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 ABSTRACT 
 

 Background:  Pertussis is still one of the major public health problems. The increase of the disease emerged in recent 
decades due to the replacement of the reactogenic whole cell vaccine with the safer acellular vaccine and the genetic 
diversity of the bacterium. As outer membrane vesicles (OMVs) obtained from Bordetella pertussis contains surface 
immunogenic antigen in its structure, it has an acceptable characteristic that could be considered as a good candidate for 
pertussis vaccine. 

 Materials & Methods:   Vaccinal strain BP134 strain of B. pertussis was cultured under standard conditions and OMVs were 
isolated by modifying the method without the use of ultracentrifuge. The isolated vesicles were examined by transmission 
electron microscopy and protein content was measured by the Bradford method. The expression of virulence factors was 
confirmed by SDS-PAGE and protein expression was confirmed by Western immunoblot. Pyrogenicity test and abnormal toxicity 
test were performed on extracted vesicles. 

Results:   The morphology of the vesicles was confirmed in the range of 40 to 200 nm. The protein concentration of the 
extracted vesicles was determined as 600 μg. Expression analysis by SDS-PAGE and western blot confirmed the presence of 
virulence factors, pertussis toxin, filamentous hemagglutinin, and pertactin using monoclonal antibodies in OMVs of the 
vaccinal strain. Pyrogenicity test and abnormal toxicity test were negative. 

Conclusion:  The proposed method is a simple and efficient method for isolation of the B. pertussis OMVs. The OMVs 
extracted from B. pertussis could be a candidate for a new generation of pertussis vaccine alone or in combination with 
adjuvants to design future acellular vaccines. 
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Introduction

Pertussis is an acute respiratory illness that is highly 
contagious, especially in infants and children, and is 
caused by the gram-negative bacterium Bordetella 
pertussis (1). Pertussis is a reemergence disease and one 
of the ten most common causes of death from infectious 
diseases worldwide. Before vaccination was introduced, 
it was the main cause of infant death in the world. The 
main source of illness for the infant is family members, 
and transmission is often directly from one person to 
another (2). 

The first generation of vaccines against the disease, the 
whole-cell pertussis vaccine (wP), was introduced in 
1940. This vaccine uses the whole bacterium which has 
been killed by heat so that with widespread vaccination 
in the world, the number of cases decreased rapidly. 
Although, the vaccine was associated with side effects 
such as fever and local reaction at the injection site and 
encephalopathy, due to the high content of 
lipopolysaccharide, which is highly immunogenic (3). Due 
to the side effects of this vaccine, the second generation 
of the acellular pertussis vaccine (aP) was introduced and 
replaced in developed countries. aP vaccines contain 
inactivated pertussis toxin, along with recombinant or 
pure bacterial antigens of B. pertussis (4, 5). 

wP provides immunity against a wide range of 
antigens, while aP creates immunity against a small 
number of antigens used in vaccine formulations. As a 
result, aP has low immune-stimulating activity and does 
not inhibit colonization in the respiratory tract so 
immunized individuals can be involved in the 
transmission of the disease in the population (6, 5). 

In recent years, the re-emergence of pertussis has 
been observed in many countries with high vaccinated 
populations, and there has been a significant increase in 
the number of reported cases so that despite high rates 
of vaccination the disease is not yet controllable. 
Pertussis is an endemic disease, as well as the most 
common vaccine-preventable disease reported in 
industrialized countries (8, 7). In Iran, wP vaccines have 
been produced and used based on standard strain for 
many years, but despite high vaccination coverage, the 
number of patients with the disease has increased in 
recent years (9). 

The resurgence of pertussis is associated with a 
variety of factors, including reduced immunity over 
time, gene mutations in bacterial antigens, and 
polymorphism in these genes, resulting in differences 
between the circulating strains and strains used in 
vaccine production was noted (11, 10). According to the 
mentioned points, due to the control of the disease, a 
new generation of vaccines is needed on which genetic 
polymorphism is not effective. 

Outer membrane vesicles (OMVs) of B. pertussis 
contain outer membrane proteins (OMPs) and 

lipopolysaccharide (LPS) that have adjuvant properties 
and stimulate innate immune responses as well (12, 13). 
Unlike aP vaccines, these OMVs are easily absorbed by 
mammalian cells due to their nanoparticle properties 
and are harvested by antigen-presenting cells (APC) (14, 
15). For this reason, to control pertussis disease, OMVs 
vaccine obtains from vaccinal strain are considered 
suitable candidates for the vaccine. Therefore, the 
extraction of these vesicles is of particular importance. To 
date, various methods have been proposed to stimulate 
the production and extraction of vesicles. The most 
important method is based on the use of serial 
ultracentrifugation (16). But lack of easy access of 
research and academic centers to ultracentrifuge in our 
country Iran is an important barrier for the extraction of 
OMVs. Therefore, the aim of this study was to provide a 
suitable and high-yield method for OMVs extraction of B. 
pertussis and to investigate the presence of virulence 
factors in it. 

 

Materials and Methods 

Strain and Culture 

B. pertussis BP134 (vaccinal strain) provided by the 
Razi vaccine and serum research institute was used in 
this study. The bacterium was cultured on the Bordet-
Gengou agar medium. 

Isolation of OMVs 

Massive bacterial culture was performed to isolate 
OMVs on the modified Stainer Scholte (MSS) liquid 
culture medium (17). Colonies grown on Bordet-
Gengou medium were transferred to 50 cc MSS liquid 
medium under sterile conditions and incubated at 35°C 
and 150 rpm until bacterial growth reached the end of 
the logarithmic phase, turbidity equal to 0.7 to 1 at a 
wavelength of 600 nm (OD600 = 0.7-1), 10 cc of which 
was inoculated to 500 cc of the new MSS medium. It 
was shown as OD600 = 0.05. This means that this 
turbidity was considered the initial turbidity for 
bacterial growth, then incubated at 35°C and 150 rpm. 
Taking into account the growth curve of the bacterium 
and considering that the best time to stop bacterial 
growth and start the OMV extraction process is at the 
end of the logarithmic phase and the beginning of the 
stationary phase, it seems that the best time to harvest 
a cell mass when the turbidity is 0.7 to 1 at a wavelength 
of 600 nm. 

By centrifuging the culture medium containing 
bacteria at 8000 g and at 4°C for 30 minutes, bacterial 
pellets were isolated and washed twice with phosphate 
buffer (PBS). In the next step, the pellets were 
completely dissolved in the Tris-EDTA buffer (TE; 8 ml 
per gram of sediment) to create a uniform suspension. 
The suspension was then kept at room temperature for 
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30 min and sonicated for 10 min on ice. The suspension 
was centrifuged at 10000 g and 4°C for 20 min. The 
pellets were washed with TE buffer and the 
supernatant was centrifuged at 60000 g C for 2 hours at 
4°C. The pellets dissolved in the buffer contained Tris 
(0.1 mol), EDTA (10 mM) and DOC (5 g/L) to obtain a 
uniform suspension, then the suspension was 
centrifuged at 60000 g at 4°C for 2 h. The supernatant 
was poured into a new microtube and the TE buffer was 
added to it and centrifuged again at 60,000 g and 4°C 
for one hour. Then, the obtained pellets were dissolved 
in 5 ml of 3% sucrose and passed through the 0.22 µm 
filter. The filtered sample (containing OMV) was 
inactivated by heating in 56°C water bath. To study 
sterility, the extracted vesicles were cultured in the 
blood Agar. OMV extraction was performed four times 
with this method, and each time, the size and spatial 
shape of the vesicles extracted with the TEM electron 
microscope were examined (12, 18). For this purpose, a 
carbon formvar grade was first prepared and negatively 
stained with potassium phosphotungstate. The grids 
were examined by Zeiss EM10C electron microscope 
(12). 

Measure the Amount of Vsicles Protein  

Bradford protein testing is a common method for 
measuring the concentration of proteins. OMV protein 
levels were measured according to this method (19). 

SDS-PAGE Electrophoresis and Western Blotting 

The protein profile of pertussis toxin, pertactin, and 
filamentous hemagglutinin proteins in OMVs extracted 
from vaccinal strain was evaluated using the SDS-PAGE 
method on 12% polyacrylamide gel (20). The coloring of 
the obtained protein bands was performed by 
Coomassie blue method and the final confirmation of 
PTX, PRN, FHA protein expression was prepared by the 
western blotting method using monoclonal antibodies 
(NIBSC No. 97/572, 97/558 and 97/564, respectively). 
NIBSC was performed using SMOBIO (PM2600) protein 
marker (12, 21). 

Pyogeny Test in Rabbits 

The pyrogeny testing of the extracted sample was 
performed according to the Pharmacopoeia method. 
To a group of five white rabbits produced by the Razi 
vaccine and serum research Institute, 3 mg/mL of OMVs 
were injected intravenously per kilogram of animal 
weight, and the same amount of PBS was injected into 
the control group. Then the rabbit's body temperature 
was measured every hour, until the third hour after the 
injection (22). 

Abnormal Toxicity Test 

The Abnormal Toxicity Test was performed to 
determine the harmlessness of the consumption of 
OMVs extracted in rabbits. A group of five white rabbits 
weighing 1.5 to 2 kg provided by Razi Vaccine and 
Serum Institute were injected intramuscularly with 3 
mg/ml of OMVs per kilogram of body weight. The 
rabbits were then kept in normal conditions for seven 
days. Temperatures were maintained in the range of 20 
to 22°C and humidity around 60%, and during this 
period, in terms of weight loss, side effects of the 
injection site and mortality were examined (22). In this 
study, the international standards of ethical rules for 
dealing with laboratory animals were observed. 

 

 

Results 

Since the bacterial culture in liquid medium and 
induction of stress in bacterial cells (the composition of 
the medium, cell harvest time and type of different 
stress conditions) in the liquid medium, affect the 
amount of vesiculation and OMV content. Harvest time 
is very important in the OMV extraction process. 
Considering that the best time to stop bacterial growth 
and start the OMV extraction process is the end of the 
logarithmic phase and the beginning of the stationary 
phase, which is about 30 hours after the initial culture 
according to the bacterial growth curve (Figure 1), 
harvesting was performed at this time. 

 

Figure 1. Growth curve of B. pertussis vaccinal strain 
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Figure 2. Electron micrograph of the extracted vesicles of B. pertussis 

 

The morphology of the vesicles was confirmed by 
electron microscopy and its size was determined 
between 40 - 200 nanometers (Figure 2) 

The protein content of the extracted OMVs was 
estimated at 700 µg/ml. The profile of the proteins in 
extracted OMVs was observed by SDS-PAGE on 
polyacrylamide gel (Figure 3), presence of pertussis 
toxin, pertactin and filamentous hemagglutinin 
antigens in the extracted OMVs previously observed in 
the SDS-PAGE test confirmed by western blot test, 
using specific monoclonal antibodies, and completely 
specific bands were created for the antigens that were 
similar to the OMV isolated by the previous current 
method (Figure 4). OMV extraction was performed 

four times independently, and each time the results 
were similar in morphology and size and similar to 
those previously performed. 

With the injection of the extracted vesicles, the 
results of the pyrogeny test and the abnormal toxicity 
test were negative, so that no significant increase was 
observed in these tests, the increase in body 
temperature of any rabbit was not more than 0.7°C, 
which indicates that extracted OMVs was not 
pyrogenic. Also, in the test for abnormal toxicity, none 
of the animal models lost weight, no side effects were 
observed at the injection site, and all rabbits survived 
until the end of the seventh day. 

 

                    

 

 

 

Figure 3. SDS-PAGE test of B. pertussis extracted with 
 a protein marker 

 

Figure 4. Western blot test using PTX, FHA and PRN 
monoclonal antibodies. (1) OMV obtained from 
the modified extraction method, (2) OMV 
obtained from the current extraction method 
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Discussion 

The resurgence of pertussis occurs despite 
widespread vaccination, and given the importance of 
more prevention of the disease, there is much debate 
today about pertussis vaccines. Acellular pertussis 
vaccines (aP) was developed and replaced in many 
developed countries due to the side effects associated 
with whole-cell pertussis vaccines (wP). These aP 
vaccines contain inactivated toxin along with 
recombinant or pure B. pertussis bacterial antigens 
such as pertussis toxin, filamentous hemagglutinin, 
pertactin, and fimbriae. These vaccines also have 
disadvantages, including the effectiveness of these 
vaccines depends on the number and concentration of 
antigens present in its formulation. While wP creates 
immunity against a wide range of antigens. The aP 
does not inhibit colonization in the respiratory tract, 
and immunized individuals can be involved in the 
transmission of the disease in the population (23, 24). 

Other limitations of the aP pertussis vaccines include 
a rapid reduction of antibodies in the body after 
vaccination and induction of humoral immunity by the 
vaccine. Because B. pertussis is an intracellular 
bacterium, the humoral response is not the acquired 
immune response required for immunity against 
pertussis and cannot produce long-term immunity, so 
the cellular immune response plays an important role 
in clearing B. pertussis. Therefore, there is a great need 
for a third-generation pertussis vaccine to cover the 
weaknesses of previous vaccines. A vaccine should not 
only stimulate Th2 responses, but also stimulates Th1 
and Th17 responses, like wP vaccine (3, 25). 

Outer membrane vesicles of bacteria play an 
important role in physiology, pathogenesis, and 
interaction between host and pathogenic agents, and 
contain surface immunogens in their structure (26, 
27). On the other hand, since overtime after 
vaccination, genetic modification of pathogenic and 
immunogenic factors of the bacterium B. pertussis has 
caused genetic modification of strains to protect the 
bacterium from the host immune system (28). 

It seems that the main stimulate pressure for 
vaccine development is due to the generation of 
vaccine-escape mutants, such as those that do not 
produce pertactin. Such strain became dominant in 
many countries (29-31). The ability of OMV for 
protection with the help of several components, 
including Ptx, FHA and PRN, it introduces OMV as a 
vaccine candidate that selective pressure does not 
affect the circulating strains, and reduce the possibility 
of strains escaping the vaccine, so OMV has 
acceptable properties that can be used as a good 
candidate for the pertussis vaccine (18). 

In 2013, Fernandez evaluated the possibility of using 
OMVs extracted from B. pertussis as a vaccine 

candidate, and with the use of western blotting, the 
presence of pertussis toxin, pertactin, and fimbriae, 
were confirmed. LAL (Limulus Amebocyte Lysate) has 
been shown to have lower endotoxin levels than a 
vaccine licensed in wP (14). 

The contents of the vesicles of the outer membrane 
of the Tohama strain were examined using various 
techniques in a study by Robert and colleagues. The 
results showed the presence of known surface 
immunogens, such as pertactin, adenylate cyclase, 
pertussis toxin, and lipooligosaccharide. Considering 
the inherent safety induced in the airflow pathway 
and the protective immunity in the mouse model, it 
was shown that the OMV obtained from B. pertussis is 
considered as a candidate for protection against 
pertussis (12). 

In a study by Raeven in 2016, the possibility of using 
OMVs as a candidate for the pertussis vaccine was 
investigated. Comparing OMV-containing vaccines with 
wP and aP vaccines, high levels of antibodies were 
observed, and the results showed that the extensive 
and regulated humoral response makes OMV vaccine a 
potential and promising candidate (32). 

In a study by Gillard in 2014, outer membrane 
vesicles obtained from the recombinant strain of B. 
pertussis were formulated with the Tdap vaccine as a 
vaccine candidate evaluated, and the results were 
compared with conventional commercial vaccines. 
The findings showed that Tdapomv induced Th1 and 
Th2 immune responses and provided protection 
against clinical isolates, while the common 
commercial Tdap vaccine-induced Th2 but weakened 
Th1 response and provided little protection against 
the pathogen. According to Tdapomv, it can be 
considered as a new vaccine (33). 

Also, the Bexsero® (previously 4CMenB) vaccine, 
OMV isolated by the detergent in combination with 
the recombinant antigen, was introduced against 
Neisseria meningitidis serogroup B, developed by Bai 
et al. In 2011, and its immunogenicity was confirmed 
in clinical trials (34).  

Extraction of the outer membrane vesicles of 
bacteria and their application in vaccine studies are 
developing nowadays. In previous studies, 
ultracentrifugation with a speed of 100000 g was used 
to isolate the outer membrane vesicles (12, 16, 33). 
Due to the unavailability of Ultracentrifuge in most 
research and academic centers in Iran, in this study, a 
new method for isolating OMVs of B. pertussis was 
presented. This method involves a series of simple 
high-efficiency steps that can be performed using 
high-speed centrifugation. Figure 2 confirms the 
natural spatial shape of the vesicles and the similarity 
of the extracted vesicles compared with previous 
studies. So that the size of the vesicles is 40-200 nm, 
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which corresponds to the results obtained from the 
extraction of the vesicle using ultracentrifugation 
method (12, 16).  

 

Conclusion 

Also, the results of SDS-PAGE and Western using 
monoclonal antibodies show that the vesicles 
extracted in the new method are similar to the 
previous current method and contain important 
immunogens such as pertussis toxin, pertactin and 
filamentous hemagglutinin, which can induce the host 
immune system. The extraction was repeated four 
times, and the morphological similarity, size, and 
presence of antigens were observed in all cases. Also, 
the harmlessness of using the vesicles obtained by the 
pyrogeny test and the abnormal toxicity indicates that 
the sample is not contaminated with impurities during 
the extraction process. Therefore, it is possible to use 

it in clinical studies in animal models. This method has 
many positive advantages and is beneficial 
economically compared to the current method, hence 
it can pave the way for the extraction of vesicles on a 
large scale without the need for ultracentrifugation. 
OMVs obtained from the vaccinal strain of B. pertussis 
can be considered as a candidate for a new generation 
of pertussis vaccine alone or in combination with 
adjuvants for new acellular vaccines design in the 
future. 
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اخیر   ۀدهبیماری در  این  افزایش    .یکی از مشکلات بهداشت جهانی مطرح است  عنوانبهپرتوسیس هنوز  زمینه و اهداف:  

باشد. تر آسلولار و همچنین تنوع ژنتیکی باکتری میدارای عوارض جانبی با واکسن ایمنی  های سلولبه دلیل جایگزینی واکسن

های سطحی در ساختار  حاوی ایمونوژن پرتوسیسبردتلا بدست آمده از ( OMVs)خارجی  غشایهای وزیکولاینکه  با توجه به 

 کاندیدای کاربردی واکسن پرتوسیس مطرح شود. عنوانبهتواند ، میاستخود 

تغییر   روشها با وزیکول و در شرایط استاندارد کشت داده شد بردتلا پرتوسیس BP134واکسینال سویه  مواد و روش کار:

های جدا شده توسط میکروسکوپ الکترونی عبوری بررسی و  . وزیکولشدنداستخراج    یافته و بدون استفاده از اولتراسانتریفیوژ

   SDS-PAGEبا استفاده از  زابیماری . بررسی بیان فاکتورهای  گردیدمشخص  با استفاده از روش برادفورد  پروتئین   میزان غلظت

بیان صحت  غیر  پروتئین و  سمیت  و  پیروژنی  آزمون  پایان  در  شدند.  تایید  ایمونوبلات  وسترن  تکنیک  با  روی  بر    طبیعیها 

 های استخراج شده انجام شد.وزیکول

های استخراج شده . غلظت پروتئین وزیکولگردیدنانومتر تایید    200تا    40اندازه بین    باها  شناسی وزیکولریخت :هایافته

ب  600 بامیکروگرم مشخص شد.  بیان  فاکتورهای   SDS-PAGE ررسی  پرتوسیس   زابیماری و وسترن وجود  باندهای  با حضور 

. کردتایید    واکسینالسویه    OMVsهای مونوکلونال در  بادی توکسین، فیلامنتوس هماگلوتینین و پرتاکتین را با استفاده از آنتی 

 بود.ها منفی روی نمونه طبیعینتیجه آزمون پیروژنی و سمیت غیر 

 و  است  بردتلا پرتوسیس  OMVsه شده، روشی ساده و کارآمد برای جداسازی  ئدهد که روش ارا نتایج نشان می   گیری:نتیجه 

OMV   ها جهت طراحی کاندیدای نسل جدیدی از واکسن پرتوسیس به تنهایی یا در ترکیب با ادجوانت   عنوان به تواند  جدا شده می

 اشد.های آسلولار در آینده مطرح ب واکسن 
 

 .وسترن ایمونوبلات،  SDS-PAGE، ، واکسن پرتوسیسبردتلا پرتوسیس :هاواژه  کلید
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باکتری   وسیلۀ به ویژه در نوزادان و کودکان است و  به شدت مسری  

 عنوان به . پرتوسیس  (1)   دشو می ایجاد    بردتلا پرتوسیس گرم منفی  

از  ناشی  میر  رایج مرگ و  عامل  از ده  یکی  بازپدید و  بیماری  یک 

از  بیماری  قبل  است.  مطرح  جهان  در  عفونی  پیدایش های 

اصلی  منبع واکسیناسیون،  بود.  جهان  در  نوزادان  مرگ  علت  ترین 

طور و انتقال اغلب به   است اصلی بیماری برای نوزاد اعضای خانواده  

 .(2)پذیرد  مستقیم از فردی به فرد دیگر صورت می 

ولی به سل های  ها علیه این بیماری، واکسن اولین نسل واکسن 
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 ۀ وسیل به   کشته شده   ها از پیکر کامل باکتری در این واکسن   . ند شد 

واکسیناسیون در جهان به سرعت گسترش  با    ؛شوداستفاده می گرما  

تعداد موارد بیماری کاهش یافت. ولی این واکسن با عوارض جانبی 

وضعی در محل تزریق و آنسفالوپاتی همراه بود تب و واکنش م   مانند

که علت آن به دلیل محتوای زیاد لیپوپلی ساکارید است که به شدت 

. به دلیل اثرات جانبی این واکسن، (3)باشد  ایمنی می   ۀکنند تحریک  

 acellular pertussisنسل دوم واکسن غیر سلولی سیاه سرفه به نام  

vaccine   (aP  ) پیشرفته در  و    کشف . گردیدجایگزین   کشورهای 

پرتوسیس توکسین غیر فعال شده همراه با    aPهای واکسن  حاوی 

 ،5)  است   بردتلا پرتوسیس های باکتریایی نوترکیب یا خالص  ژن آنتی 

4) . 

wP   شود، ها می ژن باعث ایجاد ایمنی علیه رنج وسیعی از آنتی

 کندا ایجاد می هژن ایمنی علیه تعداد کمی از آنتی   aPدر حالی که  

نتیجه   در  است.  شده  برده  کار  به  واکسن  فرمولاسیون  در   aPکه 

مجرای تحریک فعالیت   در  کلونیزاسیون  دارد،  کمی  ایمنی  کننده 

توانند ها می کند و افراد ایمن شده با این واکسن تنفسی را مهار نمی 

 . (5  ،6) در انتقال بیماری در جمعیت نقش داشته باشند  

سال  از  های  در  تعدادی  در  پرتوسیس  مجدد  ظهور  اخیر، 

کشورهای با جمعیت بالای واکسینه شده مشاهده شد و افزایش قابل  

داشت  ملاحظه  وجود  شده  گزارش  موارد  تعداد  در  که  طوری به ای 

بیماری هنوز قابل کنترل نیست و پرتوسیس    ، علیرغم واکسیناسیون 

ترین بیماری قابل  شایع   عنوان به و همچنین    بومی یک بیماری    عنوان به 

  ، 8) های صنعتی مطرح شده است  جلوگیری از طریق واکسن در کشور 

هاست که واکسن سلولی بر پایه سویه استاندارد  . در ایران نیز سال ( 7

می  قرار  استفاده  مورد  و  بالای  تولید  پوشش  وجود  با  ولی  گیرد 

ایش  های اخیر افز واکسیناسیون، آمار مبتلایان به این بیماری در سال 

  گزارش شده است داشته است و ابتلا بیشتر در کودکان زیر دو ماه  

 (9 )  . 

مرتبط   مختلفی  فاکتورهای  با  سرفه  سیاه  بیماری  پدیدی  باز 

توان به کاهش ایمنی ایجاد شده توسط واکسن  است که از این میان می 

های باکتری و ایجاد  ژن های ژنی در آنتی در اثر گذشت زمان، جهش 

این ژن مورفیسم  پلی  تفاوت سویه در  نتیجه  و در  های موجود در  ها 

با    (. 10  ، 11) جامعه با سویه مورد استفاده در تهیه واکسن اشاره کرد  

منظور کنترل بیماری، نیاز به نسل جدیدی  به توجه به موارد ذکر شده،  

واکسن  پلی   هست ها  از  و  که  نباشد  موثر  آن  روی  ژنتیکی  مرفیسم 

 . های قبلی را نداشته باشد واکسن های  محدودیت 

دارای    بردتلا پرتوسیس   ( OMVs)   خارجی  غشای  های وزیکول 

ساکارید    ( OMPs) خارجی    غشای های  پروتئین  لیپوپلی    ( LPS) و 

های ایمنی ذاتی را به خوبی  که خاصیت ادجوانتی دارند و پاسخ   هستند 

ها بر خلاف واکسن سلولی به  OMV. این ( 12 ، 13) کنند تحریک می 

و دارا بودن ساختار پروتئولیپوزومی به راحتی    خاصیت نانوذرات دلیل  

و توسط سلول جذب سلول  پستانداران شده  عرضه کننده  های  های 

) آنتی  برداشت  APCژن  آنتی   گردند می (  به سلول ژن و  آن  های  های 

می  عرضه  دلیل  ( 14  ، 15) شود  ایمنی  همین  به  کنترل  به .  منظور 

  ای کاندید   عنوان به بومی    واکسینال سویه    OMVs  ، بیماری پرتوسیس 

ها اهمیت  . از این رو جداسازی این وزیکول شدند مناسب واکسن مطرح  

روش ویژه  امروز  به  تا  دارد.  و  ای  تولید  تحریک  برای  مختلفی  های 

وزیکول  پایه  جداسازی  بر  روش  مهمترین  که  است  شده  مطرح  ها 

که عدم دسترسی    (16)ی است  پ در های پی استفاده از اولتراسانتریفیوژ 

آسان در مراکز تحقیقاتی و دانشگاهی به دستگاه اولتراسانتریفیوژ در  

ها مطرح  مانعی مهم برای جداسازی وزیکول   عنوان به کشور ما ایران  

از این پژوهش  است  برای    ۀ ارای . لذا هدف  پر بازده  روشی مناسب و 

در ایران    پرتوسیس بردتلا باکتری   واکسینال سویه    OMVsجداسازی  

 بود. در آن    زا بیماری و بررسی وجود فاکتورهای  
 

 روش پژوهش 

 انتخاب سویه و کشت 

 بردتلا پرتوسیس   BP134واکسینال  از سویه    این مطالعه  در

و   واکسن  موسسه  از  شده  رازی  سرمفراهم  شد.  سازی  استفاده 

خون  %10حاوی آگار Bordet-Gengou محیط روی باکتری بر

   داده شد. گوسفندی کشت دفیبرینه

 OMVsجداسازی  

محیط  بر روی    OMVsکشت انبوه باکتری جهت جداسازی  

انجام شد   modified Stainer Scholte  (MSS)کشت مایع  

در    Bordet-Gengouهای رشد یافته بر روی محیط  کلنی  .(17)

 MSSلیتر محیط مایع  میلی  50شرایط استریل و به کمک آنس به  

 rpm و دور C°35انکوباتور شیکردار با دمای ردید و در منتقل گ

قرار گرفت. پس از رسیدن رشد باکتری به فاز لگاریتمی یعنی    150

با   برابر  موج    1تا    7/0کدورت  طول  - 7/0)نانومتر    600در 

1=600OD  ،)10  محیط جدیدلیتر  میلی  500از آن به    لیترمیلی 

MSS    600=  05/0تلقیح شد به طوری کهOD    را نشان داد. به

ت رشد باکتری در نظر  این معنی که این کدورت، کدورت اولیه جه

انکوبه شدند.    C°35گرفته شد. سپس در انکوباتور شیکردار و دمای  
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با توجه به این که بهترین زمان جهت توقف رشد باکتری و شروع  

انتهای فاز لگاریتمی و ابتدای فاز سکون   OMVفرآیند جداسازی  

است و همچنین با در نظر گرفتن منحنی رشد باکتری، زمانی که  

نانومتر رسید، زمان    600در طول موج    1تا    7/0برابر با  کدورت  

 مناسب برای برداشت توده سلولی است.

و   g 8000 محیط کشت حاوی باکتری در دور سانتریفیوژ  با  

. رسوب باکتری جداسازی شد،  دقیقه  30به مدت    C°4  در دمای 

 در .  شستشو داده شد   (PBSبافر فسفات ) رسوب باکتری، دو بار با  

 ی ازا لیتر به  میلی   8  ؛ EDTA   (TE- تریس  مرحله بعد رسوب در بافر 

طور کامل حل گردید تا سوسپانسیون یکنواختی به هر گرم رسوب(  

دقیقه در دمای اتاق   30سپس سوسپانسیون به مدت    .ایجاد شود 

 .گرفت   انجام   دقیقه روی یخ سونیکاسیون   10نگهداری شد و به مدت  

در  سوسپانسی  دمای    g  10000ون  مدت    C°4و  دقیقه   20به 

 مایع رویی شستشو داده شد و   TE سانتریفیوژ گردید. رسوب با بافر 

 سانتریفیوژ گردیدساعت    2به مدت    C°4  در دمای g 60000 در 

 EDTA   (10مولار(،    0/ 1شامل تریس )   دست آمده در بافر ه رسوب ب 

شد تا سوسپانسیون طور کامل حل  به DOC    (g/L  5  )مولار( و میلی 

 در دمای   g  60000سپس سوسپانسیون در  ،  دست آید ه یکنواختی ب 

C°4    تیوپ میکرو در    مایع روییساعت سانتریفیوژ شد.    2به مدت

بافر   شد  ریخته جدید   در     TEو  مجدد  و  گردید  اضافه  آن   gبه 

ساعت سانتریفیوژ شد. سپس   یک به مدت    C°4و دمای    60000

آمده  ه ب رسوب   از   گردید حل    % 3سوکروز  لیتر  یلی م   5  در دست  و 

 (OMVحاوی  ) فیلتر شده    ۀ نمون عبور داده شد.   µm 22 /0 فیلتر 

منظور بررسی به .  غیر فعال گردید   C°56  با حرارت دادن در حمام آب 

آگار کشت  بلاد  محیط  روی های استخراج شده بر استریلیتی، وزیکول 

و در   گرفتبا این روش چهار بار انجام     OMVداده شدند. استخراج 

وزیکول  فضایی  شکل  مشاهده،  بار  با هر  شده  استخراج  های 

بدین منظور   . ( 12  ، 18) گردید  بررسی    TEMمیکروسکوپ الکترونی  

آمیزی کنتراست منفی رنگ ابتدا گرید فرموار کربن تهیه شد و پس از  

های OMVبا فسفوتنگستات پتاسیم تصویر میکروگراف الکترونی از  

تهیه Zeiss EM10C استخراج شده توسط میکروسکوپ الکترونی  

 .( 12) شد 

 ها سنجش میزان پروتئین وزیکول

یک روش رایج برای   عنوانبه  سنجی برادفوردپروتئینروش  

پروتئیناندازه غلظت  فراکگیری  میسیون های  سلولی    . باشدهای 

 . (19) گیری شداندازه این روشطبق OMV میزان پروتئین 

 

 وسترن بلاتینگو    SDS-PAGEالکتروفورز  

پروتئین  و پروفایل  پرتاکتین  توکسین،  پرتوسیس  های 

وزیکول  در  هماگلوتینین  سویه فیلامنتوس  از  شده  استخراج  های 

روش   واکسینال از  استفاده  ژل بر     SDS-PAGEبا  روی 

پروتئینی آمیزی باندهای  رنگ   . (20)شد  ارزیابی    %12  میدآ اکریل پلی 

کوماسی  روش  با  آمده  و  بلو  بدست  گرفت  نهایی  انجام  بیان تایید 

و با   با روش وسترن بلاتینگ FHA و    PTX ،PRNی  ها پروتئین 

از   مونوکلونال  بادی آنتی استفاده  آنتی   97/572های  ژن برای 

PTX  ، 97/558 آنتی  97/564و    PRN(69-kDa)ژن  برای 

با استفاده از مارکر   NIBSC  تهیه شده از ،   FHA.ژن آنتی  برای 

 .( 21،  12) گرفت   انجام  SMOBIO (PM2600)نی  روتئی پ 

  زایی در خرگوشآزمون تب

تب  بررسی  تب جهت  عدم  یا  پیروژنی  زایی  آزمون  زایی، 

 (Pyrogen Test  )  برای نمونه استخراج شده طبق روش فارماکوپه انجام

های سفید تهیه شده از موسسه  خرگوش از  . به یک گروه پنج تایی  گردید 

به  OMVs از    mg/mL 3  مقدار  ، سازی رازی سرم تحقیقات واکسن و 

و به گروه    صورت وریدی تزریق شد به ازای هر کیلوگرم وزن بدن حیوان،  

ها  سپس دمای بدن خرگوش تزریق شد.    PBSکنترل نیز همین مقدار 

 . ( 22) گرفت  در هر ساعت، تا ساعت سوم پس از تزریق، مورد سنجش قرار  

  طبیعی  آزمون ایجاد سمیت غیر

غیر  سمیت  ایجاد   Abnormal Toxicity)   طبیعی   آزمون 

Test  )  زیانی مصرف بی برای تعیین OMVs   استخراج شده در خرگوش

  2الی    1/ 5سفید با وزن   خرگوش از  انجام گرفت. به یک گروه پنج تایی  

  مقدار ،  سازی رازی سرم کیلوگرم فراهم شده از موسسه تحقیقات واکسن و  

mg/mL  3   از OMVs   به ازای هر کیلوگرم وزن، به صورت عضلانی

خرگوش  سپس  شد.  شرایط  تزریق  در  روز  هفت  مدت  به    طبیعی ها 

و    سلسیوس درجه    22تا    20درجه حرارت در دامنه    . نگهداری شدند 

%حفظ گردید و در این مدت از نظر کاهش وزن،    60بت در حدود  رطو 

 . ( 22) عوارض جانبی محل تزریق و مرگ و میر مورد بررسی قرار گرفتند  

 هایافته 

استرس    ء های مایع و القا با توجه به اینکه کشت باکتری در محیط 

های باکتری )ترکیب محیط، زمان برداشت سلول و نوع کاربرد  به سلول 

استرس  مختلف  محتوای  بر  (،  زا شرایط  و  وزیکولاسیون  میزان  روی 

OMV    تاثیر دارند. با در نظر گرفتن اینکه بهترین زمان جهت توقف رشد

لگاریتمی و ابتدای  انتهای فاز   OMVباکتری و شروع فرآیند جداسازی  
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ساعت    38  ، ( 1)شکل    بر اساس منحنی رشد باکتری که    است   فاز سکون 

 برداشت در این زمان صورت گرفت. باشد،  بعد از کشت می 

وزیکول ریخت  تایید  شناسی  الکترونی  میکروسکوپ  توسط  ها 

 (. 2  نانومتر تعیین شد )شکل   200تا    40و اندازه آن بین  گردید  

 
 

 بردتلا پرتوسیس  واکسینالمنحنی رشد سویه . 1شکل 

 

 
 بردتلا پرتوسیس  استخراج شدههای میکروگراف الکترونی از وزیکول. 2 شکل

 

پروتئین   شده OMVمیزان  استخراج  روش    های  از  استفاده  با 

میلی   700  برادفورد،  در  پروفایل  شد محاسبه  لیتر  میکروگرم   .

بر روی    SDS-PAGEاستخراج شده، با    OMVsهای موجود در  پروتئین 

های پرتوسیس  ژن (، وجود آنتی 3  )شکل شد  مید مشاهده  آ اکریل ژل پلی 

های استخراج  OMV، پرتاکتین و فیلامنتوس هماگلوتنین در  توکسین 

در  مشاهده شده بودند،    SDS-PAGEشده که پیش از این در آزمون  

د شدند  های منوکلونال اختصاصی تایی بادی آنتی آزمون وسترن بلات با  

که  ند نظر ایجاد شد  های مورد ژن اختصاصی برای آنتی  های کاملًاباند و 

(. چهار بار  4)شکل    جداسازی شده با روش رایج قبلی بود  OMV مشابه 

انجام شد و در هر بار نتایج از لحاظ  به   OMVاستخراج   طور مستقل 

شناسی و اندازه مشابه هم و مشابه مطالعاتی بود که از قبل انجام  ریخت 

 شده بود. 

وزیکول   با  آز تزریق  نتایج  شده،  استخراج  تب های  و  مون  زایی 

زایی، افزایش  که در آزمون تب طوری به   ، منفی بود   طبیعی   سمیت غیر 

  مشاهده نگردید، افزایش دمای بدن هیچ   در دمای بدن   ای قابل ملاحظه 

که در مقایسه با گروه کنترل    نبود  C 7 /0°ها بیشتر از کدام از خرگوش 

های استخراج  OMVزا نبودن  تب   ۀ دهند نشان ، که  افزایش دما دیده نشد 

، هیچکدام از  طبیعی   شده است. همچنین در آزمون ایجاد سمیت غیر 

عوارض  مدل  تزریق  محل  در  نشدند،  وزن  کاهش  دچار  حیوانی  های 

 م زنده بودند. ها تا پایان روز هفت جانبی مشاهده نگردید و تمام خرگوش 
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 بحث 

علی  سرفه  سیاه  مجدد  گسترده پیدایش  واکسیناسیون    ، رغم 

بیماری، امروزه  افتد و با توجه به اهمیت کنترل بیشتر این  اتفاق می 

واکسن بحث  زمینه  در  زیادی  است.  های  مطرح  پرتوسیس  های 

،  (wP)سرفه    سیاه   سلولی   واکسن   جانبی   عوارض   به   که با توجه طوری به 

 توسعه یافت و در بسیاری از کشورهای پیشرفته   (aP)واکسن آسلولار  

حاوی پرتوسیس توکسین غیر فعال شده     aPهای جایگزین شد. واکسن 

  بردتلا پرتوسیس های باکتریایی نوترکیب یا خالص  ژن همراه با آنتی 

ای، پرتاکتین و فیمبریه  رشته مانند توکسین پرتوسیس، هماگلوتینین  

کارایی و  ها نیز دارای معایبی هستند، از جمله اینکه  این واکسن   است. 

واکسن تاثیر   غلظت  به تعداد  شدت وابسته  ه  ب   ها این  های  ژن آنتی و 

باعث ایجاد ایمنی    wP. در صورتی که  است آن  موجود در فرمولاسیون  

آنتی  از  وسیعی  دامنه  می ژن علیه  فعالیت  ها  آسلولار  واکسن  شود. 

تحریک کننده ایمنی کمی دارد، کلونیزاسیون در مجرای تنفسی را  

وانند در انتقال  ت ها می کند و افراد ایمن شده با این واکسن مهار نمی 

 .  ( 23،  24) بیماری در جمعیت نقش داشته باشند  

توان پرتوسیس، می    aPهای از دیگر موارد محدودیت واکسن 

به کاهش سریع آنتی بادی در بدن بعد از واکسیناسیون و القاء ایمنی 

بردتلا همورال توسط واکسن اشاره کرد. با توجه به این که باکتری  

است،    پرتوسیس  سلولی  درون  باکتری  همورال یک  پاسخ ،  پاسخ 

ایمنی  برای  نیاز  اکتسابی مورد  ن   ایمنی  پرتوسیس  به   یست علیه  و 

پاسخ ایمنی ، لذا  ایمنی طولانی مدت ایجاد کند تنهایی قادر نیست  

پاک کردن   بنابراین دارد   بردتلا پرتوسیس سلولی نقش مهمی در   .

 قبلی  های واکسن   ضعف   نقاط   که   سرفه  سیاه   سوم   نسل  واکسن   نیاز به 

احساس   بسیار  بیاورد  در  کنترل   تحت  را  بیماری   و  دهد  پوشش  را 

 تنها  نه  پروتئینی  ایمونوژن   چندین  داشتن   با   واکسنی که.  شودمی 

  Th1به   مربوط   هایپاسخ   بلکه   کند   تحریک  را   Th2  های پاسخ   بایستی 

  .(3،  25)کند   تحریک   سلولی  واکسن  مانند  نیز  را   Th17  و 

باکتری   غشای های  وزیکول  در خارجی  مهمی  نقش  ها 

زا دارند زایی و تعامل بین میزبان و عامل بیماری فیزیولوژی، بیماری 

 .(26،  27)  هستندهای سطحی در ساختار خود  حاوی ایمونوژن و  

دیگر   سوی  از از  استفاده  از  پس  زمان  طول  در  اینکه  به  توجه  با 

تغییر ژنتیکی در فاکتورهای   ایمونوژن باکتری   زا بیماری واکسن،  و 

ها شده تا از این طریق باعث تغییر ژنتیکی سویه   بردتلا پرتوسیس 

 . (28)زبان در امان بماند باکتری از سیستم ایمنی می 

ها فشار رسد فشار اصلی محرک برای تکامل سویه به نظر می 

از   نسلی  ایجاد  با  واکسیناسیون،  از  ناشی  از   هایی جهش ایمنی  که 

بردتلا  های استخراج شده وزیکول SDS-PAGEآزمون . 3شکل 
 کنار مارکر پروتئینی در  پرتوسیس

های  آزمون وسترن بلات با استفاده از آنتی بادی. 4شکل 

بدست آمده از روش   PRN .  (1  )OMVو PTX ، FHAاختصاصی  

  رایجبدست آمده از روش  OMV( 2) ، هاتغییر یافته جداسازی وزیکول

 جداسازی وزیکول 
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می  فرار  مانند   ( vaccine escape mutant)   کنندواکسن  باشد، 

نمی سویه  تولید  پرتاکتین  که  سویه   ، کنندهایی  این  به امروزه  ها 

به صورت   سرعت در حال افزایش هستند و در بسیاری از کشورها 

به کمک    OMVتوانایی ایجاد محافظت  (.29- 31) غالب در آمدند  

 عنوان به را     OMVو   باشدمی    Ptx  ،FHA ،Prnچندین جزء شامل  

در   هایسویه کند که فشار انتخابی روی  کاندید واکسنی مطرح می 

گذارد و امکان پیدایش ک جزء یا اجزای آن تاثیر نمی گردش روی ی 

از واکسن فرار می سویه  بنابراین یابدکنند نیز کاهش می هایی که   .

OMV   می که  دارد  قبولی  قابل  کاندیدای   عنوان به تواند  ویژگی 

 .(18)کاربردی واکسن پرتوسیس مطرح شود  

Fernández    از    2013در سال استفاده   پروتئولیپوزوم امکان 

 (OMV )  کاندید واکسن   عنوان به را    بردتلا پرتوسیس ستخراج شده از  ا

و با استفاده از وسترن بلات وجود پرتوسیس توکسین،  ارزیابی نمود 

آزمون  از  استفاده  با  و  شد  آشکار  فیمبریه  و    LALپرتاکتین 

 (Limulus Ambeocyte Lysate  ) سطح که  شد  داده  نشان 

 .(14)است    wPاز واکسن دارای مجوز  اندوتوکسین آن کمتر  

 سویه  بردتلا پرتوسیس خارجی  غشای های محتویات وزیکول 

Tohama   مطالعه که  در  صورت   Robertsتوسط  ای  همکارانش  و 

تکنیک  از  استفاده  با  وجود گرفت  نتایج  شد.  بررسی  مختلف  های 

پرتوسیس  ایمونوژن  شده  شناخته  سطحی  پرتاکتین،   مانندهای 

ز، پرتوسیس توکسین و لیپو اولیگوساکارید را نشان آدنیلات سیکلا 

ایمنی ذاتی در مسیرهای جریان هوا  ءدهد. با در نظر گرفتن القا می 

  OMVو ایمنی محافظت کننده در مدل موشی، نشان داده شد که 

از  ه ب  آمده  پرتوسیسدست  ایجاد ایکاندید   عنوان به   بردتلا  برای  ی 

 .(12)محافظت علیه پرتوسیس مطرح است  

انجام شد   2016در سال   Raeven وسیلۀ به ای که  در مطالعه 

از  استفاده  پرتوسیس   ای کاندید   عنوان به    OMVsامکان  واکسن 

واکسن گردید بررسی   مقایسه  در  حاوی .  با    OMVهای 

تایج ، سطح بالایی از آنتی بادی مشاهده شد و ن aPو     wPهای واکسن 

تنظیم شده، به  پاسخ همورال گسترده و  نشان داد که  دست آمده 

محتمل و امید بخش مطرح   ای یک کاندید   عنوان به را     OMVواکسن 

 .(32)کند  می 

مطالعه  توسط  در  که  سال    Gaillardای  صورت    2014در 

دست آمده از سویه نوترکیب ه خارجی ب   غشای های  گرفت، وزیکول 

پرتوسیس واکسن    بردتلا  با  کاندید   عنوان به Tdap در فرمولاسیون 

شد.  مقایسه  رایج  تجاری  واکسن  با  نتایج  و  بررسی شدند  واکسن 

  Th2و   Th1باعث القاء پاسخ ایمنی    omvTdapها نشان دادند که  یافته 

می  و  گردد می  ایجاد  بالینی  جدایه  عفونت  علیه  در کند محافظت   ،

شود ولی می  Th2 موجب القاء  Tdap صورتی که واکسن تجاری رایج 

ضعیف است و محافظت کمی علیه عامل بیماری مورد   Th1پاسخ  

واکسن چند   عنوان به تواند  می   omvTdapکند. بنابراین  نظر ایجاد می 

 .(33)ژنی آسلولار جدید در نظر گرفته شود  آنتی 

 Bexsero  (previously 4CMenB )  ،OMV®  همچنین واکسن 

آنتی  با  به وسیله دترجنت در ترکیب  نوترکیب جداسازی شده  ژن 

و    Baiتوسط   که  B سروگروپ   نایسریا مننژیتیدیس وارد شده علیه  

سال   در  در   2011همکارانش  آن  ایمونوژنیسیته  و  یافت  توسعه 

 .(34)تایید شده است   بالینی های آزمایش 

جداسازی   که  این  به  توجه  خارجی   غشای های  وزیکول با 

ها در مطالعات مربوط به واکسن روز به روز ها و کاربرد آن باکتری 

می  وزیکول گسترش  جداسازی  برای  در   غشایهای  یابد.  خارجی 

دور   با  اولتراسانتریفیوژ  از  پیشین  استفاده   g  100000مطالعات 

اولترا (12  ، 16  ،33) شد  می  نبودن  دسترس  در  به  توجه  با   .

ایران، در این سانتریفی  وژ در اکثر مراکز تحقیقاتی و دانشگاهی در 

جدید  روش  جداسازی    یمطالعه،  بردتلا باکتری    OMVsبرای 
با   پرتوسیس  ساده  مراحل  سری  یک  شامل  روش  این  شد.  ارائه 

بازدهی بالا است که با استفاده از سانتریفیوژ با دور بالا امکان پذیر 

ها و همسان طبیعی بودن شکل فضایی وزیکول   ، 2باشد. شکل  می 

پیشین بودن وزیکول  با مطالعات  های استخراج شده را در مقایسه 

که   نانومتر است  40-200 ها وزیکول   که اندازهطوری به کند.  تایید می 

دست آمده از جداسازی وزیکول با روش اولتراسانتریفیوژ به با نتایج  

 . (12،  16)   مطابقت دارد

 گیرینتیجه 

نتایج   از    SDS-PAGEهمچنین  استفاده  با  وسترن  و 

های جدا شده به دهد که وزیکول های مونوکلونال نشان می بادی آنتی 

جدید   ایمونوژن روش  حاوی  و  قبلی  رایج  روش  مهم مشابه  های 

که   استپرتوسیس توکسین، پرتاکتین و فیلامنتوس هماگلوتنین  

القامی  باعث  استخراج به روش   ء تواند  ایمنی میزبان شود.  سیستم 

، اندازه و شناسی ریخت مذکور چهار بار تکرار شد و شباهت از نظر  

آنتی  شد ژن حضور  مشاهده  موارد  همه  در  همچنین ها  است.  ه 

دست آمده با منفی شدن آزمون به های  زیانی استفاده از وزیکول بی 

ها بیانگر عدم آلودگی نمونه با ناخالصی   طبیعی زایی و سمیت غیر  تب 

لذا استفاده از آن را در  .باشدزا طی فرایند استخراج می و عوامل تب 

توجه به این سازد. با  پذیر می امکان مطالعات بالینی در مدل حیوانی 

های قبلی، از که این روش علاوه بر محصولی مشابه نسبت به روش 
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نظر امکانات و بعد اقتصادی نسبت به روش رایج مزایای مثبتی دارد، 

ها در سطح وسیع و بدون نیاز ساز جداسازی وزیکول زمینه تواند  می 

باشد.   اولتراسانتریفیوژ  دستگاه  سویه   OMVsکه  طوری به به 

پرتوسیس  واکسینال از   عنوان به   بردتلا  جدیدی  نسل  کاندیدای 

ها جهت طراحی واکسن پرتوسیس به تنهایی یا در ترکیب با ادجوانت 

 .است های آسلولار در آینده مطرح  واکسن 
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