاخص راستا، دراین

برای  بالقوه کاندیداهای عنوان به خارجی غشایهای پروتئین

 این .(0)اند گرفته قرار توجه موردموثرتر های واکسن طراحی

 OMPs ترکیبهومورال  میزان ایمنی زاییروی ارزیابی  مطالعه

با  RB51آبورتوس بروسلازنده  واکسن با RB51 بروسلا آبورتوس

 OMPs . است شده متمرکزسرم  کشیباکتریاستفاده از آزمون 

 براساس وزن و شده محسوب حفاظتیهای ژن آنتی عنوانه ب

 وزن با1گروه :شوندمی بندی طبقه عمده گروه سه به مولکولی

 03-02 مولکولی وزن با 8 گروه کیلودالتون،22-29مولکولی

 01 -09 مولکولی وزن با 0 گروه و ها پورین عنوان به کیلودالتون

 ساختاری ترکیبات جزء OMPs .(3-11) کیلودالتون 80-82و 

 و کرده عمل زاییبیماری فاکتورهای بعنوان و هستند باکتری

پیلی،  فاقد بروسلا اینکه بدلیل. کنندمی القاء را ایمنیهای پاسخ

 سیستمهای پاسخ میزان بیشترین باشد، می کپسول و فلاژل

 ایجاد OMP) ازجمله ) آن دیواره ساختاری ترکیبات علیه ایمنی

 .(12)شود می

Cassataro  نشان دادند که 8339و همکاران در سال ،

OMP31 های از سویهS  وR  وانسان  در بروسلا ملیتنسیساز 

 .(19)جانوران، ایمنی زایی زیادی دارد 

ایمن  1229 دکتر تبرایی و دکتر احمدی و همکاران در سال 

را مورد بررسی قرار  سالمونلا تیفیهای  موش با پورین سازی 

لنفوسیت های این حیوان نسبت به پورینها پاسخ  دادند، که

 مثبت داد.

نشان داد پروتئین های غشاء خارجی  1220وینتر در سال 

در مقایسه با غشاء خارجی و سلول کامل بروسلا،  بروسلا آبورتوس

 بالاتری را ایجاد کرده است. بادیآنتیعیار 

 Caro-Hernandez نقش  8332همکاران در سال  و

omp31/omp25  را درخصوصیات غشای خارجی و ویرولانس

 (.19)نشان دادند  ویسا بروسلا

پروتئین های  است ای ناصاف، که سویهRB51در واکسن زنده

طی  .غشای خارجی آن به خوبی در معرض سیستم ایمنی هستند

تحقیقات قبلی مشخص شده است که این واکسن توانایی 

شته و همچنین  ایمنی هومورال ندا فعالسازی ایمنی هومورال را

در حفاظت بخشی بر علیه بروسلوز نقش چندانی ندارد. بلکه 

ایمنی سلولی تحریک شده برعلیه این پروتئین ها نقش اصلی 

حفاظت را برعهده دارند. در واقع در تحقیقات قبلی که جهت 

الیزا بررسی ایمنی هومورال بروسلا انجام شده است اکثراً از روش 

خالص بروسلا به  LPSگردیده است که دراین روش از  استفاده

استفاده شده است  بادیآنتی عنوان آنتی ژن برای سنجش تیتر

ایجاد شده برعلیه  بادیآنتیکه این روش می تواند فقط تیتر 

LPS نه برعلیه و  را نشان دهدOMPs (11)،  اما در روش

 کشییسرم، تیتر باکتر کشیباکتریپیشنهادی ما یعنی سنجش 

 های مختلف برعلیههایی از کلاسبادیآنتی)تیتر 

 از رشد و تکثیر باکتریها جلوگیریژن های بروسلا که آنتی 

ژنیک که میزان عمده تمام عوامل آنتی برعلیه (می نماید 

 خشنکاملاً  ایسویه RB51)سویهشودمیارزیابی  است OMPsآن

ین روش سنجش . بنابراکامل ندارد( LPSدرسطح خود که  است

سرم می تواند هم میزان آنتی ژنیسیته و هم  کشیباکتری

 )ایمنی هومورال( عوامل آنتی ژنیک ازجمله ایمونوژنیسیته

OMPs گونه نیست و نیز  این که در روش های دیگر را نشان دهد

 انجام می گیرد و بر پایه آنتی ژن امروزه که الیزا چون آزمون 

LPS نمی تواند نتایج دقیقی در آزمایشات واکسن های  است

 کامل LPSبدون خشنکه یک سویه  RB51ساخته شده با سویه

سرم طراحی و مورد ارزیابی  کشیباکترینشان دهد، روش  است

استخراج   OMPsرا با  RB51واکسن زنده این رو  ازقرار گرفت. 

یسمی ترکیب نموده تا اثر سینرژ RB51بروسلا آبورتوسشده از 

سرم  کشیباکتریآن، بر روی ایمنی هومورال با استفاده از آزمون 

 بررسی گردد.

 مواد و روش ها:

 : كشت شرایط و باكتریایي های سویه

بروسلا  سویه و RB51بروسلا آبورتوسسویه خشن 
 بخش استانداردهای سویه کلکسیونمرکز  از 544آبورتوس

 ایران تهیه پاستور انستیتو ژن آنتی تهیه و باکتریاییهای نواکس

 بروسلا کشت محیط در ابتدا RB51بروسلا آبورتوس. سویه شد

ه ب سپس. شد داده کشت ساعت 28به مدت C 02°در دمای آگار

محتوای باکتری در یک لیتر بروسلا براث سلولی  بذر تهیه منظور

هر بطری بوات دورو که  میلی لیتر بذر به 0 به تعلیق درآمد و
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ساعت  28کافی بروسلا آگار  بود، اضافه و به مدت حاوی مقدار

کشت داده شد.محتوای باکتری جمع آوری و  C 02°درانکوباتور

دو مرتبه شستشو داده شد به این ترتیب توده سلولی تهیه 

 (.17)گردید

 : RB51بروسلا آبورتوس  OMPs استخراج  

 بروسلاگرم بیوماس سلولی  OMPs ،80جهت استخراج  
برابر وزن مرطوب خود با تریس  0/2در RB51آبورتوس

میلی  13دی آمین تتراکلرواستیک اسید حاوی اتیلن مولار1/3بافر

بصورت تعلیقی یکنواخت درآمد. سپس با  W/V (EDTA) مولار

دقیقه سونیکه انجام 9به فاصله نیم دقیقه به مدت % 133قدرت

سانتریفوژ C 9°دقیقه در 03به مدتrpm0033در دور و شد

ساعت 1گردید. سپس مایع سانتریفوژ شده عاری ازسلول به مدت

تعلیقی از رسوب  اولتراسانتریفوژ شد. و C 9°وrpm 98333در دور

 8لوریل سارکوزینات-Nمیلی لیتر سدیم83به دست آمده را در

میلی مولار تهیه EDTA 13مولار حاوی1/3درصد و تریس بافر

شد. سپس در  ساعت نگهداری1و دردمای اتاق به مدت گردید

 OMPsسانتریفوژ شد.  C 9°ساعت و1به مدت  rpm 98333دور

میلی لیترآب مقطرحل نموده و برعلیه 10ته نشین شده را در

NaCl 8/3ساعت 89ساعت به مدت 2 هر مولار با سه تعویض در

 عبور از فیلتر میلی پور دیالیز نموده و نمونه دیالیز شده باC 9°در

میلی لیتری تقسیم گردید و  03و83میکرون در ویالهای 88/3

 .(17-10)نگهداری شد  -C 83°درفریزر

 :  شده استخراج نمونه در پروتئين غلظت تعيين

از بوین سرم  با استفادهروش برادفورد و  با پروتئین غلظت

 03حجم هاییین شد. آلبومین به عنوان استاندارد پروتئین تع

صورت دو تایی در لوله میکرولیتر از نمونه مورد آزمایش به  133و

میکرولیتر آب مقطر افزوده  03های آزمایش ریخته و به لوله اول

میلی لیتر معرف برادفورد به لوله ها افزوده و جذب لوله 1و سپس

نانومتر قرائت شد و با استفاده از منحنی  020 در های مجهول نیز

 غلظت نمونه های مجهول محاسبه گردید. استاندارد

SDS-PAGE 

م دودسیل سولفات پلی آکریل آمید ژل الکتروفورزیس سدی 

و با  مقایسه مارکر پروتئینی استاندارد به منظور  %18روی ژل

استخراج شده انجام گردید  OMPsتعیین وزن مولکولی نمونه 

(28،13).  

  :واكسن زنده(با  OMP)تركيبتهيه واكسن تركيبي -1

 RB51بروسلا آبورتوسخالص  OMPsمیکروگرم از  033

میلی  13با  لوریل سارکوزینات -Nتخلیص شده به روش سدیم 

مخلوط  ( CFU/ml 213 )دارای رقت RB51لیتر از واکسن زنده 

 . (21-29) شد

 ایمونيزاسيون :

گروه دوتایی خرگوش سفید  8 تزریق به خرگوش: -الف 

 میلی لیتر1کیلوگرم انتخاب شدند. به گروه اول8نیوزلندی با وزن

واکسن ترکیبی  میلی لیتر1و به گروه دوم RB51واکسن زنده

به صورت زیرجلدی تزریق شد. به گروه  OMPمیکروگرم 03حاوی

به  OMPمیکروگرم در میلی لیتر133به مقدار 10دوم در روز

. خونگیری از قلب خرگوش ها در گردیدصورت زیرجلدی تزریق 

 روز بعد از تزریق اول در شرایط کاملاً  90و  03، 10،  3زمانهای

با استفاده از سانتریفوژ سرم ها جدا شد و در  استریل انجام شد و

 نگهداری شدند.  C 9°یخچال

 BALB/C  گروه پنج تایی موش سفید 0 تزریق به موش: -ب

 انتخاب شدند. به بودند،گرم که همه آنها ماده 12 -83 با وزن

 0/3 و به گروه دومRB51 میلی لیتر واکسن زنده 3 /0 گروه اول

و به گروه   OMPمیکروگرم  80حاوی لیتر واکسن ترکیبیمیلی 

میلی لیتر سرم فیزیولوژی به صورت زیر جلدی تزریق 0/3سوم

میلی  0/3 میکروگرم در 03به مقدار 10 شد. به گروه دوم در روز

 . گردید به صورت زیرجلدی تزریقOMP لیتر

سرم خرگوش های  كشيباكتریآزمون بررسي فعاليت 

 (:SBAواكسينه شده )

به مدت نیم ساعت  سلسیوسدرجه  03سرم ها ابتدا در  

خانه ای استریل در  23غیرفعال شد و از هر سرم در میکروپلیت 

) بافر فسفات سالین دالبکوس(  DPBSهر ردیف با استفاده از

چاهک  تهیه گردید. به هر182خانه تا رقت  2رقتهای سریالی در 

اکتریایی حاوی سوسپانسیون ب میکرولیتر 03حاوی سرم، 

CFU/ml 013 میکرولیتر سرم نوزاد خرگوش ) به عنوان  03و

بعد از اضافه نمودن سرم  منبع کمپلمان خارجی ( افزوده شد.

( و CFU/ml 013حیوان واکسینه شده، سوسپانسیون باکتری )

میکرولیتر( به هرویال  103منبع کمپلمان خارجی )حجم کل

میکروپلیت و مخلوط نمودن کامل آنها، میکروپلیت به مدت یک 
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چنین کنترل منفی، کنترل  انکوبه گردید. هم C 02°ساعت در

 سلولی، کنترل سرمی، کنترل کمپلمان و کنترل باکتریایی نیز

لیتر از هر ویال به یکروم 133پس از یک ساعت گذاشته شد.

ساعت در  28و به مدت گردیدر منتقل پلیت حاوی بروسلا آگا

 انکوبه شد.  C 02°دمای 

درصد  03پلیت هائی که تعداد کلنی های رشد یافته در آنها

رقت سرمی آنها  یا کمتر از کلنی های پلیت کنترل باکتریایی بود

 . (25-27)تیتر مثبت در نظر گرفته شد 

بيماریزا به موش  544سویه  آبورتوس بروسلاتزریق 

 ها: 

در محیط بروسلا آگار به  544بروسلا آبورتوسسویه استاندارد 

آن سوسپانسیونی انکوبه شد. از   C 02°ساعت در دمای 28مدت 

 استاندارد ( تهیه شد. سپس با استفاده از9/3=pH) PBS تازه در 

 رساندیم. CFU/ml 013×0 مک فارلند آن را به رقت 

میکرولیتر از  133برای بررسی شمارش باکتری های طحال، 

سوسپانسیون تهیه شده به دو گروه موش واکسینه شده و گروه 

کنترل تزریق گردید. این تزریق داخل صفاقی و دو هفته پس از 

 گروه انجام گردید. 0آخرین تزریق، در موش های هر 

چالش، طحال موش های هر گروه را خارج  هفته بعد از چهار

ی رقتهای متفاوت از آن تهیه نموده و با استفاده از سرم فیزیولوژ

آگار منتقل شد  و از رقت های فوق به پلیت حاوی بروسلا  گردید

ساعت انکوبه گردید. پس از این  28به مدت C 02°و در دمای 

و  مدت تعداد کلنی های باکتریهای رشد یافته شمارش گردید

میانگین تعداد هرگروه موش  آن درعکس رقت ضرب شده و تعداد

  .(27)محاسبه شد

 ها:یافته

غلظت پروتئین موجود در نمونه، با روش برادفورد و با 

استفاده از بوین سرم آلبومین به عنوان استاندارد درطول موج 

  (1نمودار شماره بود. ) µg/ml0300  نانومتر، برابر  020

 

 نیآلبوم سرم نیبو از استفاده با برادفورد استاندارد نمودار: 1نمودار 

 در ،%18پلی آکریل آمید روی ژل نمونهSDS – PAGE آنالیز

تا  19قوی در محدوده  ، باندهای نسبتاًمقایسه با مارکر پروتئینی

  (1را نشان داد )شکل شماره کیلو دالتون  132

 

 آبورتوس بروسلا OMPs از الکتروفورز SDS-PAGEیالگو 1شکل  

RB51  ستون  . %18 ژل درa  :13   میکرولیتر از نمونهOMP - ستونb    

   مارکر های استاندارد

توانایی  دو گروه هر داد نتایج آزمون باکتریسیدال اسی نشان

به  با این وجود واکسن زندهرا داشته  ایمنی هومورال سازی فعال

 اما ،دارد باکتریسیدال بادیآنتیالقاء سنتز  کمی در تأثیر تنهایی

واکسن زنده( تأثیر بیشتری دارد به همراه  OMPترکیبی )بصورت 

نشان دهنده اختلاف معنی داری t- test به این ترتیب روش آماری

 در دو گروه استسرم  کشیباکتریمیانگین فعالیت  در

 (30/3 p<( )  8نمودار شماره.) 

نتایج کشت طحال نشان داد تعداد باکتریهای جدا شده از 

واکسن ترکیبی به میزان محسوسی طحال گروه واکسینه شده با 

) نمودار  است پایین تر از گروه واکسینه شده با واکسن زنده

 .( 0شماره 

O
D

( 
5

9
5

n
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 )

Protein Concentration
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 099 هیسو هیبرعل سرم کشیباکتری تیفعال نیانگیم سهیمقا: 8نمودار 

 واکسن قیتزر از پس شده منیا خرگوش گروه 8 سرم در آبورتوس بروسلا

 : واکسن ترکیبی (  8: واکسن زنده،  گروه 1) گروه زند واکسن و یبیترک

 

 طحال در شده شمارش یها یباکتر نیانگیم سهیمقا: 0نمودار 

 شده نهیواکس یها موش

 بحث

در مبارزه علیه بروسلوز، نقشی  اساسی دارد. واکسیناسیون  

گاو و  گوسفند با در حال حاضر  پیشگیری از  بروسلوز در 

بکارگیری دو نوع واکسن زنده تخفیف حدت یافته بروسلا انجام 

بروسلا از   S19ضعیف شده که  شامل واکسن زنده ،می گیرد

 (. 20)است RB51و واکسن زنده ضعیف شده آبورتوس

این باکتری درون سلولی بوده بنابراین واکسنی  ازآنجا که

و هومورال را با هم فعال ارزشمند است که بتواند ایمنی سلولی 

از  یکیایمنی هومورال را فعال می سازد و  S19سازد. واکسن

 که واکسیناسیون بوده پس از ی هایبادآنتی تولیدآن  معایب 

 RB51واکسن زنده است. آن همیشه مطرح مشکلات ناشی از

قابلیت ایمنی  و بوده ایمنی سلولی محرک طبق تحقیقات قبلی،

 (.23،98)ارد زایی هومورال را ند

شده ایمنی   در مطالعات قبلی که انجام گرفته گزارش معمولاً

بروسلوز نقش  بخشی واکسن ها برعلیه  هومورال در حفاظت

 کشیباکتریبا انجام آزمایش  اما ما در این مطالعه، مهمی ندارد

برعلیه  بادیآنتیسرم نشان دادیم که ایمنی هومورال، با ایجاد 

OMPs  باکتری کش از انتشار و وارد شدن بروسلا  بادیآنتیو هم

به داخل سلول و ایجاد بیماری جلوگیری می نماید که این 

موضوع با بررسی کاهش کلنی ها در نتایج کشت طحال موش 

چنانچه الیزا های واکسینه شده به خوبی مشهود است. در روش 

یزان بروسلا به عنوان آنتی ژن جهت سنجش مLPS قبلاً گفته شد

تیتر ایمنی هومورال مورد بررسی قرار می گیرد که در واکسنی 

به عنوان آنتی ژن در ایجاد  OMPsتهیه شده  RB51که از سویه 

جهت  الیزابنابراین اگر از روش  ،ایمنی هومورال نقش دارد

 OMPs بخواهیم استفاده نماییم باید از بادیآنتیسنجش تیتر 

  (.91)خالص استفاده کنیم

که  سرم در این تحقیق مشخص شد کشیباکتریجام آزمون با ان

وهم واکسن ترکیبی توانایی فعالسازی  RB51هم واکسن زنده

حفاظت  چنین ایمنی هومورال در هم داشته، و ایمنی هومورال را

های باکتری کش  بادیآنتیطریق ایجاد  از علیه برسلوز بخشی بر

وجود اثر  که این ایمنی هومورال بدلیل نقش مهمی دارد

در واکسن ترکیبی تشدید و تقویت می شود.  سینرژیسمی

 بنابراین این واکسن ترکیبی هم می تواند بر مشکلات موجود

 هم نسبت به واکسن های قبلی ایمنی بهتری در غلبه نمود و

 دامها ایجاد نمایید.

سرم نشان می دهد که واکسن  کشیباکترینتایج آزمون 

قابلیت ایجاد ایمنی هومورال را   RB51و واکسن زنده ترکیبی

این یافته ها  است داشته و این ایمنی دارای نقش حفاظت بخشی

همچنین بیان می نماید ایمنی هومورال در واکسن ترکیبی 

در  RB51توان از آن به جای واکسن زنده  تقویت شده و می

 واکسیناسیون استفاده کرد. 
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