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 چکیده
کودک کمتر    یلیونم 2مرگ حدود    ی نه اس .  س     یلاه در جنس کلبس    زایم ریب  یب کتر  ترینیعش   یلاپنومونیه کلبس   و هدف:  ینهزم

ب    یم  رانمج  ری ادراری  در ب  یه  و عفون .  یپنومون  یج  دع  م ا ا  یلاپنومونی ه کلبس     ینچن    همگرددیگزارش م  یس   ا از پنومون 5از 

 یفجداش ده در برابر    یلاپنومونیه کلبس    یو ذات  یمق وم. اکتس  ب یا اس .  به د  یم رس ت نیب  ه ین.و جزء عفو یمنیا یس تماختلاا در س  

-Poly lacticاس .  هدف ما  هه ح ر ر اس تف ده از ن نو ذرا     ی تیکنترا و درم ن آن ح  رس د یبه نظر م  ه  بیوتیکیاز آنت  یاگس ترده 

co-glycolic acid (PLGA) یلاپنومونیه کلبس    س  ک رید یپوپلیش ده    یفیه ژن دتوکس  یواکس ن ب  آنت  یدر  راح  K2O1    .در مدا عفون

 اس.   BALB/Cموش   یویر

ب  دور ب لا اس تررا  و توس ف لنا    یفیوژبه روش س  نتر  یلاپنومونیه کلبس    یه از س و  س  ک رید یپوپلی   ژنیدر ما  هه ح ر ر آنت  روش ک ر:

کونژوگ ه ش  دن د  از روش    ی د اس    گلیکو ی ککو    ی کلاکت  یب   ن  نو ذرا  پل  س   ک  ری د یپوپلی   ژنی  س  پس آنتی د گرد  ییزداداغ س  م

   ش ده اس .  ب  ن نو ذرا  اس تف ده   یونانج م کونژوگ س   ید ت ئ  یبرا یاتم یروین  یکروس کو ( مAFMقرمز و)( م دونFT-IR)س نجییف 

کنترا تب بر    یتس . و برا یس ی.   یبوس ی.آم  یمو وس(  L.A.L)ی.ک  یاز روش بررس    ش ده یواکس ن  راح  یناندوتوکس    یبررس    یبرا

و ن نو ذرا  بر اس  س اندازه و ش  رژ    ژنیآنت  یه کونژوگه   ی.د  مولقگردی  یه  بررس  موش یبر رو  یروممرگ یزانمخرگوش و   یرو

 شد   ید ت ئ ژنیآنت ین نو ذرا  ح و

  یدرا ت ئ یاس تر  یوند پ  یا در س  خت ر ن نوذره و تک ک ژنیآنت یع مل  یه مربو ه حض ور گروه   ه ییکو ش کا پ  FT-IR  یجنت  ه :  ی لته

  یش   الزا  یونو ن نو ذرا  قبا از کونژوگ س    س  ک رید یپوپلی  ژنیآنت ین نو ذرا  ح و یرواتمین  یکروس کو ح ص ا از م یرکردند  تص  و

توسف    ژنیحما آنت  ی.مولق  یونپس از انج م کونژوگ س  یبه پفک  یه او   یزیاز ح  . ت ییردادند  تغ  انک  نن نو ذرا  ر  یاتص    ه یی.س  

 د گردیه  اثب   در موش یرومن نو ذرا  را اثب   کرد  مک هده نکدن تب در خرگوش و مرگ

  یهمن س  ب عل  یواکس  ن  یدایعنوان ک ند به   یننک   ن دادند و بن برا زایییمنیح ص  ا مرثر بودن واکس  ن را در ا  یجنت   :یریگنتیجه

  گرددیم یکنه دپ ینیب   ییدر مرحله اوا ک رآزم   یلاپنومونیه از کلبس  ین ش ه ییم ریب

 

 . ، واکسنK2O1،یداس گلیکولیک –کو - یکلاکت  ینانو ذرات پل ساکارید،یپوپلیل  یلاپنومونیه،کلبس: یدیکل یه  واژه

 مقدمه
منف   یباکتر  یک  یلاپنومونیهکلبس   هوازی یب  ی،گرم 

کپسول دار    اییلهمتحرک، لاکتوز مثبت، م  یرغ   یاری، اخت

برا8)باشدیم باکتر  ی(.  با    یولوژیکمطالعه عوامل  مرتبط 

به    یلاپنومونیهاز کلبس   یناش  یتحتان  یدستگاه تنفس  یماریب

نگهدار  یینپا  یمت ق  یلدل سهولت  جوندگان    یو  از 

آن ح   راها    کوچک  برا  یواناتیبه  نوع    ین ا  یجذاب 

  یناز ا  یکرده است. مطالعات گذشته حاک  یلمطالعات تبد

به داخل    یهپنومون   یلا کلبس  ینیداخل ب  یحمورد است که تلق 

پنومون   ینی ب باعث  از  12شود)  یم  یجوندگان  (.استفاده 
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برا ها  یواکسن  عفونت  با    یخیتار  یروسیو  یمقابله 

در    یطولان مطالعه  اما  عل  مورددارد  بر  واکسن    یهساخت 

قدمت  لاپنومونیهیکلبس ها  یچندان  تلاش    یادی ز  یندارد 

انجام شده    ی باکتر  ینا  یه بر عل   یا ساخت واکسن در دن  یبرا

(. استفاده  7مشاهده نشده است)  ی بخش  یت رضا  یج نتا  یول

کارا    یواکسن  یدتول  یبرا  ی مختلف باکتر  یها  توپ یاز اپ

  یبرا  یمطالعات مختلف  چنان هممورد مطالعه قرار گرفته و 

کارا بشود از آن    ی که واکسن   یاز باکتر  ی قسمت   ییشناسا

(. استفاده  20واکسن استفاده کرد ه ادامه دارد)  یدتول  یبرا

  یه واکسن بر عل  یدتول  ینه( در زمLPS)یدساکار  یپوپلیاز ل

است.   یهپنومون  یلا کلبس نگرفته  قرار  مطالعه    مورد 

  - 1است.    شدهیلتشک از سه قسمت    LPS  ساکاریدیپوپلیل

  ی که به غشا  A  یپیدل  یزگرشده و آبحفاظت  یاربخش بس

  ژنیآنت   یرمتغ   یار بخش بس  -2لنگرانداخته است.    یخارج 

O  خارج مرکز  - 3و    LPSبخش    ترین یو   یبخش 

ل  ساکاریدییپل به  آنت   A  یپیدمتصل  بخش  O  ژنیو   .

  شدهییتا به امروز شناسا  ژنییگروه آنت  9  یدارا  O  ژنیآنت 

آنت 16,31است) گروه  O1  ژنی(.  اکثر    زایماریب  یهادر 

م  یجداساز بدن  در  و  فعالمانع    یزبانشده   یسازاز 

به  یباتترک و  شدن    ینا  ی واسطهکمپلمان  کشته  از  عمل 

 یپید(. ل16,27)کندیم  یریکمپلمان جلوگ  یرمس  ی واسطهبه

A    موجود درLPS  یتوپلاسمدر س   ودموج   هاییمتوسط آنز  

  یا  A  یپید(. ل9)شودیمنتقل م  ABC  یستمسنتز  و توسط س 

رو  شتهدا   یسم  یتخاص   ین اندوتوکس و    هایتمونوس   یو 

  ی موجب آزادساز  ینتوکس  ین . اگذاردیماکروفاژها اثر م

TNF(. 1)دگرد  یم   یو فاکتور محرک کلن   هاینترلوکین ، ا

منف   هاییباکتر  ییوارهد که    شدهشکیلت  LPSاز    ی گرم 

  ییهاول  یپید (. ل13)باشدیم  ی باکتر  زایی یماریدر ارتباط با ب

باکتر منف   هاییسطح    ییوارهجزء د  ترین یو اصل  یگرم 

و در ارتباط با    است  ینآن اندوتوکس  یگرو نام دبوده  ها  آن

باشد  یادرار  یمجار   های یماریب ل می  بخش  در    A  یپید. 

منف  هاییباکتر  یتمام  یانم بخش  یک  یگرم  است  سان 

و    بودهمشابه    یگرم منف  هاییباکتر  یاندر م  یزن  O  یمرکز

نواح تشکیهپتوز  یاز  کربنه(  بخش    شدهیل)هفت  است. 

  یا   یکو از    شود یم   یتلق   ژنیعنوان آنتبه  O  یهناح  یرونیب

ال  واحد  در    شدهیلتشک  یرمتغ  یگوساکاریدیچند  که 

قادر به   LPS(.  8،31مختلف متفاوت است)  هاییپسروتا

  O1  ژنیآنت  باشندیم  یتیک دندر  یها سلول  یکتحر

ا  زایییماریب   یشترین ب در  در    هایزولهرا  است  داده  نشان 

واکسن   یقاتیتحق  که  داده    O  ژنیآنت  یهعل   یسازنشان 

ا بس  سازی یمن موجب  برابر  سروتا  یاریدر    های یپاز 

  LPSبودن    ژنیکی(. آنت 2،9،16)شودیم   یلا کلبس   یکپسول 

بدن و استفاده از آن در    یمنیا  یستمس  یکتحر  یبرا  یلیدل

م واکسن  پل20)باشدیساخت  ذرات  نانو    ی پل  یمری(. 

به  PLGA)یداس  گلایکولیک–کو  یکلاکت توجه  با   ،)

تائ  پذیری،یهتجز  یستز  یرنظ  یاییمزا بودن    یدیه دارا 

FDAدارو و  غذا  و  یکاآمر  ی)سازمان   )EMA  آژانس(

  ی، انسان  یبودن در کاربردها   یمناروپا(، ازلحاظ ا  یپزشک

و کنترل آسان   پذیرییقتطب   یتنسبتاً آسان، قابل یه روش ته

م  یاربس قرار  از  7)گیردیمورداستفاده  استفاده   .)PLGA  

  یمرها پل  ین دارد. ا  ییدارو  ی را در کاربردها  یّتسم   ین کمتر

مختلف    یمریکوپل  یباتو ترک  یو با جرم مولکول  یتجار 

تخرهس زمان  بآن  یبتند،  مولکول   رحسبها  و    یجرم 

طول    ین ب  یمریزاسیونکوپل به  سال  چند  تا  ماه  چند 

  یکرو نسبت به م  یادی ز  یای(. نانو ذرات مزا24)انجامدیم

  یکرو ها به نسبت مدر سلول  یذرات دارند و جذب بالاتر

توز نحوه  دارند.  تأثآن  یعذرات  تحت  بدن  در  دو    یرها 

ش   یزیکیف   یتخاص سطح  یمیاییو  بار  و  ذرات    ی اندازه 

  یرسمی و غ   یداردر خون پا  یونفرمولاس   ین. اباشدیذرات م 

نم  باشدیم لخته شدن خون  باعث  قابل30)گرددیو   یت (. 

اصلاح    ی،نانو دارو با اندازه ذرات، بار سطح  یریگهدف

 یان(. از م18)گیردیقرار م  یرتحت تأث  یزی،گرسطح و آب

نانو    ین ا اندازه  توزموارد  و  براآن  یعذرات    یین تع  یها، 

موانع    یان ها از مو نفوذ آن  ی ها با غشا سلولبرهمکنش آن
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اهم   یکیژیزیولوف مکاناندیتحائز  وزن    یرهاساز  یسم.  با 

تغاستفاده  یمرهایپل  یمولکول دکندیم  ییرشده  از    یگر. 

منحصر در    ین ا   PLGAفرد  به  خواص  معمولاً  که  است 

زمان   کندینم  یجادا  یاختلال  یسلول   یهاچرخه و 

  یزرا ن  یتوزیآندوس  یرسلول و مس  یدارو بر رو  یریقرارگ

م بررس   ئله مس   ین دهد که هم  ی کاهش    ی درمان  یها  یدر 

اهم  یاربس مرکز  باشدیم  یتحائز  در  دارو   .PLGA   قرار

در    تواند  ی م  PLGA  یاتصال  یگاندهایو توسط ل   گیردیم

به نوع  ی مولکول ها انتشارتسه   ی هدف،    یافته   یلاتصال و 

ا30کند)  یجادا رد  ین (.  در  خاص ضد    یها  یابیموضوع 

ا  ی تومور مبحث  در  پ به  یمونولوژیو  در    یشنهادیعنوان 

  ی و در راستا  یکروبیم  یها   ژنیورود آنت  یشجهت افزا

سلول  یتوز اندوس توسط  افزا  یگانهب  ی هاآن  و    یشخوار 

تول  یها  یباد  یآنت  یدتول و  آن  موثرتر    ی واکسن   یدضد 

از    یکی  یمخاط  یواکسن رسان  یستم(. س7)شودی مطرح م

اه  ب   گزین   یمهم و جا  یرهایمس هر دو پاسخ    یجاد خاطر 

ه  . استفاده از نانو ذرات بباشد یو هومورال م ولیسل یمنیا

س  رسان   ین نو  های یستمعنوان  باعث    یواکسن  تنها  نه 

  بلکه باعث   شود یم  یمنیو پاسخ ا  ژنیآنت   یداریپا  یش افزا

آنت  یآزادساز توانا  ژنیآهسته  ا  ییو  کردن    ین هدفمند 

ا  یستمس منظور  ا  یجادبه  وجود    ی اختصاص  یمنیپاسخ 

  ینحامل  زایییمنیا  یابیحاضر ارز  قیقهدف از تح  (.3دارد)

ذرات    ساکاریدیپوپلیل   ژنیآنت   یحاو  PLGAنانو 

در مدل عفونت    K2O1  یلاپنومونیهشده کلبس   دتوکسیفای 

 . است BALB/Cموش  یویر

 ه  و روش مواد

 K2O1  ،ATCC10031  یلاپنومونیهکلبس  یباکتر 

/PTCC1053   ا منطقه  مرکز  و    یونکلکس  یاز  ها  قارچ 

مح  یرانا  یصنعت   هاییباکتر ه  یطدر  آگار    ینتونمولر 

ها  یداریخر ارلن  در  انبوه  کشت  حجم    یتریل  1  یو  با 

250cc  سنت   یطمح گرفت.  یککشت    یبات ترک  صورت 

  ینگلوتام -L،5/0، دکستروز  10/1  یسرولکشت: گل  یط مح

37/0  ،Na 2HPO4 06/0   ،0/12K2HPO4 ،0 

/13MgSO4   نرمال    یک، محلولNaOH    یک، محلول  

  5-7  یبرا  یوسواحد سلس  35  ی؛ و گرماگذارHClنرمال  

ش غ  100rmp  یکرروزو  سپس  با    یباکتر  سازی   یرفعال، 

  یومساز ب  .(8( انجام شد)یس  یس  0.05،  %90کمک فنل  

آور سوسپا  یجمع  انبوه،  کشت  در    یکروبم  نسیونشده 

تحت حرارت بن    یوسواحد سلس  68و تا    یهآب مقطر ته

فنل    یمار فوق    90قرارداده شد. سپس  محلول  به  درصد 

به مدت    یوسسلس  68  یاضافه کرده و در حرارت بن مار

  یع عمل سرد کردن سر  یخقرار داده و بعد در آب    یقهدق  45

  یقهدق  45به مدت    2000  یاند. سپس در گرادگردیرا انجام  

اتانول خالص برابر   یفاز آب  یو پس از جداساز  یفوژسانتر

در همان گراد و  اضافه  محلول  به   2000  یاننصف حجم 

و   هجدا شد  ییشد و محلول رو  یفوژسانتر  یقهدق  45مدت  

و بعد از   یدسه برابر حجم محلول اتانول خالص اضافه گرد

آمده   ستبه د   LPS(.2)شد  یهته  LPSرسوب    یفوژ سانتر

به مدت    یدحل گرد  NaOH 2/0در حداقل محلول     3و 

با   pHجوش قرار داده شد و    یبادما  یساعت در بن مار

NaOH    وHCl 1    با ک  یمتنظ  7نرمال در  10  یالیزد  یسهو 

  یض در برابر بافر آب مقطر با حداقل سه بار تعودالتون    یلوک

  تانول با سه برابر ا  D-LPSو سپس    یالیزروز د  2  ی روزانه برا

گرد استخراج  برا19)یدخالص  ها  یهته  ی(.    ینانوذره 

PLGA  یحاو  D-LPS    100  یابتدا درون دو بالن ژوژه  

  یترل  یلیم  5  یباًمگنت قرار داده شد و تقر  یک  یتریل  یلیم

  PLGAگرم    یلیم  200شد و سپس   یختهر DMFاز حلال  

  PLGAحل شدن    یبرا  یقهدق  10.دشبه درون حلال اضافه 

شد. سپس    زماندر حلال   و    یلی م  EDC 200داده  گرم 

NHS 50  شودیم  یختهگرم همزمان به داخل ظرف ر  یلیم  

  LPSکپسول و    یها  ژنیگذر زمان، آنت  یقهدق  5و بعد از  

  ی گرم به داخل ظروف و بر رو  یلی م  400جداگانه به مقدار  

گرد  یهبق  اضافه  مدت    یدمواد  به  دما  یکو  در    یهفته 

ا  یشگاهیآزما منظور  استر  نجامبه  و    یفیکاسیونواکنش 



   62   یویدر مدا عفون. ر K2O1 ه ی لاپنومونیشده کلبس ه یف یدتوکس د ی س ک ر یپوپلیژن   یآنت ی ح و PLGA نیح مل ییزا یمنیا 

ل  PLGA  یکونژوگه    یلتشک   یلوتشک   ساکاریدیپوپلیبا 

از    ینگهدار  یکرش   یرو  یاستر  یوندپ  ین ا بعد    یک شد. 

به    گرددیم  یخچالدر    یآماده نگهدار   یونهفته فرمولاس

بعد    یو جداساز  یص منظور تخل  ماکرومولکول کونژوگه 

کونژوگاس انجام  ف   یوناز  ژل  از  استفاده  با  و    یلتراسیون، 

  یلیم  40با سرعت    PBSکننده    یق و بافر رق   G-75سفادکس  

، معادل    یعوتا زمان عبور ما  یددر ساعت برقرار گرد  یترل

. سپس با قرائت جذب  یافتادامه    حجم بستر از ستون   یک

مربوطه    ی نانومتر، فرکشن ها  210فرکشن ها در طول موج  

  PLGA  لمولکو  یزسا  یریاندازه گ  یبرا.  (7)یدجدا گرد

فرمولاس دستگاه    LPS - PLGA  یونو  ،   Zetasizerاز 

اندازه    یبرا  FT-IRو    AFM  یالکترون  یکروسکوپم

مولکول    یریگ شارژ  استفاده    PLGA  ،LPS-PLGAو 

آنت   سازییمن ا  (.3شد) عمل    یهته  هایژنیبا  با  شده 

موش    ینهواکس مخاط به  BALB/Cدر  انجام    یصورت 

دوز با فاصله دو هفته    3شامل    یناسیون. دوره واکسیدگرد

سر موش    5سر موش بود که    10بود. هر گروه شامل    یا

بعد    یگرسر موش د  5انجام عمل چالش قرار گرفت و    یبرا

  بادی یآنت  یترت  یبررس  یسرم برا  یو جداساز  یری گاز خون

فعال  سنجش  قرار    ینوفاگوسیتوزاپس  یت و  مورداستفاده 

  ی آنت   یتوزیس ینوفاگوقدرت اپس  یبررس  یبرا  (.27گرفت)

ابتدا سرم حOPSالقا شده)  یها  یباد شده    یمنا  یوانات( 

  یرفعال غ   یقهدق  30به مدت    یوسواحد سلس  56  یرادر دما

آماده    ی خانه ا  96  یت رقت در پل  یالشد در مرحله بعد سر

شامل    یدگرد که  هنکس  بافر  ساخت  با  درصد    یکو 

باکتر  باشدیم   ین ژلات واحد    37در    یلاپنومونیهکلبس   یبا 

به محلول فوق    220  یکرو ش  یوسسلس انکوبه شد. سپس 

 5/12  یی)با غلظت نهایدکمپلمان بچه خرگوش اضافه گرد

مرح در  و  اوپسدرصد(.  دما  ینهله  در  واحد    37  ی شدن 

انجام شد.   یقهدق   30به مدت    rpm 220  یکر و ش   یوسسلس

بود که با اضافه کردن    یترل   یلیم  40هر چاهک    ییحجم نها

رسانده    یترل  یلی م  80ماکروفاژ تازه جداشده از موش ، به  

 250با    یوس واحد سلس  37شد. سپس در مرحله بعد انکوبه 

rpm   یق . در مرحله آخر رقیدجام گردان   یقهدق  45به مدت  

اضافه شد    یکسانبا حجم    %9سرد    NaClبا محلول    یساز

آگار    ینتنوتر  یتپل  یچاهک ها بر رو  یونو از سوسپانس 

  یوس واحد سلس  37در    یگرماگذار  زکشت داده شد وبعد ا

تعداد کلون   48به مدت   رشد کرده    هاییباکتر  یساعت 

  NO  ی(. سنجش انفجارتنفس 15شمارش و محاسبه شدند)

  یلامید محلول سولفان   یترل   یلیم  50با افزودن    یداکسا  یتریکن

(2×25ml  کردن اضافه  و  سرم  نمونه  به    یترل  یلیم  50( 

(.  25ml×2)  یدروکلرایده  ید  یلینیدیامینناپت -N-1محلول  

ر انکوبه  اتاق به دور از نو   یدر دما  یقهدق  10تا    5به مدت  

را داخل چاهک    یبکانال ترک  ی مولت   یپتنموده و توسط پ

  یلی م  1  یپتو توسط پ  یختهر  یخانه ا  96  یکروپلیتم  یها

)  یتریتن  یترل و یمسد  یتریتن  1/0استاندارد  شد  اضافه   )

هارا قرائت    یلیتپ  دقیقه  30درمدت    یدرر  یتبادستگاه پل

بعدازا شود    ینشد.  محو  بنفش  رنگ  است  ممکن  زمان 

 IgMو  IgG یترت  یین تع ی(. برا27نشود) یدهد یگررنگیود

به روش   یممستق  یراز نوع غ یزااز تست ال   LPS یهعل IgAو 

  1Xرا در بافر فسفات    LPSاستفاده شد. در ابتدا    یپلیکیت تر

تهیه و   یترل یلیروگرم بر میک م 2 یی: با غلظت نها3/7pHبا 

میکرو لیتر به هر چاهک افزوده و پلیت به    200به مقدار  

قرار داده شد.    یلسیوسواحد س  4مدت یک شب در دمای  

بار   )هر  داده شد  شستشو  بار  سه  بافر شستشو  با   50پلیت 

میکرو لیتر    300میکرو لیتر(. محلول بلوکه کننده به مقدار  

مای اتاق  دقیقه پلیت در د  60به چاهک ها افزوده و برای  

انکوبه شد و پلیت با بافر شستشوسه بار شستشو داده شد)هر 

 200(. به چاهک های ردیف اول،  19میکرو لیتر()  100بار  

اضافه    1:10با رقت    PBSشده در بافر    یقمیکرو لیتر سرم رق

ها   چاهک  سایر  به  و  بافر    160کرده  لیتر    PBSمیکرو 

به    ولیتریکرم  40اول    یفرد  های. سپس از چاهک  یمافزود

هم  یف رد  ی چاهکها به  و  افزوده  آخر    یب ترت   یندوم  تا 

  ینبه ا  یختیمرا دور ر  یکرولیترم  40  یت ادامه داده ودر نها
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انجام شد پس از انجام   1:5به نسبت    یصورت رقت ساز

را برداشته تا    یکرولیترم  60از همه چاهک ها    یرقت ساز

رق سرم  چـاه  یقحجم  هر  در    یکرولیترم  100به    کشده 

ساعت در دمای اتاق انکوبه شد.   2. سپس پلیت برای  یدسر

بار   )هر  داده شد  بار شستشو  بافر شستشوسه  با   100پلیت 

آنت  لیتر(.  با    Anti Mouse IgA  یباد  ی میکرو  کونژوگه 

بافر   1:1000با رقت    یداز پراکس  یش هورس راد  یمآنز در 

PBS    میکرو لیتر به چاهکها اضافه شد و پلیت    100به مقدار

 Anti  یباد  یساعت در دمای اتاق انکوبه شد. آنت  1برای  

Mouse IgG  یداز پراکس   یش هورس راد  یمکونژوگه با آنز  

میکرو لیتر به    100به مقدار    PBSدر بافر    1:1000با رقت  

برای   پلیت  و  اضافه شد  اتاق    1چاهکها  دمای  در  ساعت 

آنت انکوب شد.  با    ژوگهکون  Anti Mouse IgM  یباد  یه 

بافر   1:1000با رقت    یداز پراکس  یش هورس راد  یمآنز در 

PBS    میکرو لیتر به چاهکها اضافه شد و پلیت    100به مقدار

بافر   1برای   با  پلیت  شد.  انکوبه  اتاق  دمای  در  ساعت 

بار   شد)هر  داده  شستشو  بار  لیتر(.    100شستشوسه  میکرو 

سوبستر مقدار  محلول  به  چ  100ا  هر  به  لیتر    اهک میکرو 

  یوس واحد سلس  37دقیقه در    15تا    10اضافه و پلیت برای  

هر چاهک   به  متوقف    50انکوبه شد.  محلول  لیتر  میکرو 

پلیت در طول موج   نوری  میزان جذب  کننده اضافه شد. 

(.چالش با  28نانومتر با دستگاه الایزا ریدر قرائت شد)  450

انجام    یتنفس   یرمساز    یرولانو  ی   یهسو به    یافتدر موش 

 xylazine (mg kg-10صورت که در ابتدا موش را با    این 

ها با  کرده و موش  یهوش( بmg kg -1  50)  ین ( و کتام10

عفون باکتر  یدوز  طر  یکننده  آلوده    یویر  یاسپر  یقاز 

  یه ها با سوپنج روز مواجه شدن موش یشدند. بعد از سه ال 

ها  زایماریب وجود    یهر  یبافت  ازلحاظ  طحال   ، کبد   ،

پاتولوژ  فونیع   یم علا  همچنیدگرد  یبررس  یک و  از    ین. 

 PBS pH:7.5کردن در    یزهمذکور بعد از هموژن   یبافت ها

  ی آگار کشت داده و شمارش کلون  ینتنوتر  یطمح  یبر رو

و هفت درجه به مدت هفتاد و    ی )س  یها بعداز گرما گذار

  یآمار  یزو آنال  یرسبر  ی(. برا31دو ساعت( انجام گرفت )

طرفه    یک  یانس به روش وار  18ورژن    SPSSاز نرم افزار  

ANOVA ONE WAY  آمار آزمون  با   TUKEY  یبا 

مع نت   یبررس  P<0.05  یارانحراف  گزارش    گیرییجهو  و 

 . یدگرد

 نت یج 

آنت  نتایج بارگذار  ژنیاستخراج  نانو    یو  حامل  در 

آنت  PLGAذرات   استخراج  از  بعد  که  داد    ژن ینشان 

روش  یلاپنومونیه کلبس  ساکاریدیپوپلیل شرح    ی مطابق  که 

محلول   شد  برم  یلیم  1داده  آنت  یترل  یلیگرم    ژن یاز 

اسپکتروفتومتر   دستگاه  توسط  شده    UV-VISاستخراج 

اندازه گ ب  رفتهقرارگ  یریمورد  بودکه  جذب    یشترین شده 

. فرکشن یدگزارش گرد  nm    =OD 270  ژنیآنت   ین ا  یبرا

  ی لوله ها  یلتراسیونشده بعد از انجام ژل ف   یهای جمع آور

وطول موج    PLGA -D-LPS  یدر کونژوگه ها  99و    98

قرائت شد   ساکاریدیپوپلیل  ژنینانومتر مربوط به آنت   270

طول موج داشتند    ینا  رجذب را د  یشترین که ب  ییو لوله ها

  ینژوگه جمع آورمولکول کو  ی حاو  یعنوان فرکشن ها به

ذرات و شارژ    یزسا  یریاندازه گ  یجنتا  و با هم ادغام شدند.

 mvبرابر با    PLGAنانو ذرات    یزتا  یلنشان داد که پتانس

و   -d nm 7/18برابر با    PLGA-LPSو کونژوگه    -00/21

شده    یفیهدتوکس  یدرساکایپوپلیل   ژنیآنت  یزتا  یلپتانس

mv2/26-  (. طبق نمودار  3-2-1  یبدست آمد )نمودارها

ذره    4 نانو    یز نانومتروسا  PLGA،d nm 8/176اندازه 

کونژوگه   بدست    PLGA+LPS   ،d nm3/145مولکول 

از آن است    ی( حاک5  یال  1نمودار )  یج(. نتا5آمد )نمودار  

عل کونژوگه  مولکول  افزا  ی که  به    یزسا  یش رغم  نسبت 

PLGAن  بود  یزآم  یت، باز هم در حد نانومتراست که موفق

نانو   یزوحفظ سا  PLGAبه نانو ذرات    ژنیآنت   یبارگذار

به دست آمده از تست   ینمودار ها  یجدهد. نتا یرا نشان م

FT-IR  ی هاگروه  PLGA  ،PLGA-LPS    ،داد نشان 

ترت  هاییکپ به  پل  یبرا  یبشاخص    یلنات  یگراف 
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مربوط   cm-1 41/3415جذب    PLGA  یداس   یکولیکگل

ها مولکول  جذب    یبه  به    cm-1 07/2358آب،  مربوط 

-cm، جذب  C-O  یژنگروه کربن واکس  یکشش ارتعاش 

استر  95/1759 1 گروه  به    یلن ات  یپل  یمرپل  یمربوط 

مربوط به گروه    cm-1 96/1626جذب    ید،اس  یکولیکگل

جذب  C=O  یلکربون  ،cm-115/1388   گروه به  مربوط 

CH3  ها  یل،مت  cm-1و    cm-127/1187  ی جذب 

به    47/1092 اتر  CHمربوط  پباشدیم  یگروه    یک .در 

آنت  به    یباکتر  LPS  ساکاریدیپوپلیل   یها  ژنیمربوط 

پل  K2O1  یلاپنومونیهکلبس ذرات  نانو    یلنات   یو 

شاخص    هاییکپ  PLGA-LPS  یداس   یکولیکگلا 

به ترت به   cm-132/3459جذب    یب،مشاهده شده  مربوط 

مربوط به گروه    cm-182/1758  ذبآب، ج  یمولکول ها

  ژن یکه هم در ساختار نانوذره و هم در ساختار آنت یاستر

  یل،مربوط به گروه کربون cm-168/1575جذب  باشد،یم

مت   cm-11/1422جذب   گروه  به    ژن یآنت   یلمربوط 

پ  cm-1 69/1094جذب    ساکارید،یپوپلیل به   یوندمربوط 

آنت  R-O-Rʹ  یاتر در  و    اکاریدسیپوپلیل  ژنیموجود 

PLGA    و جذبcm-1 03/650  ساختار    ین مربوط به اکسپ

نتاباشدیم   PO4-3فسفات     یزن   AFM  یربرداریتصو  یج . 

قبل و بعد از    یاتصال   های¬یتشکل سا  ییرنشان داد که  تغ

جذب   PLGAدرنانوذرات    LPS  ژنیآنت   ی انجام بارگذار

 یم  یدنانوذره تائ   یاتصال  های یترا در سا  ژنیآنت  یسطح

انجام    یتمطلب است که اتصال با موفق   ین ا  یایو گو  نماید

  PLGAنانوذره    یاتصال   هاییتسا  یزسا  ییرشده است. تغ 

به ارتفاع    یوننانومتر قبل از کونژوگاس  nm5/148از ارتفاع  

nm7/179    در تغ  PLGA-LPSنانومتر  شکل    ییرو 

اتصال جذب    ین قبل و بعد از انجام ا  یاتصال  های¬یتسا

 یم  یدنانوذره تائ   یاتصال  های یتن را در ساژیآنت  یسطح

گو  یدنما کونژوگاس  ین ا  یایو  که  است  با    یونمطلب 

نتا  یتموفق  است.  شده  قدرت    یبررس  یجانجام 

  4القا شده نشان داد که    یها   ی باد  یآنت  ینوفاگوسیتوزی اپس

  یمورد بررس   یهفته ا  5-6ماده    BALAB/Cگروه موش  

ن مربوط به گروه کنترل یانگیم  یزانم  یشترین قرار گرفتند ب

طرفه با انحراف    یک   یانس وار  یز آنال  یبود. در تست آمار

مورد    یهاتمام گروه  ین ب  یدار   ی( تفاوت معن P<0/5)  یارمع

  TUKEY  یبیمشاهده شد. با استفاده ازآزمون تعق  یش آزما

با گروه کنترل   یسهگروه ها در مقا یتمام  ینمشخص شد ب 

پل ذرات  نانو  گل  یدلاکت   یو  تفاوت    یداس  یکول یککو 

م  ی معنادار دارد.    یتوزی فاگوس   ینو اپس  یجنتا  یانگین وجود 

 یگرد  یها از همه گروه  یدر گروه کنترل به طور معنادار 

کو   یدلاکت ی کنترل و نانو ذرات پل ی هابود. درگروه یشترب

که از واکسن استفاده نشده   ین ه به ابا توج  یداس  یکولیکگل

معنادار تفاوت  نتا  یبود  به  توجه  سا  یسه درمقا  یجبا   یربا 

ب  که  شد  مشاهده  ها  که    باشدیم  ین ا  یانگرگروه 

ترک  ینهواکس  یهادرگروه با  و    یها  یبشده  ذرات  نانو 

ا  LPS  ژنیآنت  و  به    یمناسب  زایییمنیمقاومت  نسبت 

  یکولیک کو گل  یدلاکت   یکنترل و نانو ذرات پل  یهاگروه 

  ریوی  یحاصل از اسپر  یمنیا  یداشته است.پاسخ ها  یداس

  یماران ب   یهها از ر  ی تحت مطالعه در حذف باکتر  یها  موش

واکسن    ینا  یددر تول   ییکارا  یش افزا  یشد. برا  یدهمؤثر د

گل   ید لاکت   ی )پل  PLGAازنانوذره   ( که  یداس  یکولیککو 

کارب  یستماتیکس  یتسم   ین کمتر  یدارا دارو    یردهادر 

  یپس از بررس   یقتحق  ین استفاده شد. در ا   باشدیم  یرسان

 یجنتا  BALB/Cو چلنج در مدل موش    سینوفاگوسیتوزاپ

که نانو واکسن به همراه    یی هابود که موش  ین از ا  ی حاک

  ینوفاگوسیتوزی اپس  یتکرده بوده اند فعال  یافتدر  ژنیآنت 

  ژن یگروه کنترل و نانو ذره و آنت  یهانسبت به موش  یبهتر

هم داشتند،  موش  ین خالص  چلنج  تست  در    ی هاطور 

در طحال رشد    ی کمتر  هاییواکسن، باکتر  هکنند  یافتدر

  باشدیبدن م  یمنیا  یستمکرده بود که نشان دهنده بهبود س

انفجارتنفس  یج(.نتا1)جدول   سنجش  تست  از    ی حاصل 

  ینه واکس  یهاگروه   ینشان داد که برا  یزن  یداکسا  یتریکن

ازطر -PLGAو    LPS  یهاگروه  یوی،ر  یاسپر  یقشده 
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LPS  گروه به  ب  یی هانسبت  سال  ا که  نانو    NS  یننرمال  و 

شده   یویر  یاسپر  یداس  یکولیککوگل  یکلاکت   یذرات پل

بررس با  مع  یک  یآمار  یزآنال  یبودند  انحراف  با    یار طرفه 

05/0  P  < معنادار )جدول    یاختلاف  نتا1داشتند   یج(. 

در   SIgAو    IgMو    IgG  یها   یباد  یترآنتیت  یبررس

  یرغ  نوع یزا به روش تست ال  LPSکت شده با  یکروپلیتم

ت  یزن  یممستق    یطی در شرا  IgG  یباد  یآنت   یترنشان داد که 

  یکولیکگلا   یکلاکت  ینانوذره پل  یبها را با ترککه موش

ل به  ساکاریدکونژوگهیپوپلیو  اسپرصورشده    یوی ر  یت 

  یزانبه م  IgG  یباد ی آنت  یتر ت  یشترینکرده بودند ب   ینهواکس

cfu/well321  دربررس الا  یو    IgM  یباد  یآنت  یزاتست 

پل ذرات  نانو  و   یداس   یکولیکگلا   یکلاکت   یواکسن 

  ی هادرموش  یباد  یآنت   یترت  یزانم  ساکاریدیپوپلیل   ژنیآنت 

بوده و    یسرم  یترت   315به مقدار    PLGA-LPSبا    ینهواکس

الا  یجنتا گروه   SIgA  یباد  یترآنتیت   یبرا  یزاتست  در 

با    ینهواکس   یهاموش م  PLGA-LPSشده    یزان به 

cfu/well 365  شده مربوط به    یترمشاهدهت   ینبود و کمتر

بدست آمد.   PLGAو نانو ذرات    ین گروه کنترل نرمال سال

  یناسیونز واکسبعد ا  ها¬یتست چلنج وشمارش کلن  یجنتا

  ی تمام  ین نشان داد که  ب  باکتری  با  ها¬موش  ی¬و مواجهه

پل  مقایسه  در  ها¬گروه ذرات  نانو  و  کنترل  گروه    ی با 

وجود دارد.    ی دار  ید تفاوت معنی اس   یکولیکگلا   یکلاکت

شمارش شده در گروه کنترل به    های¬یتعداد کلن   یانگین م

معن گروه  یدار  یطور  همه  در    یشترب   یگرد  یهااز  بود. 

ر  یبررس به   ی کلن  یشترین ب  یهعضو  مربوط  شده  مشاهده 

پل  یهاگروه  نانو ذرات    یکولیک گلا   یکلاکت   یکنترل و 

  یی هاو سپس گروه  یکلن   cfu/lung580000به تعداد    یداس

آنت  با  فقط  ناح   ساکاریدیپوپلیل   یها  ژنیکه    ی   یه بودکه 

نانو    یب ترک  یهاشده بودند و گروه  یوی ر  ی اسپر  ی استنشاق

و    یافتهبه نسبت کاهش    PLGA-LPSها    ژنیذرات و آنت 

عضو کبد    یاست. در بررس  یدهرس   یکلن   cfu/lung100به  

کنترل و    ای همشاهده شده مربوط به گروه  یکلن  یشترین ب

پل ذرات  تعداد    یداس  یکولیکگلا   یکلاکت   ی نانو  به 

cfu/liver50000   با نانو ذرات    ینهاکسو  یهاو گروه   یکلن

آنت  ل  ژنیو  -PLGA  یلاپنومونیهکلبس  ساکاریدیپوپلیها 

LPS   ها    ی تعدادکلنcfu/liver10  ی شد. در بررس  یدهعدد د  

ب طحال  به    یکلن  یشترینعضو  مربوط  شده  مشاهده 

پل  هایگروه  نانو ذرات    یکولیک گلا   یکلاکت   یکنترل و 

  ی هاعدد بود و در گروه  cfu/spleen 42000به تعداد    یداس

آنت   ینهواکس و  ذرات  نانو  با    ساکاریدیپوپلیل  ژنیشده 

صفر    یتعدادکلن عضو    cfu/spleen  0ها  در  و  بود  شده 

 بود.  ی از کلن  یطحال کاملاعار 

   یریگ جهیبحث و نت  

نتا ا  یج طبق    ی توان گفت رو  یم  یق تحق   ین حاصل از 

ساز کپسوله  رفته،  آنت   PLGAنانوذره    یهم    یها   ژن یبا 

عنوان مولکول فاصله دهنده( به  NHS)با    ساکاریدیپوپلیل

امولس روش    ی کننده    یکتحر  تواندیم   W/O/W  یونبه 

داده و بلع   یش را افزا  یهومورال و سلول  یمنیا  یپاسخ ها

طحال، کبد صورت    یه،ماکروفاژها در ر ط ها توس  یباکتر

عنوان نامزد به  PLGA-LPSاز نانو واکسن    ین،بنابرا  یرد؛گ

استفاده کرد.    ینیبال  ییتوان درفاز اول کارآزما  ی واکسن م

پ  ین همچن واکسن    یبرا  یی بالا  یل پتانس  یشنهادینامزد 

پا  یحفاظت طولان  به    یدارو  و    LPSنسبت  داشته  خالص 

  گردد یم  T (T-helper)  های ¬سیتسبب فعال شدن لنفو

.  کندیم  یجادا  یمنیا  یخاطره ا  T  یهاسلول  یکوبا تحر

را    یداریپا  یتوپ ها  یشده اپ  یهته   یکلدر ضمن نانوپارت 

  یفیهدتوکس   LPS  ژنیکرده که با به دام انداختن آنت   یجادا

  یدنما  یبدن عرضه م   یمنیا  یستم به س  ی شده را به نحو بهتر

  PLGA-LPS  یه ترشح شده بر عل   یها  ی باد  یآنت  یترت  یزو ن

افزا طراح  یش را  واکسن  آنت  شدهیداد.  ترشح    ی باد  یبا 

  یه موضوع واکسن ته   ین داده که هم  یش را افزا  زایییمنیا

.یدنما یم یلایی کلبس یماریب یه عل  یمناسب  یدشده را کاند
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 LPSژن کپسوا مربوط به پت نسیا زت  آنتی -1نمودار 

 PLGAژن کپسوا مربوط به پت نسیا زت  آنتی-2نمودار 
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 PLGA-LPSژن کپسوا مربوط به پت نسیا زت  آنتی -3نمودار

 

 
 PLGA-LPS  مربوط به س یز ن نو ذرا  -4نمودار
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 PLGAمربوط به س یز ن نو ذرا    -5نمودار 

 
 شده با نانوذره پلی اتیلن گلیکولیک اسید واکسن طراحی FTIRسنجی مربوط به طیف -6نمودار 
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 PLGAمربوط به  AFM -1شکل

 
 PLGA-LPSن نو ذرا   مربوط به  AFM -2شکا 

ه ی واکسینه شده به روش اسپری ریوی در تس. ه ی اوپسینو ل گوسیتوز و  نیتریک  می نگین نت یج به تفکیک گروه  -1جدوا

 اکس ید  

 تکرار Cfu/wellمیانگین  

 

 گروه

 اوپسینو ل گوسیتوز   . نیتریک اکس ید 

09/0± 034/0 76/0 ± 1210  ×2 /5 3 NS 

00/0± 058/0 09/1 ± 1110  ×18 3 PLGA 

06/0± 132/0 02/0 ± 100 3 D-LPS 

61/0± 523/0 13/0 ± 20 3 PLGA-DLPS 
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 LPS  درمیکروپلی. ک. شده ب  SIgAو  IgMو  IgGبررسی تس. الایزا آنتی ب دی ه ی  -7نمودار 

 

 
 ی استنک قی واکسینه شده بودند  ه یی که به روش اسپری از ن حیه در موش  کبد و  ح ا بررسی چلنج اعض ی ریه  -8نمودار 

عنوان  به  ی وجود دارد که از کپسول باکتر  یقاتیتحق 

زنده    ی برا  ژنیآنت  موجودات  بدن  در  واکسن  ساخت 

و همکارانش در مصر،    Caroff(.  15استفاده شده است)

گل مولکول    یباکتر  ی یوارهد  یکوپپتیدی کل 

حاو  یلاپنومونیه کلبس که  را    OMPو    LPS  ی را  بوده 

اس  ی جداساز توسط حذف  و  نموده  استخراج    یدهایو 

نمودند    یفیهرا دتوکس  OMPو    LPS  ی چرب، کونژوگه  

کونژوگه   عفونت  ی و  برابر  در  و    ی ادرار  یها حاصل 

ا  یسم  یسپت استخراج    یجنتا  (.4نمود)  یجادمحافظت 

PLGA  ا   ژنیندازه آنتدر پژوهش حاضر نشان داد که 

گ  یلاپنومونیهکلبس   ساکاریدیپوپلیل اندازه    یریمورد 

  ژن یآنت   ین ا  یجذب برا  یشترین ب  ودکه قرارگرفته شده ب

270 nm    =OD   گرد جمع یدگزارش  های  فرکشن   .

انجام ژل ف   یآور بعد از  و    98  یلوله ها  یلتراسیونشده 

 270وطول موج    PLGA -D-LPS  ی در کونژوگه ها  99

قرائت و لوله    ساکاریدیپوپلیل  ژن یط به آنت نانومتر مربو
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ب  ییها ا  یشترین که  در  را  داشتند    موجطول    ین جذب 

هابه فرکشن  جمع   یحاو  یعنوان  کونژوگه  مولکول 

شدند  یآور ادغام  هم  با  از    Chhibber  .و  همکاران  و 

 iron  یاآهن    یکننده    یم تنظ   یسطح سلول  یها  ین پروتئ 

regulated cell curface protein  یونکونژوگاس  یبرا 

ترک  یلاکلبس  LPSبا   به  نسبت  که  نمودند    یبات استفاده 

  یروش   ینچن داشت و هم  یادیز  یار بس   خشیاثرب  ی،صنعت 

نم  یب زا  تب  و  بوده  نتاباشدیخطر  در  مقا  یج.    یسهو 

با سا  ژنیآنت  یحاو  یهر  یماکروفاژها  یرکانژوگه شده 

ا  ها   ژنیآنت  که  شد    یواسطهبه  زایی یمنیمشخص 

ا5بود)  یتوزفاگوس   یش افزا راستا  ین (.  در    ی پژوهش 

 2005در سال    یگرید  یدر مطالعه    پژوهش حاضر است. 

استخراج شده از    یدساکار یو همکارانش پل  یبرتوسط چ 

LPS  یلاپنومونیهکلبس  NFC5055  صورت کوآلان به  به

محصول   یدتوکسوئ  کردند.  متصل  )کزاز(  تتانوس 

اثر   یسم  یرغ  یکروگرمم  100کونژوگه در دوز   بوده و 

زا ا  ییتب  اثر  و  به  زایییمنینداشته  کاهش  آن  واسطه 

ر  یباکتر هم   یهدر  دادند.  نشان    یتخاص  ینچن   را 

ر  یسازفعال در  فعال    یهماکروفاژها  موجب  و  داشته  را 

و  Zigterman  (.6قسمت شدند)  ین شدن ماکروفاژها در ا

ا کونژوگه  واکسن  پل  یهته   یهمکاران  از  که    ی کردند 

تکراریلاپنومونیهکلبس  یدساکار واحد  تترا    ی)دو 

آلبومیدساکار سرم  با  و  BSA)یگاو   ین (   )KLH  یا  

keyhole lymport hemocianin   آنت دو  هر   ژنیکه 

نتا  یدتول   یموسوابسته به ت   یحاک   یقتحق  ینا  یجکردند. 

  ژنیآنت   ین ا  یهعل  یباد  ی مقدار آنت   یرچشم گ  یش از افزا

ا و  بود  بررس  یهاموش  یهعل  زایییمنیها  ماده  و    ینر 

  یآنت   یش و مشاهده شد که در هر دو گروه افزا  یدگرد

هم  یباد است.  گرفته  مقا  ین چن   صورت  با    یسهدر 

تنها  ژنییآنت  به  ها  یده،گرد  یقتزر  ییکه    یواکسن 

تول موجب  شده    یشتریب  ی ادب  یآنت   یترت   یدکونژوگه 

بررس  یشاپور.  (32اند) با  همکاران    زایییمنیا  یو 

ل  PLGAکونژوگه   شده   یفایدتوکس  ساکاریدیپوپلیبا 

در مدل   یعفونت دستگاه ادرار  یهعل   میرابیلیس پروتئوس  

کونژوگه    یموش که  داد    یی توانا  PLGA-LPSنشان 

ادرار  یشگیریدرپ  یبهتر   یدر موش سور  یاز عفونت 

به   م  LPSنسبت  و    را   یمنیا  یستمس  تواندیخالص دارد 

. (26کند)  یکبدن تحر  یبدون آثار مخرب در بافت ها

  یدر اتصال با پل  PLGAگادا و همکاران نشان دادند که 

  یبرا  ینهگز  ین بهتر  ینامیدسوکس   -  N  یکول،گل  یلن ات

کونژوگاس سا  ین ا  یوناعمال  با  ذرات    یبات ترک  یرنانو 

تحق در  مناسب  به  PLGA  یز،ن   یقیاست.  حامل  عنوان 

تسه   یبرا قابل  ژنیآنت  ی یافته   یلانتشار  با    یگاندل   یتها 

معنادار    یشهدف وافزا  ی با مولکول ها  یشدن اختصاص 

است)  یمنیا  یها  سخپا قرارگرفته   (. 12مورداستفاده 

بر   LPS  یاختصاص   IgG  ی ها  ی باد  یاستخراج آنت  جهت 

  یص پاتوژن تخل ینا  I ،SP-O  یپت  یسانترید یگلاش  یه عل

توکسوئ به  و  م  یدشده  اتصال    یشترب  یابد  یکزاز 

روش    یکاستفاده    مورد  یها  یمنوژنیکا در  اصلاح 

-TT-SP  یکه کونژوگه ها  ین ا  یجهشده هستند. نت  منتشر

O  یها  یباد  یآنت   از  ییمقاوم بوده و در سطح بالا  IgG  

را در    تری  یقو  های کرده و پاسخ  یجادرا ا  SP-Oضد  

موش تزر  یهامورد  هنگام  به  در    یجلد  یرز  یقجوان 

دوز مورد هدف که    10/1معادل    ی سالمندان و در دوز

چون و  (.29)کند یم یجادا شود یانسان مصرف م یبرا

سال   در  ته   2019همکاران  به  پل  یهاقدام    یکونژوگه 

با    1  یپت  یسانترید  یگلاش  O(OSP)ریدساکا

چند  یدکزازتوکسوئ  نشان  نمودند  روش  ین به    دادند ¬و 

ساختارها  در   آمیداسیون  روش  که   یمورد 

بق   ساکاریدییپوپلیل از  القا  روش  ی یهبهتر  سبب    ی ها 

ه  ب   که احتمالاً  شود  یحفاظت بخش م  یمنیا  های پاسخ

آم  یساختارها  یجاد ا  یلدل در روش  و    یداسیونمشبک 

  2000در سال  .  (10است)  ADHاز فاصله گذار    دهاستفا

و   کونژوگه  کانادو   یدساکار  یپل  -  Oهمکارانش 
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دند.  نموکزاز متصل    یدرا به توکسوئ  یفیسالمونلا پارا ت 

شد. در نوع   یهروش دو نوع مولکول کونژوگه ته  ین در ا

گذار   فاصله  از  دوم   ADHاول  نوع  در  و  شد  استفاده 

گرد  ساکارید  یپل  O-به    یماًمستق  ین پروتئ  .  یدمتصل 

تزر  یمونولوژیکیا  یابیارز بررس  یق با  مورد  موش    یبه 

  IgG  یباد  ی قرار گرفت و در هر دو ملکول کونژوگه آنت 

  ید تول  یکتحر  یزان. میافت  یش افزا  یدساکار  یپل  یپوضد ل

توسط مولکول کونژوگه نوع اول در گروه    ی باد  یآنت 

ب  4تا    1  یسن  مراتب  به  دوم    یشترسال  نوع  ملکول  از 

سال  17بود) ذرات    رییلفا  2012(.در  نانو  همکاران  و 

  یهنقل یلهوس  یکعنوان را به PLGA یرپذ یبتخر یستز

  یدیاکلام  MOMP-187  یبنوترک   یدهایپپت  یل تحو  یبرا

طور    ی بررس  یستراکومات  به  که  دادند  نشان  و  نمودند 

کپسوله    PLGAرا در    MOMPتوان    یم  یزآم  یتموفق 

آن،   از  تر  مهم  و  ارتقا  PLGAکرد    یت ظرف   یموجب 

ها    یتوکاین سا  یدتول   یبرا   Th1وادار کردن    یبرا  یدپپت 

سال  .  (11)شودیم و    ی زنجان  یصفر  یلال  2019در 

  PLGA  ی خود ازکونژوگه  یقاتی همکاران در کار تحق 

اگزوتوکس آئروژ  A  ین و  عنوان  به  ینوزاسودوموناس 

کارکردند) تکنولوژ  (.23واکسن   یدجد  یها  یدر 

که در آن   شود یاستفاده م  ییاز واکسن ها  یساز واکسن 

ادجوانت به کار رفته اند و   یاصورت حامل  ذرات نانو به

ها  یشتریب   یاربس   ییکارا واکسن  به    ی معمول  ینسبت 

  یدات سبب تول   ین دهند و به هم  یموجود در بازار را ارئه م

ا  یسازواکسن   مخصوصاً  یوتکنولوژی،ب سمت    ین به 

به طو  یافتهسوق   نانو ذ  راست. حال  نانو  مختصر  رات و 

  ی واکسن شرح داده خواهد شد. نانو ذرات به هر ذره ا

حدود   از  کمتر  قطر  گفته    100که  باشد  داشته  نانومتر 

  ینو برا  یعنوان راه(. استفاده از نانو ذرات به25)شودیم

مورد    یجهت مصون ساز   یدیواکسن کلوئ   یحامل ها

که نانو ذرات و    ی(. به طور21قرار گرفته است)  یبررس

  یی ها  یروسها و و  یبه اندازه باکتر  یباً ذرات تقر  رویکم

  دهد. هم  یم  یصها را تشخ   آن  یمنی ا  یستم هستند که س

ترک   ینچن خصوص   یمیایی، ش   یب اندازه،  و    یاتشارژ 

ها  ی سطح و  یحامل  م  یژهواکسن  برا  ی را    ی توان 

آنت   ی ها  سلول   یکتحر دهنده  ارائه  APs)ژنیارائه  و   )

ز  (.22نمود)  تنظیم  ها  ژنیآنت   یمن ا ذرات   یست نانو 

پل  یرپذ  یبتخر ماده  دو  در  ساخته شده  یمری از  که  اند 

-یک لاکت   یپل  روند؛یکار م  موجود به  ی پزشک  یباتترک

  شودیشناخته م  PLGAنام    که به  یداس   یکولیکگل-کو

پل به    یکولگل  یلن ات  یو  نانو   PEGکه  است.  معروف 
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بررس کارا  ی مورد  که  اند  داده  در    ییقرار  را  درمان 

(.14بالا برده است) ی عفون هاییماریاز ب یاریبس
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Abstract 
Inroduction & Objective: Klebsiella pneumoniae is the most common pathogenic bacterium in the 

genus Klebsiella. Every year, about 2 million children under the age of 5 die from pneumonia. Due to the 

acquired and inherent resistance of Klebsiella pneumoniae isolated against a wide range of antibiotics, its 

control and treatment appear to be critical. The aim of the present study was to use Polylactic-co-glycolic 

acid (PLGA) nanoparticles in vaccine design the LPS antigen of Klebsiella pneumoniae K2O1. So far, no 

work has been done on this strain of bacteria to make the PLGA-LPS vaccine. In the study, the results 

obtained from the tested mice showed that the mice were vaccinated. Immunized and titrated antibodies of 

IgM 315 cfu / well, IgG 321 cfu / well, and SIgA 365 cfu / well, elevated and in mice with invasion factor in 

patients and spleen and lung tissues, number of people compared to unvaccinated mice Is. Has gone to zero. 

Material and Method: In the present study, the LPS antigen was extracted from Klebsiella 

pneumoniae K2O1 by centrifugation and detoxified with phenol.Then the LPS antigen was conjugated to 

polylactic-co-glycolic acid nanoparticles. Infrared spectroscopy (FT-IR) and atomic force microscopy 

(AFM) were used to confirm conjugation with nanoparticles. To evaluate endotoxin of the vaccine designed 

Tested by Limolus amoebocyte lysate assay (LAL test). success of antigen and nanoparticles conjugates 

based on the size and charge of antigen-containing nanoparticles was confirmed by the zetasizer. 

Results: FT-IR results the shape of the corresponding peaks confirmed the presence of antigen-

functional groups in the nanoparticle structure and the formation of bonds. AFM microscopic images of 

nanoparticles containing LPS antigen and nanoparticles before conjugation showed an increase in the 

binding sites of nanoparticles after conjugated. Change from initial sharpness to puffiness after conjugation 

proved the success of antigen transport by nanoparticles. Fever was not observed in rabbits and mortality 

was confirmed in BALB/C mice. 

Conclusion: The results showed that the vaccine was effective in immunogenicity and therefore 

suggested as a candidate for an effective vaccine against Klebsiella pneumoniae. 
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