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 چکیده 

محسوب  پنومونی  هایعامل بیماری .باشددر انسان میعفونی های پاتوژن پنومونیه یکی از  باکتری وساسترپتوکوک زمینه و هدف: 

های مزمن و مقاوم به درمان ایجاد  دستگاه تنفسی افراد مستعد مانند بیماران دچار نقص ایمنی و ایدز کلونیزه شده و عفونت  در .می شود

صورت تجربی  بهای ایمنی خاطره بادی و ژنی کونژوگه و با قابلیت القاء آنتیهدف مطالعه حاضر، تهیه واکسنی با ترکیب آنتی کند.می

 است. BALB/Cدر مدل موش  استرپتوکوکوس پنومونیه    6بر روی تیپ 

در انتهای فاز لگاریتمی رشد، توسط    و  شده   آگار کشت  ونمولر هینت  در  6  پنومونیه تیپ  وسسویه استرپتوکوک   :مواد و روش ها

NaOH   ساکاریدی با استفاده از گردید. کپسول پلیو تغلیظ یک نرمال استخراج(ADH)  آدپیـک اسیـد دی هیدرازید وEDAC   به

  دیفتری با توکسوئید    ساکاریدیپلی   کپسول (CPS-DT) با مخلوط کردن کونژوگه  پس از کروماتوگرافیمتصل شد.    دیفتری توکسوئید  

صورت داخل صفاقی با فواصل  به   ها موش  تایی از  15گروه    4ه  های آماده شده بژند. آنتییگردژن موردنظر آماده  و محلول آلژینات آنتی

 گیری شد.  روش الایزا اندازه بادی بههای آنتیسرمی پاسخ  های مونهن  در د.ای تزریق ش دوهفته

افزایش یافت.    28به    18و    610به    90به ترتیب از    IgAو    IgMتیتر     .رسید  1680به    315تام از    IgGر  طبق نتایج الایزا تیت  :نتایج 

تیتر    . داری از لحاظ آماری داشتس از هر بار تزریق افزایش معنیآلژینات توکسوئید دیفتری پ شده باهای سرمی گروه واکسینه بادی آنتی

IgG  ،تامIgM  وIgA  با کونژوگه نسبت به آلژینات خاص افزایش نشان داد.   های واکسینهتولید شده علیه آلژینات در گروه 

موجب    دیفتری استرپتوکوکوس پنومونیه در فرم کونژوگه با توکسوئید    ساکاریدیمیکروپارتیکل آلژیناتی کپسول پلی  گیری:نتیجه

و ایجاد خاطره ایمنی   Tهای  سلول  شدن فعال  موجب    احتمالا های واکسینه  بادی در گروه افزایش تیتر آنتی  شود.ها میبادی افزایش آنتی

 منظور تهیه واکسن باشد.  تواند کاندید مناسبی به. بنابراین کونژوگه آلژینات و توکسوئید دیفتری میشود

پلیدیفتری  توکسوئید  ،پنومونیه  وساسترپتوکوک   :کلیدیکلمات   تیپ، کونژوگاسیون، کپسول  میکروپارتیکل   ،VI  ساکاریدی 

 .آلژیناتی
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   مقدمه

از عوامل مهـم بیمـاری و مـرگ    استرپتوکوکوس پنومونیه

ومیر در تمام سنین است و باعث اشکال مختلف بیماری شـامل  

میانی و  تیسپ  ،پنومونی  ،اوتیت  میسمی  این  مننژیت  شود. 

میکروب غالبــاً در دستــگاه تنــفسی فوقانی کلونــیــزه شــده  

از   بـاکـتــریال  پـنـومـونـی  عـلـت  شــایـعـتـرین   (CAP)و 

پنومونیاجتمــاع   از  )می  حاصل  قطعی   (.3-1باشد  تشخیص 

پنوموک  ارگانیـسم  وعفونت  کردن  جدا  با  استرپتوکوک  کی 

کشت خون    پنومونیه بخـصوص  بیمـار  بـالینی  نمونه  کشت  از 

پنومونی  (.  4،5)است   به  مبتلا  کودکان  از  توجهی  قابل  تعداد 

به دارند.  منفی  خون  کشت  استاندارد  باکتریال  نداشـتن  علت 

اغلب   کودکان  باکتریال  پنومونی  ودرمان  تشخیص  طلایی 

ی  بـر اسـاس مجموعـه علایـم بــالین  براساس تشخیص احتمالی و 

و  و کودکــان  در  پاراکلینیــک  و  احتمــالی    رادیولوژیــک 

-ای  ماننـد عـدم اسـتفاده از روششکلات عدیـده م  (.3)  است

پیــشرفته  یــاه کــشت   و کــشت  بــرای  هــای  اســتاندارد 

-باکتریال در کشور وجود دارد که منجر به موارد بـالای کـشت

ی اسـتریل در بـدن در  های منفی خون و کـشت از سـایر نـواح

در نتیجـه  (.  6،7)  شـود مقایـسه بـا کـشورهای توسـعه یافتـه مـی

بسیاری از کودکان نه تنها در کشور ما بلکـه در سـایر نـواحی  

انـواع  دنیا به با  با عنوان کلی پنومونی باکتریال  طور چشم بسته 

چـشم بـسته    جـا و. استفاده نابه  شوندها درمان میبیوتیکآنتی

آنتی میکروببیوتیکاز  مقاومت  افزایش  از عوامل  ها  ها یکی 

رغم وجـود واکـسن  علی ،ها در کشور استکوبـویژه پنوموک 

کار  به  کی  وموک وتواند در پیشگیری از عفونت پنمناسب که می

 (. 8،9،10،11) رود

با    پنومونیه  وساسترپتوکوک  مثبت  گرم  دیپلوکوک  ارگانیسم 

یا زنجیره آرایش از مهمهای دوتایی و  ترین  ای است که یکی 

میباکتری انسان  در  پاتوژن  بیماری    باشد.های  یک  پنومونی 

باکتری آن  ایجادکننده  عوامل  از  یکی  که  است  های  عفونی 

استرپتوکوکاسیه پنوموک می خانواده  پنومونی  شایع وباشد.  کی 

پنومونی باکتریال است. در ایالات متحده، میزان تخمینی  رین  ت

حدود   در  آن  هر    260تا    68موارد  در  نفر    000/100مورد 

مورد ابتلاء در هر    000/300تا    000/150جمعیت و یا در حدود  

سالگی شیوع آن در حدود    40در سنین بالاتر از    (.1)ت  سال اس

به بیماری معمولاً   ءلا برابر بیشتر است. شیوع بالایی از ابت  4تا    3

های مکرر  عفونت   های زمستان وجود دارد. در این موارد  در ماه 

و   های ثانویه باکتریال هستندبه عفونت ءساز ابتلاویروسی زمینه

ت  کی و انتشار ارگانیسم بیشتر اسوبه عفونت پنوموک   ء شیوع ابتلا

آنتی(2،3) با  درمان  کلاسیک  .  پاسخ  غالباً  را  بیوتیک  آماسی 

بنابراین ضایعات منتشر    .دهدمتوقف نموده و یا این که تغییر می

بیوتیک انتخابی برای  سیلین، آنتیپنی  شوند. پنومونی ناپدید می

پنوموک  عفونت  اشکال  پنیوتمام  است.  راه    Gسیلین  کی  از 

-کی بهوبیوتیک انتخابی در درمان پنوموک داخل عضلاتی، آنتی

که است  مواردی  در  در    ویژه  باشد.  نداشته  جانبی  عوارض 

به   مبتلا  که  سرپایی  پنومونی  فرم   بیماران  خفیف  های 

ثر  ؤاست مخوراکی نیز ممکن  vلین  یسپنی  .کی هستندوپنوموک 

-ویژه در مبتلایان به فرمباشد اما جذب آن از دستگاه گوارش به

بینی است. برای بیمارانی که در  های حاد بیماری غیرقابل پیش 

هست اینشوک  یا  و  منن ند  به  مبتلا  پنومونی،  کنار  در  ژیت، که 

می آرتریت  یا  و  پنیاندوکاردیت  در سیباشند  کریستالی  لین 

سیلین  شود. در بیمارانی که نسبت به پنیمی  شکل وریدی تجویز

آلرژی دارند از سفالوسپورین یا اریترومایسین برای پنومونی و  

شود. در هنگام درمان با  کلرامفنیکل برای مننژیت استفاده می  از

اگرپنی که  ترتیب  این  به  دارد  وجود  جالبی  پاسخ    سیلین 

داشته وجود  میباکتریمی  بهبود  ساعت  چند  مدت  در  -باشد 
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که سدهای  کی تنها در هنگامیوپنومونی پنوموک  .(15-12)دیاب

شده  تخریب  تنفسی  سیستم  میدفاعی  ایجاد  در  باشند  و  گردد 

اولیه،   عفونت  بیشکل  سرما،  است.  و نادر  مرفین  هوشی، 

ابتلا استعداد  بروز  موجب  الکل  با  پنومونی    ء مسمومیت  به 

میوپنوموک  واکسن  .(4)دشونکی  اخیر  دهه  چند  های  در 

پاتوژن القاء حفاظت علیه  های حامل  کونژوگه متعددی جهت 

شده پلی  بخش طراحی  )ساکاریدی  از    .(5اند  پژوهش  این  در 

یک که  آمیداسیون  مولکولروش  نوع  پایدارترین  از  های  ی 

کند برای کونژوگاسیون استفاده شد و از  ایجاد می کونژوگه را

ADH  گذار و  عنوان مولکول فاصلهبهEDAC  عنوان عامل  به

شد.  جفت استفاده  نوکلئوفیل    ADHکننده  مولکول  یک  که 

   CPSهای آمینی مولکول گروه   صورت کووالان برباشد بهمی

می کووالان   نیز  EDACشود.  متصل  اتصال  -AH)سبب 

CPS  ) هیدرازید از  ساکارید  پلی–آدپیک  پروتئینی  حامل  به 

بین   آمیدی  پیوند  گروه   AH-CPSطریق  کربوکسیل  با  های 

   (. 5شود )می پروتئین

حاضر  هدف پژوهش  کردن    از  کونژوگه  با  که  است  این 

عنوان یک بخش پروتئینی به دتوکسیفای  به  دیفتری توکسوئید  

عنوان بخش  حاوی آلژینات به  6تیپ    استرپتوکوکوس پنومونیه 

روشپلی با  که   ساکاریدی،  کرده  تولید  واکسنی  آمیداسیون، 

پتانسیل بالایی برای حفاظت طولانی و پایدار در هر دو گروه  

-بزرگسال و خردسال داشته باشد و سبب فعال شدن لنفوسیت

-ای شده که بههای خاطره و ایجاد سلول  T  (T-helper)های  

عفونت م برابر  در  طولانی  و  پایدار  حفاظت  آن  های  وجب 

توکسوئید    پنوموکوکی انتخاب  دلیل  گردد.  و    دیفتریایجاد 

پلی  کونژوگه با  پنومونیه ساکارید  آن  حاوی    استرپتوکوکوس 

تهیه بیماری  آلژینات  علیه  کارا  ایمونوژن  ترکیب  های  یک 

-به  دیفتری کی، استفاده از خواص پروتئینی توکسوئید  وپنوموک 

ساکاریدی و استفاده از عنوان پروتئین حامل برای مولکول پلی

ادجوانتی   پنومونیه خواص  آلژینات    استرپتوکوکوس  حاوی 

باشد تا در  می  دیفتریبرای القاء ایمنی بیشتر نسبت به توکسوئید  

ترکیب  این  کارایی  اثبات  بیماریکونژو  صورت  علیه  های  گه 

عنوان یک واکسن کاندید  را به  کی بتوان این کونژوگهوپنوموک 

کرد معرفی  پنومونی  بیماری  اهداف    .(1)برای  اساس  همین  بر 

  کونژوگه   آلژیناتی  میکروپارتیکلتهیه    :عبارتند از  پژوهش این  

بررسی اثرات و    دیفتریبا توکسوئید    استرپتوکوکوس پنومونیه

پنومونیه   کونژوگهزایی  ایمنی با    6تیپ    استرپتوکوکوس 

،    total IgGهای  بادیآنتی  در القاء تولید  دیفتریتوکسوئید  

1IgG    ،a2IgG    ،b2IgG    ،3IgG    ،IgM    ،IgA   علیه   

 .پنوموکوک

 ها مواد و روش

 VIپ تی پنومونیهاسترپتوکوکوس  و کشتتهیه 

پنومونیهاز   استرپتوکوکوس  محیط کشت   بر  سویه  مولر  روی 

سازی محیط کشت که  هینتون آگار که با توجه به دستور آماده 

بر روی لیبل محیط کشت توسط کارخانه تعبیه شده بود تحت  

شرایط استریل و زیر هود لامینار و در کنار شعله توسط آنس  

کشت خطی انجام داده شد و بعد    نیاستریل شده با لوپ سوز

-روز قرار داده   3مدت  گراد بهدرجه سانتی  37داخل انکوباتور  

-جمعاستریل  های تشکیل شده با سل اسکراپر  د. سپس کلنیش

آوری گردید و جهت کشت انبوه در محیط نوترینت براث )که  

گرم در لیتر    8لیتر که با نسبت  میلی  500به تعداد چهار محیط  

درجه    37شد و در انکوباتور  بود( کشت داده تهیه و اتوکلاو شده 

-نگه  د. گذاری گردیانکوبه روز    3مدت  دار بهگراد شیکرسانتی

سویه  د طول نظر  موردباکتری  اری  بعدی    در     تحقیق مراحل 

محیط    اینبه   .استضروری از  آگار منظور  مولرهینتون    کشت 
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دمای آزمایشگاه در کنار    برای پاساژ باکتری، دراستفاده شد.  

استریل  استفاده از فیلدوپلاتین  با  و تحت شرایط استریل،  شعله  

  کشت مولرهینتون آگار محیط    های باکتری موجود درکلنیاز  

  37ساعت در انکوباتور    72به مدت  بعد از پاساژ  و    شد برداشته 

 گذاری گردید.گراد انکوبهدرجه سانتی

 CPSاستخراج 

رشد    از  پنومونیهپس  کشت    استرپتوکوکوس  محیط  در 

لیتر فنل  میلی  5/0میلی لیتر،    500نوترینت براث، داخل هر ارلن  

های سانتریفیوژ توزیع و  بیومس حاصل درون لوله  ریخته و  90%

باکسبه درون  بالانس  قرار  صورت  دستگاه  هر شدداده های   .  

  4ی نوار پارافیلم بسته و در دمافویل و  ها به کمک کدام از لوله

دقیقه سانتریفیوژ    25مدت  به  rpm2500  و دوراد  گردرجه سانتی

-شد. سوپرناتانت که مایع شفافی بود را دور ریخته و رسوب به

باکتری همان  که  آمده  استخراج  دست  برای  بودند    CPSها 

-، در یک لوله جمعهای موجودرسوبدر نهایت  داری شد.  گهن

گردید رسوب.(9)  آوری  قبل  همه  مرحله  آن  های  وزن  که 

برابر حجم    4به اندازه    و  را جمع کرده  باشدگرم می  4/3حدود  

  شد زده هم  به  یک نرمال به آن افزوده و   NaOHرسوب نهایی  

  سپس در دست آید.  و محلولی شفاف به  ه تا کاملاً مخلوط شد

سانتی  37  دمای به مدت  درجه  انکوبه  12گراد  گذاری  ساعت 

دقیقه و    20مدت  به  NaOHو  های حاوی رسوب  لوله .  گردید

  . (10)  ها سانتریفیوژ شدبرای رسوب دبریس  rpm  2500با دور  

سازی ده نرمال خنثی  HClسوپرناتانت حاصل از مرحله قبل، با  

اتانل سرد اضافه    سپس   .شد برابر حجم سوپرناتانت،    و شد  سه 

با تکرار   سپس  .نگهداری شدروز در یخچال مدت یک شبانهبه

با دور   این مرحله که    rpm2500سانتریفوژ  از  رسوب حاصل 

به رسوب    آوری شد.ساکاریدی است جمعحاوی کپسول پلی

بافر تریس  هب  5/7آن حدود  pH مولاری که    1/0دست آمده 

ب شده  تا   لیترمیلی  5،  لیترمیلی  5صورت  ه تنظیم  کرده  اضافه 

با   CPSرسوب طور کامل شفاف شود که در نهایت  هرسوب ب

  (SDS)  %5/0  . سپس بافر تریس شفاف شدلیتر میلی  40حدود  

  40در حجم    2CaCLمولار  میلی  10و  سدیم دودسیل سولفات  

 (. 10)شد  به محلول فوق اضافه   بافر محاسبه و  لیتریمیل

پلی کپسول  جهت دپلیمریزاسیون  ساکاریدی 

 سازی برای مراحل کونژوگاسیون آماده

حدود    CPSگرم  میلی  30ابتدا   لیتر    3در    Nمیلی 

5/0NaOH    میزان باشد که  ب  NaOHحل شد  اید در حدی 

وژ  یلوله سانتریف  طور کامل شفاف شود.به  CPSرسوب حاوی  

مدت یک ساعت  هب  NaOHحل شده در    CPSحاوی رسوب  

بن سانتی  70ماری  داخل  شد.درجه  داده  قرار  از    گراد  بعد 

دمای در  لوله  بشر    گذشت یک ساعت سریعاً  وارد یک  اتاق 

محلول  سپس    .داده شود  CPSحاوی یخ شد تا شوک دمایی به  

-به ازای هر میلی  نگهداری شد. در این حالت به مدت ده دقیقه  

میکرولیتر    CPS ،  125استفاده در حل شدن    مورد   NaOHلیتر  

استیک گلا اضافه شدسیاسید  نمونه  به  به  .ال  اضافه  البته  حدی 

- CPS     تدریجتنظیم شود در نتیجه به  4روی     pHکه  شودمی

N   لیتر  به ازای هر میلی  .شودمی  داستیلهNaOH    مورد استفاده

  - وزنی  %5ا  ب  2NaNO میکرولیتر    CPS  ،200در حل شدن  

-سانتی  درجه   4  دمای  در   ساعت  2  مدتبه  و نمونه   اضافه  حجمی

  کپسول   فوق   مراحل  شدن   طی  با   نهایت  در  شد.   داشته نگه رادگ

 (. 11)  برای کونژوگاسیون آماده شد   دپلیمریزه و  ساکاریدیپلی

پلی کپسول  تیپ  کونژوگاسیون    VI ساکاریدی 

 با توکسوئید دیفتری   استرپتوکوکوس پنومونیه

پلی از  کونژوگاسیون  شده  استخراج  به    CPSساکارید 

به انجام گرفت. در روش  توکسوئید دیفتری  روش آمیداسیون 

عنوان عامـل ایجـادکننده آمیداسیون، سیـانوژن برومـاید به
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عنوان  به  ADHساکاریدی،  های آمینی در مولکول پلیگـروه  

فاصله مولکول  و    6  (spacer)گذار  یک  در    EDACکربنه 

استفـاده مینقش عامـل جفت صورت    به  ADHشود.  کننـده 

ساکارید متصل  های آمینی مولکـول الیگوپلیکـوالان به گروه 

نیز در این مرحله سبب اتصال کوالان مشتق    EDACشود.  می

هیدرازید بهالیگوپلی  -آدپیک  پروتئینی  حامل  به  -ساکارید 

پلی هیدرازید  بین  آمیدی  پیوند  گروه صورت  با  های  ساکارید 

 (.5، 9، 10)شود ی متصل میکربوکسیل توکسوئید دیفتر

به فیلتراسیون  مولکولژل  تخلیص  های منظور 

 کونژوگه 

مولکول برای خالص  از    CPS-DTهای کونژوگه  سازی 

غیرکونژوگه  مولکول تهیه    ((CPS,DTهای  کونژوگه  نمونه 

سفارُز کروماتوگرافی  ستون  از  محلول  4B - CLشده  با  که 

شد تا از  داده     رسد عبورمی مولار  به تعادل 2/0کلرید سدیم  

گردد.  پلی خالص  و  جدا  نشده  متصل  پروتئین  و  ساکارید 

موج  فرکشن طول  دو  در  شده  آوری  جمع   280و    210های 

  هایی که بیشترین جذب در هر دو طول نانومتر قرائت شد و لوله

های حاوی مولکول کونژوگه  فرکشن     عنوان  موج داشتند به  را

های تهیه شده  سپس کونژوگه  .ادغام شدندآوری و با هم  جمع

میلی فیلتر  از  و  تغلیظ  اولتراسانتریفیوژ،  کمک   45/0پور  با 

با غلظت نهایی    .میکرون عبور داده شد در    1سپس مرتیولات 

 (. 5، 9، 10)  اضافه گردید 1000

میکروپارتیکل کونژوگه  تهیه    CPS-DTهای 

 حاوی آلژینات 

روش امولسیونه کردن در فاز های آلژینات بهمیکروپارتیکل

های آلژینات با غلظت آلی ایزواکتان تهیه گردید. ابتدا محلول

که حاوی کونژوگه و آب   لیترمیلی  10ای مختلف تهیه شدند.  ه

-به %8گرم پودر کلرید کلسیم  4کرده سپس  مقطر بود را جدا 

کراسع عامل  هموژن  لینکنوان  حال  در  امولسیون  به  کننده 

ادامه    3مدت  ت قطره قطره اضافه شد و بهصورشدن، به  دقیقه 

و    2/0یافت. سپس   آلژینات سدیم  ایزواکتان  میلی  2گرم  لیتر 

و   امولسیونه گردید. سپس    6الی    3مدت  به   اضافه شد  دقیقه 

لاندا اضافه شد و پس از    750مقدار  به  Tween80محلول آبی  

گردید. سپس  اضافه    %8امولسیونه کردن، مجدداً کلرید کلسیم  

برداری  ها عکسدر زیر میکروسکوپ نوری از میکروپارتیکل

میکروپارتیکل تهیه  برای  آنتیگردید.  حاوی  ژن  های 

باید   آلژینات،  میکروپارتیکل  تهیه  شروع  از  قبل  پنوموکوک، 

با غلظتآنتی با محلول آلژینات مخلوط  ژن  های مورد بررسی 

 (. 5گردید )

 

 
 های حاصل از ستون کروماتوگرافی: میزان جذب نوری فرکشن1شکل 
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بررسی میکروپارتیکل از  با غلظتپس  پلیمر و  ها  های مختلف 

بهمحلول بهینه  شرایط  در  آبی،  و  آلی  فاز  و  دست  های  آمد 

تشکیل مواد  غلظت  مشخص بهترین  میکروپارتیکل  دهنده 

تهیه   برای  آنتیمیکروپارتیکلگردید.  آلژینات حاوی  ژن های 

پنوموکوک به محلول آلژینات اضافه شد. سپس هر یک از این  

افزوده شدند و توسط    Spam 80ها به ایزواکتان حاوی   محلول

و    Tween 80هموژنایزر هموژن گردیدند و پس از افزودن  

بار    2ها با  طبق روش ذکر شده، میکروپارتیکل  %8کلرید کلسیم  

جمع آبسانتریفوژ  با  و  شدند.  آوری  شسته  مقطر 

و  میکروپارتیکل کارآیی  نظر  از  کردن  لیوفیلیزه  از  پس  ها 

دستگاه   توسط  و  گرفتند  قرار  موردارزیابی  احتباس  ظرفیت 

و   گرفت  قرار  بررسی  مورد  آنالایزر  سایز  میکروپارتیکل 

 (.5نموداری حاصل گردید )

 ی تهیه شده هاژنسازی با آنتیایمن

ایمنی بررسی  پلیبرای  شده،  تهیه  کونژوگه  تزریق  -زائی 

هرکدام به    NSساکارید خالص، توکسوئید دیفتری خالص و  

-ای( بههفته 7-8ای( و )هفته 5-6ماده ) BALB/cهای موش

لیتر انجام  میلی 5/0با حجم نهایی    (I.P)ورت داخل صفاقی  ص

به بهشد،  تزریق  دُز  هر  در  که   میکروگرم  5/2ترتیب  طوری 

CPS و یاCPS-DT   وLF6    از DT    وجود داشته باشد. به

استریل  گروه  فیزیولوژی  سرم  مقدار  همان  به  نیز  کنترل  های 

( موش، برای  3و6و9و9گروه هر کدام شامل )  4تزریق گردید.  

  شوند: بندی میزائی به این ترتیب جهت تزریق لیبلتعیین ایمنی

CPS-DT  ،CPS  ،DT    وNSه بار تزریق در  فاصله دو  . س

گیری از قلب موش دو هفته بعد از  گیرد، خونهفته صورت می

و سرم جمع انجام  تزریق  دمای  هر  در  درجه   -70آوری شده 

تیترسانتی شد.  نگهداری  بعدی  مرحله   تا  های  بادی آنتی  گراد 

 (. 10) وسیله تست الایزا مشخص شد ساکارید بهویژه پلی

پـاسخ   به  بـادیآنتیبررسـی  سـرمی  هـای 

  ( (CPS-DTهای حاوی کـونژوگهمیکروپارتیکل

تیتر  مطالعه  این  سرمی  بادیآنتی  در  ، 2aIgG  ،1IgGهای 

2bIgG ،3IgG و ،IgG ساکارید با تام ایجاد شده علیه      پلی

از روش   )اندازه   Elisaاستفاده   در آزمایش  (. 5گیری گردید 

آنتی  الایزا تیتر  تعیین  از    IgAو    IgMهای  بادیبرای 

-و برای تعیین تیتر آنتی   Antigen Mediated Elisaروش

استفاده شد. آزمون     Indirect Elisaتام از روش    IgGادی  ب

 روش تری پلیکیت انجام شد.الایزا به

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

انحراف از معیار    ±صورت میانگین  ها به بادیآنتیبه هر کدام از  

برای بررسی  Tukey از آزمون آماریارائه شد. بر این اساس  

گروه  سرمی  تیترهای  دریافتاختلاف  آنتیهای  های  ژنکننده 

مختلف در مقایسه با گروه کنترل از آزمون آنالیز واریانس یک  

محیط    EXCELدر    ANOVA  One-wayطرفه   و 

SPSS  آماری  استف آزمون  از  استفاده  با  و  شد    و    LSDاده 

P<0.01  .بررسی گردید 

روش  به  CL-4Bبرای تخلیص کونژوگه، آن را از ستون سفارُز  

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

ها  نانومتر برای کونژوگه قرائت شد. اگر ملکول   280و    210موج  

نانومتر    210و    280کونژوگه شده باشند باید در دو طول موج  

-DTدر نمودار پیک مشترکی داشته باشند. پیک اول مربوط به  

DT  تر از ستون  تر بوده و سریعها سنگیناست چرا که پروتئین

می که حاوی  خارج  نوری  دو جذب  هر  دوم  پیک  در  شوند. 

پروتئین یعنی  ما  نظر  مورد  کونژوگه  ساکارید پلی  -محلول 
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(Micro-DT  )پیکمی بهباشند.  بعدی  به  های  ترتیب مربوط 

پلی پلیپلی-ساکاریدپروتئین،  و  ساکارید  ساکارید، 

آوری جمع  85تا    84های شماره  باشند. فرکشنغیرکونژوگه می

تست شد. و  انجام  واکسیناسیون  تأیید  برای  کیفی  کنترل    های 

میک بررسی  کونژوگاسیون  انجام  از  روسکوپی  بعد 

صورت  میکروپارتیکل نوری  میکروسکوپ  زیر  ها 

 . (2)شکل گرفت

 

 
 ها توسط میکروسکوپ نوری تصویر برداشته شده از میکروپارتیکل  :2شکل 

 

و   گردید  انجام  آنالایزر  سایز  پارتیکل  دستگاه  وسیله  به 

دست آمده سایز  طبق نتایج بهنتیجه حاصل دو نمودار بود که بر  

 . (3)شکل میکرومتر گزارش گردید 50/86ها میکروپارتیکل

دو هفته بعد از اولین تزریق میزان تیتر     IgAبادیدر آنتی

گروه آنتی در  آنتیبادی  کونژوگه  با  واکسینه  و    DTژن  های 

 دهد.  افزایش نشان می، CPS-DTمیکروپارتیکل آلژیناتی 

هر چند این افزایش زیاد نیست ولی با توجه به نتایج آماری  

 P<0/01با     Tukeyحاصل از آزمون آنالیز واریانس یکطرفه  

آنتی واکسینه  IgAبادی  تیتر  گروه  محلول  در  با  شده 

های  دو هفته بعد از تزریق   ،CPS-DTمیکروپارتیکل آلژیناتی  

-را نشان می  اول، دوم و سوم در مقایسه با گروه کنترل اختلاف 

 (. 1دهد )جدول 

 

 
 با استفاده از ایزواکتان   Emulsification روشهای آلژینات تهیه شده بهاز میکروپارتیکل  SEM:  تصاویر میکروسکوپ الکترونی  3شکل 
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بادی  دو هفته بعد از اولین تزریق میزان تیتر آنتی   IgAبادیآنتی

گروه  آنتیدر  کونژوگه  با  واکسینه  و    DTژن  های 

افزایش نشان داد. هر چند  ،  CPS-DTمیکروپارتیکل آلژیناتی  

این افزایش زیاد نیست ولی با توجه به نتایج آماری حاصل از  

یکطرفه   واریانس  آنالیز  تیتر    P<0/01با     Tukeyآزمون 

شده با محلول میکروپارتیکل  در گروه واکسینه IgAبادی یآنت

تزریق  ،CPS-DTآلژیناتی   از  بعد  هفته  و  دو  دوم  اول،  های 

 (. 1)جدول   داشتسوم در مقایسه با گروه کنترل اختلاف 

 

 های اول، دوم و سوم تزریق هفته بعد از  CPS VI  2های تولید شده علیه بادی: مقایسه تیترهای آنتی1جدول
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  Micro CPS DT Neg.control 

یق 
زر

ن ت
ولی

ز ا
د ا

 بع
فته

و ه
 د

IgA 18 13 0 0 

IgM 90 60 0 0 

IgG 315 71 0 0 

IgG 1 170 46 0 0 

IgG2a 21 12 0 0 

IgG2b 12 10 0 0 

IgG3 140 57 0 0 

از 
د 

 بع
فته

و ه
د

یق 
زر

ن ت
ومی

د
 

IgA 21 16 0 0 

IgM 182 131 0 0 

IgG 1180 242 0 0 

IgG 1 490 83 0 0 

IgG2a 36 14 0 0 

IgG2b 39 17 0 0 

IgG3 390 82 0 0 

یق
زر

ن ت
ومی

 س
 از

عد
ه ب

هفت
دو 

 

IgA 28 20 0 0 

IgM 610 163 0 0 

IgG 1680 270 0 0 

IgG 1 750 112 0 0 

IgG2a 52 28 0 0 

IgG2b 66 20 0 0 

IgG3 710 89 0 0 

 

 نتایج  

و میکروپارتیکل آلژیناتی     CPSبر علیهIgM بادی  آنتی

CPS-DTتیتر آنتی  1، طبق جدول که    داشت بادی    افزایش 

شده با محلول میکروپارتیکل، در تزریق  در مورد گروه واکسینه

 . بود افزایش یافته  610به  90میزان از سوم نسبت به اول این 

به  نتایج  به  توجه  جدول  با  در  آمده  با      Tukeyدست 

P<0/01   آنتی تمامی  در گروه ژنتیتر  تزریق شده  های  های 

واکسینه واکسینه  گروه  و  میکروپارتیکل  محلول  با  با  شده  شده 

تزریقپلی   CPSژن  آنتی از  بعد  هفته  اول، ساکارید، دو    های 
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و سوم در  دو اختلاف معنی  م  کنترل  با گروه  را  مقایسه  داری 

 (.     1دهد )جدول نشان می

طی سه دوره    CPSساکارید  بر علیه پلی  IgG بادی  تیتر آنتی

نشان   را  نسبی  افزایش  گروه   دادتزریق،  در  با  اما  که  هایی 

آلژیناتی   تیتر    CPS-DTمیکروپارتیکل  بودند  شده  واکسینه 

از  بادی  آنتی تزریق سوم  تا  اول  تزریق  در    1680به    315سرم 

یافته به است.افزایش  نتایج  به  توجه  جدول  با  در  آمده  دست 

LSD      باP<0.01   های تزریق شده در  ژنتیتر تمامی آنتی

واکسینهگروه  گروه  های  و  میکروپارتیکل  محلول  با  شده 

اول، دوم  های  ساکارید، دو هفته بعد از تزریق شده با پلیواکسینه 

معنی اختلاف  کنترل  با گروه  مقایسه  در  نشان  و سوم  را  داری 

 (.1دهد )جدول می

خصوص   به  1IgGدر  تیترهای  تزریق  بررسی  در  آمده  دست 

داده است. با  افزایش      نشان  750به    170سوم نسبت به اول از  

نتایج   به  های  ژنتیتر تمامی آنتی  P<0/01با     Tukeyتوجه 

با گـروه کنترل اختلاف معنیتزریق شده در   داری را  مقـایسه 

 (.1دهد )جدول نشان می

آنتی زیادی    IgG2aبادی  تیتر  افزایش  میکروپارتیکل  علیه  بر 

شده  های واکسینه نداشته ولی پس از تزریق دوم و سوم در گروه 

به اول از   با محلول کونژوگه، این میزان در تزریق سوم نسبت 

  P<0/01با     Tukeyتوجه به نتایج  است. با  رسیده   52به    21

های اول، دوم و سوم در  بادی دو هفته بعد از تزریقتیتر این آنتی

 .داری استمقایسه با گروه کنترل دارای اختلاف معنی

آنتی تیتر  واکسینه  IgG2bبادی سرمی  میزان  با  در گروه  شده 

ساکارید کپسول محلول میکروپارتیکل کونژوگه آلژیناتی پلی

  12با توکسوئید دیفتری، طی سه دُز از   توکوکوس پنومونیهاسترپ

نتایج بهرسیده   66به   به  با توجه  با     Tukeyدست آمده  است. 

P<0/01  آنتی تیتر  گروه    IgG2bبادی  اختلاف  دو  در 

 (. 1دهد )جدول داری را نشان میاختلاف معنی

آنتی تیتر  سرمی  میزان  با    IgG3بادی  شده  واکسینه  گروه  در 

است.  رسیده    710به    140محلول میکروپارتیکل، طی سه دُز از  

اختلاف    P<0/01با     Tukeyدست آمده  با توجه به نتایج به

داری را نشان  در دو گروه اختلاف معنی  IgG2bبادی  تیتر آنتی

 (.1دهد )جدول می

ریق اول  های تولید شده پس از تزبادی مقایسه تیتر سرمی آنتی

سرمی تیتر  میزان  که  است  این  ، IgGهای  بادیآنتی  نشانگر 

IgG1  ،IgG3  ،IgM    اختلاف آلژیناتی  میکروپارتیکل  علیه 

پلیچشم علیه  سرمی  تیتر  به  نسبت  کپسولی  گیری  ساکارید 

توسط   ایجاد شده  ایمنی  پاسخ  و  دارد  علیه    IgGپنوموکوک 

ت با  پنوموکوک  کونژوگه  آلژیناتی  وکسویید  میکروپارتیکل 

مقایسه تیتر سرمی    باشد. ها میبادی دیفتری مؤثرتر از سایر آنتی

های تولید شده پس از تزریق دوم نشانگر این است که  بادی آنتی

 IgG  ،IgG1  ،IgG3  ،IgMهای  بادیمیزان تیتر سرمی آنتی

به به تیتر  میزان چشمعلیه میکروپارتیکل آلژیناتی  نسبت  گیری 

سرمی پس از تزریق اول افزایش یافته و پاسخ ایمنی ایجاد شده  

کونژوگه    IgGتوسط   آلژیناتی  میکروپارتیکل  علیه 

بادی  از سایر آنتی  با توکسوئید دیفتری مؤثرتر  ها  پنوموکوک 

آنتی  باشد.می سرمی  تیتر  از  بادیمقایسه  پس  شده  تولید  های 

های  بادیکه میزان تیتر سرمی آنتیتزریق سوم نشانگر این است

IgG  ،IgG1  ،IgG3 ،IgM   علیه میکروپارتیکل آلژیناتی به-

گیری نسبت به تیتر سرمی پس از تزریق دوم افزایش  یزان چشمم

های فوق علیه  بادی یافته و پاسخ ایمنی ایجاد شده توسط  آنتی

توکسوئید   با  پنوموکوک  کونژوگه  آلژیناتی  میکروپارتیکل 

پلیدیفتری   علیه  شده  ایجاد  ایمنی  پاسخ  به  ساکارید نسبت 

 (. 4داری دارد )شکل کپسولی اختلاف معنی
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 نوبت تزریق کونژوگه کپسول پنوموکوک و توکسوئید دیفتری  3بادی در :  نمودار مقایسه  تیتر آنتی4شکل

 

گانه  که در دوره های سه نمایانگر این است   4نمودار شکل 

های تولید شده علیه  بادیتزریق بیشترین افزایش تیتر سرمی آنتی

پنوموکوکپلی آنتی ساکارید کپسولی  ترتیب در  های  بادیبه 

IgG ،IgM ،IgG1 ،IgG3  باشد. می 

شکل   دوره   5نمودار  در  که  است  این  سهنمایانگر  گانه  های 

های تولید شده علیه  بادیبیشترین افزایش تیتر سرمی آنتیتزریق  

به پلی پنوموکوک  کپسولی  آنتیساکارید  در  های  بادیترتیب 

IgG ،IgG1 ،IgG3  ،IgM باشد. می 

از   استفاده  بر  نیز علاوه  تحقیق حاضر  عنوان  به  ADHدر 

-عنوان عامل جفتبه  EDACکربنه، از    6گذار  مولکول فاصله

کونژوگک  و  افزایش  ننده  موجب  که  شد  استفاده  بهتر  اسیون 

سالم ماندن هر    واسطهزایی مولکول کونژوگه به پایداری و ایمنی

سایت  بهتر  ایمنیچه  مولکولهای  آنتیزای  گردید.  های  ژن 

به  دیفتری  توکسوئید  از  توکسین  همچنین  عنوان  به  Aجای 

بار    3میکروگرم با    5/0پروتئین حامل استفاده شد. از دُز تزریقی  

موش   در  فاصله  BALB/cتزریق  استفاده  14زمانی    با  روز 

های تولیدی  بادیداری در تیتر آنتیگردید که با افزایش معنی

الیگوپلی آلژیناتی  میکروپارتیکل  علیه  حالت  بر  در  ساکارید 

الیگوپلی به  نسبت  میزان  کونژوگه  بود.  ساکارید خالص همراه 

 Microید شده آن، علیه  های تول توتال و زیرگروه   IgGتیتر  

OPS - DT    در حالت کونژوگه نسبت بهOPS    خالص در

 سه تزریق افزایش چشمگیری نشان دادند. 

 بحث

توان گفت کونژوگاسیون  طبق نتـایج حاصل از این تحقیق می

به دیفتری  با  توکسوئید  پروتئینی  حامل  یک  عنوان 

  استرپتوکوکوس پنومونیه ساکارید  میکروپارتیکل آلژیناتی پلی

است که  از طریق روش آمیداسیون واکسنی تولید  کرده   6تیپ 

به   نسبت  پایدار  برای حفاظت طولانی و  بالایی    CPSپتانسیل 

T  (T-helper  )های  خالص داشته و سبب فعال شدن لنفوسیت
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-ای ایمنی ایجاد میخاطره  Tهای گردد و با تحریک سلول می

اپیند. در ضمن مک  تهیه شده  پایداری  توپ یکروپارتیکل  های 

-CPS  ژنرا ایجاد کرده که با به دام انداختن کونژوگه آنتی

DT نماید و نیز  نحو بهتری به سیستم ایمنی بدن عرضه میرا به

تیتر     Micro CPS-DTهای ترشح شده بر علیهبادیتیتر آنتی

ین موضوع  میزان چشمگیری افزایش داده که همبادی را بهآنتی

بیماری  علیه  بر  مناسبی  کاندید  را  شده  تهیه  های  واکسن 

نماید. پنوموکوکی و دیفتریایی می

 

 

 MICRO CPS-DT نوبت تزریق کونژوگه میکروپارتیکل کپسول پنوموکوک و توکسوئید دیفتری 3بادی در مقایسه تیتر آنتی نمودار: 5شکل

 

سال   و    1388در  کونژوگه  شاپوری  تهیه  به  اقدام  همکارانشان 

با توکسوئید کزاز کردند و  بروسلا آبورتوس  ساکارید  الیگوپلی

بادی ضد کزاز توسط این کونژوگه  میزان تحریک تولید آنتی

را در مقایسه با توکسوئید خالص کزاز مورد بررسی قرار دادند. 

روش آمیداسیون تهیه شد. و  در این تحقیق واکسن کونژوگه به

ادجوانتی  ویژگی بروسلا  ساکاریدی  الیگوپلی  (OPS)های 

-مورد بررسی قرارگرفت و پاسخ ایمنی ایجاد شده بهآبورتوس  

بر علیه کزاز در مقایسه    (OPS-TT)وسیله واکسن کونژوگه  

به  نتایج  مقایسه گردید.  خالص  کزاز  توکسوئید  آمده با  دست 

بودن تیتر آنتیبه بالاتر  بهوضوح  القاء شده  وسیله واکسن  بادی 

خالص نشان داد که    TTرا در مقایسه با    OPS-TTکونژوگه  

بیان امر  ادجوانتی  این    بروسلا آبورتوس   OPSکننده خاصیت 

 (. 5باشد )کزاز میبرای توکسوئید 

سال   امی2014در  ایمنیمطالعه  همکاران   و   ،  روی  زایی  ای 

و   آلژیناتی  با    آبورتوس  بروسلادتوکسیفای    LPSکونژوگه 

نژاد   موش  در  کزاز  در    BALB/cتوکسوئید  دادند.  انجام 

بررسی که این افراد انجام دادند، آلژینات را قبل از کونژوگه با  

را نیز با روش فنل    LPSتوکسوئید کزاز دتوکسیفای کرده و  
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با استفاده از روش   داغ استخراج و دتوکسیفای نمودند. سپس 

را با توکسوئید کزاز کونژوگه و    LPSآمیداسیون آلژینات و  

ساکاریدی ژن پلیتولیدی علیه این دو آنتی  هایبادی تیتر آنتی

اندازه  نمودندرا  تفسیر  و  آنتی5،14) گیری  تیتر  های  بادی (. 

IgM ،IgA ،1IgG  ،a2IgG  ،b2IgG  ،3IgG    تولید شده علیه

و   به حالت خالص    LPSآلژینات  نسبت  کونژوگه  در حالت 

به  تزریق  سه  هر  در  متوسط  آنها  نشان    4/4طور  افزایش  برابر 

عنوان حامل مطالعه که از توکسوئید دیفتری به (. در این5) دادند

با  کونژوگاسیون  برای  استرپتوکوکوس  ساکارید  پلی پروتئینی 

موفقیت  6تیپ  پنومونیه گردید،  استفاده  آلژینات  آمیز حاوی 

های سرمی بادیبودن این واکسن در افزایش چشمگیر تیتر آنتی

حیوانی موش به اثبات رسید. علت  و پایداری ایمنی آنها در مدل  

این توکسوئید در   از توکسوئید دیفتری، داشتن مجوز  استفاده 

تولید آن در   و  تهیه  انسانی، سهولت  واکسن و مصارف  تولید 

موفقیت و  ایران  تمام  کشور  در  پروتئینی  این حامل  بودن  آمیز 

واکسن در سال پژوهش تهیه  اخیر   های صورت گرفته در  های 

 است.بوده 

پنوموکوک مثال خوبی برای یک انگل خارج سلولی است. این  

ماند  خوار باقی میکه در خارج از سلول بیگانهارگانیسم تا زمانی

میبافت تخریب  را  میزبان  حفاظت  های  موجب  کپسول  کند. 

شود. اگر با استفاده از آنزیم،  ارگانیسم در برابر فاگوسیتوز می

زا  شکل غیربیمارینیسم بهکپسول پنوموکوک برداشته شود ارگا

و حساس در برابر فاگوسیتوز تبدیل خواهد شد. علاوه بر این  

صورت اختصاصی با  ساکارید کپسولی بههای ضد پلیبادی آنتی

شوند و ارگانیسم را در برابر فاگوسیتوز، حساس  آن ترکیب می

 (. 4کنند )می

پلی کپسول  بهاین  تحرساکاریدی  به  قادر  تنها  آنکه  یک  دلیل 

  Bهای لنفوسیت  بادی توسط ایمنی همورال و القاء تولید آنتی

آنتیمی یک  پاسخباشد،  و  بوده  تیموس  به  غیروابسته  های  ژن 

کوتاه  و  ضعیف  برمیایمنی  را  بهمدتی  میل  انگیزد  که  طوری 

سال    2ویژه کودکان زیر  ترکیبی کاملی ندارند و در نوزادان به

به لننیز  تکامل  در  تأخیر  به   Bهایفوسیتعلت  نسبت  ایمنی   ،

شود. برای غلبه  ساکاریدها دیرتر و در سنین بالاتر ظاهر میپلی

ایمنی  افزایش  و  مشکلات  این  پلیبر  بهترین  زایی  ساکاریدها 

ساکارید به یک پروتئین حامل ایمونوژن  متصل نمودن پلی راه،

ژن غیروابسته به تیموس به یک  است و بدین ترتیب یک آنتی

های  شود. این نوع واکسنژن وابسته به تیموس تبدیل     میآنتی

ساکارید کونژوگه می-پلی  کلاس  پروتئین  تغییر  باعث  توانند 

به  آنتی ایجادIgGبادی  خاطره پاسخ ،  برابر  های  در  قوی  ای 

آنتیپلی اتصال  تمایل  افزایش  و  به           بادیساکارید  تولیدی  های 

منظور  هلپر را به-Tهای  و لنفوسیتساکاریدی شده  ژن پلیآنتی

آنتیکمک تولید  برای  باعث  رسانی  نیز  و  نمایند  درگیر  بادی 

برانگیخته شدن پاسخ ایمنی طولانی و پایدار حتی در سنین پایین  

 (. 23،24شوند )

به واکسن کونژوگه  آنتیهای  دو  از  استفاده  توانایی  ژن  دلیل 

حامل پروتئین  و  ویژه  سروتیپ  )جزء  بهمحافظتی  جالب  نظر  ( 

های کونژوگه  طور که ذکر شد واکسن(. همان16،17رسد )می

برابر  IgGتوانایی تولید مقدار زیادی   ساکارید را دارا  پلی در 

طولانی  می نسبتاً  نیز  عفونت  علیه  حفاظت  دوام  مدت  و  باشند 

( واکسن18،19است  این  آنتی(.  برانگیختن  باعث  های  بادی ها 

شوند و از طرفی با  و نوزادان نیز می  همورال حتی در کودکان

توجه به مقاومت باکتری به فعال شدن مکمل از راه فرعی، تولید  

باکتری  بادی آنتی شدن  بلعیده  در  مهمی  نقش  اُپسونین  های 

 (. 20،36توسط ماکروفاژها دارد )

یافته از زیر واحدهای  های تشکیلدر بین این تحقیقات واکسن

توانا که  پنوموکوک  پاسخسلولی  تحریک  ایمنییی  زایی  های 
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نوع   از  بوده   Th1سلولی  موردنظر  همواره  باشند  داشته  اند.  را 

آنتی از  حیوانات  ژنتعدادی  در  پنوموکوک  پروتئینی  های 

پاسخ ایجاد  توانایی  علیه  آزمایشگاهی  و سلولی  هومورال  های 

آنتی این  جمله  از  دارند  را  میژنپنوموکوک  پروتئین  ها  توان 

Mژن  ، آنتیF  ساکارید  ژن فورسمن و پلییا آنتیC    .را نام برد

دهند که این عوامل توانایی تسهیل فاگوسیتوز  مطالعات نشان می

 (. 4،21را دارند )

توسط چیبر و همکارانش پلی   2005در مطالعه دیگری در سال  

ازس شده  استخراج  پنومونیه LPS اکارید   کلبسیلا 

NFC5055 به  به )کزاز(  صورت کوآلان  تتانوس  توکسوئید 

دُز   در  کونژوگه  محصول  کردند.  میکروگرم    100متصل 

واسطه  زایی آن بهزایی نداشته و اثر ایمنیغیرسمی بوده و اثر تب

دادند. هم نشان  را  ریه  در  باکتری  فعالکاهش  چنین خاصیت 

شدن  س فعال  موجب  و  داشته  را  ریه  در  ماکروفاژها  ازی 

 (.23دند )ماکروفاژها در این قسمت ش 

 (PLGA) زایی کونژوگهشاپوری و همکاران با بررسی ایمنی 

اسید   گلیکولیک  کو  لاکتیک  لیپوپلیپلی  ساکارید با 

شده   میرابیلیس  دتوکسیفای  دستگاه  پروتئوس  عفونت  علیه 

   LPS-PLGA ادراری در مدل موشی نشان داد که کونژوگه 

موش سوری  توانایی بهتری در پیشگیری از عفونت ادراری در  

تواند سیستم ایمنی را بدون  خالص دارد و می LPS نسبت به

بافت  در  مخرب  )آثار  کند  تحریک  بدن  و    (. 26های  چون 

 o(osp)ساکارید  به تهیه کونژوگه پلی  2019همکاران در سال  

با توکسوئید کزاز به چندین روش اقدام    1تیپ    شیگلا دیسانتری

ون در مورد ساختارهای  نمودند و نشان دادند که روش آمیداسی

روشلیپوپلی بقیه  از  بهتر  القا ساکاریدی  سبب  های  پاسخ  ءها 

می بخش  حفاظت  بهایمنی  احتمالاً  که  ایجاد  شود  دلیل 

فاصله از  استفاده  و  آمیداسیون  -ساختارهای مشبک در روش 

 (. 24است ) ADH گذار

لیلا صفری زنجانی و همکاران در کار تحقیقاتی   2019در سال 

ا کونژوگه خود  اگزوتوکسین  PLGA ز  سودوموناس   A و 

 (.25عنوان واکسن کارکردند )به آئروژینوزا

واکسن  و  زاده نجفی  2015درسال   کونژوگه  همکاران  های 

توکسین دیفتری  -توکسین دیفتری و آلژینات  -ساکاریدلیپوپلی

-ALG و   LPS-Dمطالعهرا مورد ارزیابی قرار دادند. در این  

Dبا پیوند کووالان با روش آمیداسیون به DT عنوان یک   به

آنتی که  داد  نشان  نتایج  شدند.  متصل  پروتئینی،   بادی حامل 

IgG موشهای ایمن شده با کونژوگه DT-LPS-D   نسبت به

باموش فقط  که  بودند،   LPS-D هایی  شده  برابر    4واکسینه 

آنها نشان داد که واکسن کونژوگه  چنین نتایج  افزایش داشت هم

اساس آئروژینوزا ALG-D بر       نسبت   DT و  سودوموناس 

DT-LPS-D   ها میبادی باعث افزایش بیشتر در تیتر آنتی-

زایی بهتری  دهد که آلژینات   ایمنینشان میموضوع این  .ودش

می از  ایجاد  شد.  استفاده  آلژینات  از  نیز  پژوهش  این  در  کند. 

با     D-ALG-DTقایسه نتایج واکسن کونژوگهطرف دیگر م

D0-ALG-EXO A  می کهنشان   D-ALG-EXOدهد 

A   های ضد آلژینات  بادی اعث افزایش بیشتری در تیتر آنتیب

بهمی تیتر طوریشود  تزریق  دُز  سومین  از  بعد  در  IgG که 

 و در کونژوگه  1800کمی بیشتر از    DT-ALG-D کونژوگه

A Exo-ALG-D  توان نتیجه  افزایش یافت پس می 2100به

که از به A Exo گرفت  جزئی  که  پروتئینی  حامل  عنوان 

می است  ایمنیباکتری  ایجاد  در  توکسین  تواند  از  بهتر  زایی 

کند   عمل  یک  (.  30)دیفتری  افزودن  با  نیز  حاضر  مطالعه  در 

ها بادیساکاریدی تیتر آنتیترکیب پروتئینی به بخش پلی
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 IgG2a IgG3, IgG1, IgG, IgG2b   علیه شده  تولید 

 افزایش یافت.   3و  10، 2/5، 2/9، 9/2آلژینات به ترتیب 

 زاییبه ارزیابی ایمنیو همکاران   صفری زنجانی  2019در سال  

ETA   کونژوگه شده با نانوذراتPLGA        عنوان یک  به

پرداختند. بر اساس  سودوموناس آئروژینوزا  کاندید واکسنی در  

بهمی   PLGA–ETAنتایج،   ایمونوژن  تواند   یک  عنوان 

پاسخ موش IgG هایمناسب،  در  ایمنرا  به  های  نسبت  شده 

) ETA ژنآنتی دهد  تیتر  27افزایش  نیز  حاضر  مطالعه  در   .)

های آن بعد از سومین دُز تزریقی و زیرکلاس IgG بادی آنتی

توجهی را  افزایش قابل   ETA-ALGهای واکسینه بادر گروه 

خالص نشان داد. در بین    ALG  در مقایسه با گروه واکسینه با

و  حامل دیفتری  توکسوئید  حامل  تنها  پروتئینی،  مختلف  های 

 اند. کزاز موفق به اخذ مجوز واکسن شده 

ایمنیمطالعه و شریفی نجفیان   2011در سال   بر روی  زایی  ای 

و  آلژینات  سودوموناس  وکسیفای  دت LPS کونژوگه 

انجام   BALB/c با توکسوئید کزاز در موش نژاد   آئروژینـوزا

 IgMهایبادیها نشان داد که عیار          آنتیدادند. نـتـایـج آن 

،IgA   و IgG  تولیـد شده علیه آلژینات و  LPS   در حالت

به تزریق  سه  هر  در  خالص  حالـت  به  نسبت  طور  کونژوگه 

(. در مطالعه حاضر  31یابد )رابـر افزایش میمتوسط دو تـا سـه بـ

آنـتـی تیتر  بهبـادینیز  آلژینات  علیه  بر  تولیدی  صورت  های 

   طوری که میزان تیترکونژوگـه بـیـش از آلژینات خالص بود . به 

IgG   برابر افـزایـش    5/3طور متوسط  تولید شده در سه تزریق به

ایمونوگلوبولین اصلی در پاسخ اولیه است و   IgM, د. نشـان دا

مـ ایمونوگلوبولین ؤاز  تثبیت  ثـرتـریـن  و  آگلوتیناسیون  در  ها 

 (. 29شود )سیستم کمـپـلـمـان محسوب می

 تشکر و قدردانی 

نیا  نویسندگان این مقاله از سرکار خانم دکتر پریوش قادری

کمال  دلیل همکاری صمیمانه و مجدانه در اجرای این پژوهش  به

 امتنان را دارند. 
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Abstract  

Inroduction & Objective: Streptococcus pneumoniae is one of the infectious pathogenic bacteria 

in humans. It is considered the cause of pneumonia. It is colonized in the respiratory system of 

susceptible people such as immunocompromised and AIDS patients and causes chronic and 

treatment-resistant infections. The aim of the present study is to prepare a vaccine with a 

conjugated antigen combination and with the ability to induce antibodies and memory immunity 

experimentally against Streptococcus pneumoniae type 6 in the BALB/C mouse model. 

Material and Methods: Streptococcus pneumoniae type 6 strain was cultured in Mueller Hinton 

agar and at the end of the logarithmic phase of growth, it was extracted and concentrated by normal 

NaOH. The polysaccharide capsule was attached to diphtheria toxoid using (ADH) adipic acid 

dihydrazide and EDAC. After chromatography, prepare by mixing the polysaccharide capsule 

conjugate (CPS-DT) with diphtheria toxoid and alginate solution of the desired antigen. The 

prepared antigens were injected into 4 groups of 15 mice intraperitoneally with two-week intervals. 

In serum samples, antibody responses were measured by ELISA method. 

Results: According to the results of the ELISA test, total IgG titer increased from 315 to 1680. 

Also, IgM and IgA antibody titers increased from 90 to 610 and 18 to 28, respectively. The serum 

antibodies of the group vaccinated with diphtheria toxoid alginate (ALG-DT) increased 

statistically significantly after each injection. So that the titer of total IgG, IgM and IgA produced 

against alginate in the groups vaccinated with conjugate showed a significant increase compared 

to specific alginate in three injections. 

Conclusion: The results obtained for the above antibodies were CPS-DT > CPS > DT, and the 

antibody titer against DT-CPS in IgG was higher than other antibodies, which shows that 

microparticles Alginate polysaccharide capsule of Streptococcus pneumoniae in conjugated form 

with diphtheria toxoid increases antibodies. The increase in antibody titer in the groups vaccinated 

with alginate conjugate indicates the activation of T cells and the creation of immune memory. 

Therefore, the conjugate of alginate and diphtheria toxoid can be a suitable candidate for preparing 

a vaccine. The results of the antibody titer obtained against Micro CPS-DT in the groups were 

IgG>IgM>IgA. 

Keywords: Streptococcus pneumoniae, diphtheria toxoid, conjugation, type VI polysaccharide 

capsule, alginate microparticle.  
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