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چکیده

این باکتري عفونت هاي    .  ترین پاتوژن هاي عفونی در پزشکی به شمار می آید             از مهم  سودوموناس آئروژینوزا :    :سابقه و هدف  

این پژوهش با هدف تهیه     .  در بیماران دچار سوختگی هاي شدید و افراد داراي نقص سیستم ایمنی ایجاد می نماید               مختلفی به ویژه    

. در مدل موش انجام شدسودوموناس آئروژینوزاترکیب آنتی ژنی کونژوگه با قابلیت القاي تولید آنتی بادي و ایمنی خاطره اي علیه 

در ابتدا باکتري در    .   انجام شد  سودوموناس آئروژینوزا باکتري   PAO1این پژوهش به صورت تجربی بر روي سویه           :مواد و روش ها    

به عنوان مولکول فاصله     EDACو   ADHسپس توکسوئید دیفتري،    .  محیط اختصاصی کشت و آلژینات آن استخراج و تغلیظ گردید         

عبور و  )  CL-2B(محلول کونژوگه آلژینات و توکسوئید دیفتري از ستون کروماتوگرافی           .  گذار و مولکول اتصال دهنده اضافه شدند      

.  میکروگرم تزریق گردید   10با میزان    BALB/cآنتی ژن تهیه شده به  موش هاي نژاد          .  آزمون هاي کنترل کیفی بر روي آن انجام شد        

واکسیناسیون در سه دوز به صورت داخل صفاقی با فواصل دو هفته اي انجام و خون گیري دو هفته پس از هر تزریق صورت                              

.با روش الایزا اندازه گیري شد IgM و IgG ، IgAسپس میزان آنتی بادي هاي سرمی براي . گرفت

به .  پس از هر تزریق افزایش معنی داري از لحاظ آماري داشتند             ALG-DTآنتی بادي هاي سرمی گروه واکسینه شده با             :یافته ها 

 تولید شده علیه آلژینات در گروه هاي واکسینه با کونژوگه نسبت به آلژینات خالص در                 IgA و   IgM تام،   IgGطوري که میزان تیتر     

. برابر افزایش نشان داد1/2 و 1/7، 3/5سه تزریق به ترتیب به طور متوسط 

و ایجاد خاطره    Tافزایش تیتر آنتی بادي در گروه هاي واکسینه با کونژوگه آلژینات نشان دهنده فعال شدن سلول هاي                     :نتیجه گیري 

.بنابراین کونژوگه آلژینات و توکسوئید دیفتري می تواند کاندید مناسبی به منظور تهیه واکسن باشد. ایمنی می باشد

.، آلژینات، توکسوئید دیفتري، واکسن کونژوگه، الایزاسودوموناس آئروژینوزا :واژگان کلیدي

91 دي ماه: پذیرش براي چاپ 91 مهر ماه :دریافت مقاله

مقدمه     

از مهـم  )   Pseudomonas aeruginosa (سودوموناس آئروژینوزا 

) . 1( ترین باکتري هاي بیماري زا در انسان به شمار مـی آیـد                

این باکتري  در افراد با سیستم  ایمنی ضعیف می تواند  موجب  

از ) .   2( عفونت هاي مختلف و به دنبال آن مرگ و میر بالا گردد             

جمله این عفونت ها می توان به باکتریمی ناشی از سوختگی یـا          

نوتروپنی اشاره نمود که از طریق جراحت هـاي پـوسـتـی و                 

شکستگی هاي باز وارد خون بیماران شده و عفونت هاي ثانویه           

ذات الریه حـاد، عـفـونـت         ) .   3(متعددي را به وجود می آورد  

دستگاه تنفس،  عفونت استخوان  و مفاصل،  عفونت ادراري در
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افراد داراي سوند، التهاب پوست، اندوکاردیت، بیمـاري هـاي        

ناشی از ضعف سیستم ایمنی مانند ایدز و سرطان، از دیـگـر               

با تـوجـه    .   بیماري هاي ایجاد شده توسط این باکتري می باشد        

به تشکیل بیوفیلم و استقرار باکتري در دستگاه هاي تـنـفـس              

مصنوعی، می توان انتظار طیف وسیعی از عفونت ها به ویـژه             

در افراد بستري شده به دلایل شکستگی، سوختگی را داشـت           

 شـامـل     سـودومـونـاس   عوامل بیماري زاي تـرشـحـی          ) . 4( 

، الاسـتـاز،     IVپیوسیانین، پیووردین، آلکالین پروتئاز، پروتئاز       

و عوامل بیماري زاي     A، رامنولیپید، اگزوتوکسین    Cفسفولیپاز  

سطحی سلول شامل فلاژل، پیـلـی، لـیـپـوپـلـی سـاکـاریـد                  

 )LPS   (   ک پ س و ل   پ ل ی   سـا کـا ر یـد ي   ا یـن   .   و آلژینات می باشند

ب ا ک ت ر ي   ا ز   ج ن س   آ ل ژ ی ن ا ت   ا س ت   و   س ا خ ت   آ ن   د ر   ر ی ه   بـیـمـا ر ا ن   

 ) .5( م ب ت لا   ب ه   س ی س ت ی ک   ف ی ب ر و ز ی س   ت حـر یــک   مــی   گــر د د   

ب ه   د ل ی ل   ح ض و ر   س و ی ه   ه ا ي   ت و ل ی د   ک ن ن د ه   آ ل ژ ی ن ا ت   د ر   م ب ت لا ی ا ن   بـه   

  د ر صـد    0 9  تـا    0 8س ی س ت ی ک   ف ی ب ر و ز ی س ،   ا یـن   بـیـمـا ر ي   د ر   

م و ا ر د   م ی   ت و ا ن د   ب ه   س م ت   ع ف و ن ت   ه ا ي   ت ن ف س ی   پــیــشــر فــت   

ا ز   د ی گ ر   ع م ل ک ر د ه ا ي   ب ی م ا ر ي   ز ا یـی   آ لـژ یـنـا ت   د ر   ) .   6( ک ن د   

ا ی ن   ب ا ک ت ر ي   م ی   ت و ا ن   ب ه   م ه ا ر   و   ت د ا خ ل    س و ی ه   ه ا ي   م و ک و ئـیـد ي 

م س ت ق ی م   ف ا گ و س ی ت و ز ،   م ق ا و م ت   آ ن ت ی   ب ی و ت ی ک ی ،   ت ش ک ی ل   ب یـو فـیـلـم ،   

ج ل و گ ی ر ي   ا ز   ک م و ت ا ک س ی   ل ک و س ی ت   ه ا ،   ک س ب   ر ا د یـکـا ل   هــا ي   

آ ز ا د   س م ی ،   ت و ل ی د   آ ن ت ی   ب ا د ي   ا ز   ط ر ی ق   ع م ل ک ر د   ا ج و ا ن ت ی ،   ت ح ر ی ک   

پ ا س خ   ل ک و س ی ت   ه ا ي   ج ن د   ه س ت ه   ا ي ،   ت س ه ی ل   ف ع ا ل ی ت   ک م پ لـمـا ن ،   

ا ت ص ا ل   ب ه   م و س ی ن   ه ا ،   ا ف ز ا ی ش   ر ا د ی ک ا ل   ه ا ي   ا ک س ی ژ ن   سـمـی   و   

ش ک ل   گ ی ر ي   م ی ک ر و ک ل ن ی   ب ا ک ت ر یــا یــی   د ر   شــر ا یــط   ز نــد ه 

). 7 (ا ش ا ر ه   ن مـو د 

 میـزان مـرگ در        ، س و د و م و نـا س ب ا   و ج و د   ش ن ا خ ت   گ سـتـر د ه   

 درصـد و دوره کـمـون           50افراد مبتلا به این باکتري حدود       

با تـوجـه بـه        .    ساعت می باشد   72 تا   24بیماري معمولاً بین    

مقاومت ذاتی به آنتی بیوتیک و نیز انتشار گسترده، این باکتري           

می تواند در شرایط متفاوت درگستره اي از مـیـزبـان هـاي                 

 شایع ترین پـاتـوژن      سودوموناسهمچنین  .   حساس زنده بماند  

شناخته شده در بیمارانی است که بیش از یـک هـفـتـه در                   

به منظور درمان عفونت هـاي       ) .   8( بیمارستان بستري شده اند     

شدید ناشی از این باکتري، آنتی بیوتیک هاي گوناگونی مـانـنـد         

آمینوگلیکوزیدها، کینولون ها و بتالاکتام ها مورد استفـاده قـرار            

 سـودومـونـاس      با این وجود شیوع سـویـه هـاي          .   می گیرند 

 مقاوم به چند دارو و نیز مقاوم به کارباپنم هـا بـه               آئروژینوزاي

). 9(طور روز افزون از سراسر دنیا گزارش می گردد 

 در ایجاد مصونیت    سودوموناس آئروژینوزا اگرچه نقش آلژینات    

علیه بیماري هاي سودوموناسی مشهود است اما پـاسخ ایـمـنـی     

نسبت بـه ایـن آنتی ژن همـانند سـایر پلی ساکـارید ها وابستـه     

در چند دهه اخیر محققـیـن پـی      ) .   10(  نمی باشد    Tبه سلـول   

بردند که مولکول هاي کوچکی که هـاپتن نامیـده می شوند را            

می توان پس از کونژوگه کردن به مولکول هاي حامل پروتئینی،           

در نسل جدید تـر واکسـن هـاي زیـر              ) .   11( ایمونوژن نمود   

واحدي که به صورت کونژوگه یک حامل پروتئینی با یک آنتـی         

ژن پلی ساکاریدي تهیه می شوند، مانند واکسن هاي پروتئیـنـی            

به صورت آنتی ژن وابسته به تیموس درآمده و سـبـب ایـجـاد          

 B  و     Tایمنی خاطره اي به دلیل فعال کردن لنفوسیت هـاي            

به منظور افزایش تولید آنتی بادي علـیـه آنـتـی ژن             .   می شوند 

آلژینات در بدن و بهبود ایمنی هومورال و ایجاد یـک ایـمـنـی                

 می توان پلی ساکارید کپسـولـی   Tمناسب وابسته به سلول هاي   

). 12(را با یک پروتئین حامل مناسب کونژوگه نمود 

هدف از این پژوهش، اتصال کووالانسی اگزوپلـی سـاکـاریـد             

-ALG(  به توکسوئید دیفتـري       سودوموناس آئروژینوزا آلژینات  

DT   (                 به منظور بالا بردن سطح ایمنی ایـجـــاد شـده تـوسـط

آلـژینات و نیز بررسی میـزان تحـریک تولید آنتی بـادي هـاي             

IgG  ،IgA و  IgM توسط کونـژوگـه     سودوموناس ضد ALG-

DT بود.

ها    مواد و روش          

این مطالعه به صورت تجربی بر روي       :   تهیه مواد مورد نیاز   )   الف

و تـوکسـوئـیـد         PAO1 سویه    سودوموناس آئروژینوزا باکتري  

دیفتري تهیه شده از مرکز تحقیقات بیـولـوژي دانشـگـاه آزاد               

 8 تـا      6 سر موش مـاده        60.   اسلامی واحد زنجان انجام شد    

 سـرخـرگـوش از مـوسـسـه            10و   BALB/cهفته اي از نژاد     
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. تحقیقات واکسن و سـرم سـازي رازي تـهـیـه گـردیـد                    

تایوگلیکولات، نوترینت آگار، بلاد آگـار، مـک         محیط کشت هاي    

کـیـت   ،   Merck از شـرکـت         کانکی آگار، سابرو دکستروز آگار    

PyroMed  از شرکتCoaChrom         آنتی بـادي هـاي ،Goat 

mouse IgGs             از شــــرکــــتR & D      ،EDAC 

 )Ethyl-3-(3-Dimenthylaminoprophyl) Carbodimide  1-   ( و

ADH  )   و سایر مواد مورد نیاز نـیـز     )   آدپیک اسید دي هیدرازید

.تهیه گردیدند SIGMAاز شرکت 

چـنـد کـلـنـی از بـاکـتـري                 در ابتدا :   استخراج آلژینات )   ب

 از محیط نوترینت آگار به محیط کشت        سودوموناس آئروژینوزا 

، Na2HPO4 گلوتامین،   –Lانتخابی حاوي گلیسرول، دکستروز،     

K2HPO4 ،MgSO4.7H2O  درجه سانـتـی   37تلقیح و در دماي 

سپس مخـلـوط    .    ساعت گرمخانه گذاري شد    72گراد به مدت    

 بـه    rpm2500 درجه سانتی گراد با دور         4حاصل در دماي    

رسوب حاصل دور ریخـتـه      .    دقیقه سانتریفیوژ گردید   30مدت  

شد و آلژینات موجود در عصاره سلولی توسط اتـانـول سـرد              

روماند به دست آمده از مرحله قبل با حجـمـی       .   ترسیب گردید 

مخلوط و یک شبانه روز در        %   100 برابر اتانول سرد     3معادل  

 30 به مدت    rpm2500سپس با دور    .   یخچال نگهداري گردید  

.  دقیقه سانتریفیوژ و اتانول مطلق سرد، مجدداً تـرسـیـب شـد              

سپس رسوب حاصل واجد آلژینات تخلیص و تغلیظ شده، بـا        

 میکرونی در ویال هاي استریل تـقـسـیـم     0/22استفاده از فیلتر   

).13(گردید 

آلژینات استخراج شده از نظر عدم :   آزمون هاي کنترل کیفی )   ج

تب زایی به کمک آزمون تب زایی در خرگوش، سنجش میزان           

پروتئین به روش برادفورد و سنجش میزان اسید نوکلئیـک بـا             

دستگاه اسپکتروفتومتري، در محدوه نرمال مورد بررسی قـرار           

).13(گرفت 

تهیه محلول کونژوگه آلژینات سودوموناس آئروژیـنـوزا بـا        )   د

 میلی گرم آلژینات دپلی مریزه شده از       10به  :   توکسوئید دیفتري 

 مولار بی کربنات اضافـه و    0/5و   ADH مولار 0/5مرحله قبل  

 میـلـی   0/1سپس .  ساعت در یخچال نگهداري شد18به مدت  

 به ازاي هر میلی گرم پروتئیـن  EDACگرم از ماده فاصله گذار   

مصرفی به محلول اضافه و پس از مخلوط سازي بر روي یـخ،             

در نهایـت تـرکـیـب        .   یک شبانه روز در یخچال نگهداري شد      

حاصل سه بار در برابر آب مقطر آپیروژن با کیسه دیالیزهایی با            

 ).14( کیلو دالتون دیالیز گردید 10کاتاف 

ابتدا سـتـون       در:   جمع آوري بخش حاوي مولکول کونژوگه)  ه

 مـولار    0/2با محلول کلرید سدیـم        CL-2Bحاوي ژل سفاروز    

بخـش  .  شستشو و محلول اصلی کونژوگه از ستون عبور داده شد         

بـراي  (  نانـومـتـر      210هاي جمع آوري شده در دو طول موج        

بـراي تشـخـیـص       (  نانومتر   280و  )   تشخیص پلی ساکارید ها   

قرائت و لوله هایی که بیشترین جذب را در هر دو           )   پروتئین ها 

طول موج داشتند به عنوان بخش هاي حاوي مولکول کونژوگه          

). 15(جمع آوري و ادغام گردیدند 

سپس کونژوگه هاي تهیه شده با کمک اولتراسانتریفوژ، تغلیـظ          

این محلـول  .    میکرونی عبور داده شدند0/45و از فیلتر سرنگی    

به کمک آزمون هاي کنترل کیفی انتشار دو گانه در ژل، تـب               

زایی در خرگوش، توکسیسیته و استریلیتی مورد بررسی قـرار            

).16(گرفت 

 60:   واکسیناسیون و سنجش آنتی بادي هاي سرمی در موش        )   ز

گـروه  .   به چهار گروه مساوي تقسیم شدند       BALB/cسر موش   

اول براي تزریق آنتی ژن کونژوگه، گروه دوم بـراي تـزریـق               

آلژینات خالص، گروه سوم براي تزریق توکسوئید دیفـتـري و            

مـورد  )   با تزریق نرمال سـالـیـن       ( گروه چهارم به عنوان شاهد      

واکسیناسیون سه بار با فواصل هر دو هفته        .   بررسی قرار گرفتند  

 میلی گـرم بـه     10( یک بار به صورت داخل صفاقی انجام شد         

خون گیري از قلب موش ها با فـواصـل دو             ) .   ازاي هر موش  

. انجام گرفـت  )   هر بار از پنج موش    ( هفته اي پس از هر تزریق       

سپس سرم خون ها به وسیله سانتریفیوژ جداسازي گـردیـد و             

 IgG   ،IgAتست الایزا براي تعیین میزان آنتی بادي هاي سرمی       

).17(صورت گرفت  IgMو 

به منظور بررسی اختـلاف تـیـتـرهـاي       :  آزمون هاي آماري)  ح

سـرمی گروه هاي دریـافت کننـده آنتی ژن هاي مختـلـف در             

و   ANOVAمقایسه با گروه کنترل، از آزمون آماري یک طرفه           

Tukey  0/01(استفاده شد p< ) (13.( 
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یافته ها

آزمون هاي کنترل کیفی مربوط به جداسازي آلژینـات و    )   الف

میزان آندوتوکسین مـوجـود در         در این مطالعه  :   تهیه کونژوگه 

که با توجه به مجاز بودن .    محاسبه گردیدEU/ml 0/125نمونه  

براي مصارف انسانی حد مـجـاز     ( نمونه براي مصارف زیستی   

، این میزان قابل    )  است EU/ml 5فعالیت آندوتوکسینی کمتر از     

براي تعیین میـزان پروتئین موجـود در آلژینات       .   قبول می باشد  

از روش برادفورد و در هر گرم پلی ساکارید خشک محاسـبـه             

میزان قابل قبول پروتئین در پـلـی سـاکـاریـد طـبـق             .   گردید

 میلی گرم به ازاي هر یک گرم پروتئیـن   10استاندارد این کیت    

میزان اسید نوکلئیک موجود در پلی ساکارید کم تـر     .   می باشد 

 میکروگرم در هر گرم پلی ساکارید محاسبه گردید کـه        1/4از  

در نمـودار   .    میکروگرم قابل قبول می باشد     20تا میزان کمتر از     

-DT، اولین پیک شامل سنگین ترین مولکول پروتئین یعنی           1

DT            است که سریع تر از سایر مواد از ستون خارج شده است  .

دومین پیک در هر دو طول موج هم خوانی دارند و شـامـل                

سومین پیک مـربـوط بـه         .   مولکول کونژوگه حاصل می باشد    

پیک بعدي نشان دهنده مولـکـول   .   است DTمولکول پروتئینی   

ALG-ALG          و آخرین پیک شامل سبک ترین مولکول یعنـی 

لـوـلـه    ( بخش هاي پیک مولکول کونژوگه       .   آلژینات می باشد  

. تحت آزمون هاي کنترل کیفی قرار گرفتـنـد    )   77  تا    72هاي  

میزان اسید نوکلئـیـک مـوجـود در کـونـژوگـه بـه روش                     

 اندازه گیري گردید کـه مـیـزان اسـیـد              UVاسپکتروفتومتري  

 میکروگرم در هر گرم پلـی سـاکـاریـد            1/4نوکلئیک کم تر از     

کونژوگه تـهـیـه     .   محاسبه شد که این مقدار قابل قبول می باشد        

 ساعت نـتـایـج     24پس از   .   شده با آزمون تب زایی ارزیابی شد      

نشان داد که افزایش درجه حرارت در هر سه خرگوش کم تـر      

 میـکـروگـرم    0/5 میکروگرم و در هر خرگوش کم تر از 1/2از  

بنابراین نمونه هاي کونژوگه تهیه شده عاري از مـاده          .   می باشد 

ــد                         ــن ــاش ــی ب ــق م ــزری ــل ت ــاب ــود و ق ــب زا ب . ت

به منظور سنجش سمی یا غیر سمی بـودن مـولـکـول هـاي                  

 مـوش    5کونژوگه تهیه شده، طبق روش استاندارد نمونه ها به          

عدم مشاهده مرگ و    .    روز ارزیابی گردیدند   7تزریق و به مدت     

میر در حیوانات مورد بررسی نشان دهنده غیـر سـمـی بـودن          

همچنین این محلول بر روي محیط      .   محلول کونژوگه  می باشد    

هاي تایوگلیکولات، نوترینت آگار، بلاد آگار، مکانکی آگـار و           

سابرو دکستروز آگار کشت داده شد و در شرایط بی هوازي و             

 72 ساعت و محیط قارچی پـس از            48 و   24هوازي پس از    

عـدم رشـد     .   ساعت گرماگذاري مورد بررسی قـرار گـرفـت          

میکروارگانیسم ها، نشانه دهنده استریل بودن و تایید این آزمون        

.بود

مـوش  :   تیتر آنتی بادي بادي هاي سرمی در مدل حـیـوانـی   )  ب

 روز طـی سـه         14 میکروگرم هر   2/5با دوز  BALB/cهاي  

خون گیري و بررسی عیارآنتی بــــادي . مرحله واکسینه شدند

جذب حاصل از ستون کروماتوگرافی براي جداسازي مولکول کونژوگه: 1نمودار 
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 پس از تزریق هاي اول، دوم و سوم IgGمیزان تیتر آنتی بادي سرمی: 1جدول

پس از تزریق هاي اول، دوم و سوم  IgMمیزان عیار آنتی بادي سرمی: 2جدول

 پس از تزریق هاي اول، دوم و سوم IgAمیزان تیتر آنتی بادي سرمی: 3جدول

IgGدو هفته پس از تزریق سومدو هفته پس از تزریق دومدو هفته پس از تزریق اول

ALG-DT***
388

*
1184

*
1890

ALG
*

111
*

400
*

421

 DT000

000کنترل

)>0/01p( اختلاف معنی دار در مقایسه با گروه کنترل با * 

 **ALG =  ،آلژیناتDT = توکسئید دیفتري

IgMدو هفته پس از تزریق سومدو هفته پس از تزریق دومدو هفته پس از تزریق اول

ALG-DT***
139

*
276

*
730/2

ALG
*

116
*

229
*

252

 DT000

000کنترل

)>0/01p( نشان دهنده اختلاف معنی دار در مقایسه با گروه کنترل با * 

 **ALG =  ،آلژیناتDT = توکسئید دیفتري

IgAدو هفته پس از تزریق سومدو هفته پس از تزریق دومدو هفته پس از تزریق اول

ALG-DT***
24/6

*
35

*
41

ALG
*

23
*

25
*

29/2

 DT000

000کنترل

)>0/01p( نشان دهنده اختلاف معنی دار در مقایسه با گروه کنترل با * 

 **ALG =  ،آلژیناتDT = توکسئید دیفتري

هاي مختلف هر دو هفته یکبار به وسیله تست الایزا انـجـام         

تمامی گروه هاي واکسینه شده با محـلـول کـونـژوگـه              .   شد

 و تـوکسـوئـیـد دیـفـتـري           سودوموناس آئروژینوزا آلژینات  

 )DT-ALG   ( و توکسوئید دیفتري )DT   ( نسبت به گروه هاي

کنترل، در دو هفته پس از تزریق اول، دوم و سوم از نـظـر                 

میزان تیتر آنتی بادي سرمی اختلاف معنـی داري را نشـان               

).>0/01p) (3 تا 1جداول (دادند 

بحث     

 به عنوان دومین باکتري بیماري زاي رایج        سودوموناس آئروژینوزا 

در جراحی ها و سومین عامل شایع عفونت هاي بیـمـارسـتـانـی               

و )   E. coli  ( اشرشیاکلـی این باکتري پس از     .   محسوب می گردد  

عفونت هاي %   10، حدود )   Staphylococcus  ( استافیلوکوکوس

ماهیت طبیعی و اکتـسـابـی    ). 17(بیمارستانی را تشکیل می  دهد  

این ارگانیسم در مقاومت به انواع آنتی بیوتیک ها موجـب شــده 
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که محققین به دنبال روش هاي نوینی براي درمـان و پـیـش                

 1960از سال .   گیري از عفونت هاي ناشی از این باکتري باشند 

تاکنون استفاده از روش هاي ایمونولوژیک به عنوان یک روش          

.)18(مهم و اساسی در درمان مورد توجه قرار گرفته است 

بررسی ها نشان داده است که با روش آمیداسیون مـی تـوان               

. یکی از پایدارترین انواع مولکول هاي کونژوگه را ایجاد نمـود        

با کونژوگه کردن توکسوئید دیفتري به عـنـوان یـک بـخـش              

 بـه    سودوموناس آئروژیـنـوزا   پروتئینی به آلژینات دتوکسیفاي     

عنوان بخش  پلی ساکاریدي، با روش آمیداسیون، مـی تـوان              

واکسنی تولید نمود که پتانسیل بالایی در حفاظت طـولانـی و             

پایدار بزرگسالان و خردسالان در برابر عفونت هـاي مـزمـن             

ریوي، سیستیک فیبروزیس، سوختگی ها، افراد با نقص سیستم         

دلیل انتخاب توکسوئیـد  ) .   19( ایمنی و پنومونی ها داشته باشد       

، تهیه  سودوموناس آئروژینوزا دیفتري و کونژوگه آن با آلژینات       

یک ترکیب ایمونوژن با کارآیی مناسب علیه بـیـمـاري هـاي          

سودوموناسی، استفاده از خواص پروتئینی توکسوئید دیفـتـري         

به عنوان پروتئین حامل براي مولکول پلی ساکاریدي و استفاده          

 براي القاي   سودوموناس آئروژینوزا از خواص اجوانتی آلژینات     

). 20(ایمنی بیشتر نسبت به توکسوئید دیفتري می باشد 

در چند دهه اخیر واکسن هاي کونژوگه متعددي به مـنـظـور              

القاي حفاظت علیه پاتوژن هاي حامل بخش پلی سـاکـاریـدي        

 تعـدادي از    1960به عنوان نمونه، در دهه      .   طراحی شده است  

واکسن ها در سطح آزمایشی توسعه یافتند و توسط جرالد پیـر            

 )Gerald Pier   (     براي پیش گیري از عفونت هاي سودومونائـی

و )   Najafian( نجفیان  ) .   12( در بیماران سوختگی تست شدند      

 مطالعه اي بر روي ایمنی زایی 2011در سال )   Sharifi( شریفی

 سودوموناس آئروژینـوزا  دتوکسیفاي    LPSکونژوگه آلژینات و    

نـتـایـج    .   انجام دادند  BALB/cبا توکسوئید کزاز در موش نژاد    

 تولیـد  IgG  و   IgM،IgAآنها نشان داد که عیار آنتی بادي هاي         

در حالت کونژوگه نسبت به حالـت         LPSشده علیه آلژینات و     

خالص در هر سه تزریق به طور متوسط  دو تـا سـه بـرابـر                  

در مطالعه حاضر نیز تیتر آنـتـی بـادي           ) .   21( افزایش می یابد    

هاي تولیدي بر علیه آلژینات به صورت کونژوگـه بـیـش از               

تولید شده در      IgGبه طوري که میزان تیتر      .   آلژینات خالص بود  

 IgM.    برابر افـزایـش نشـان داد       3/5سه تزریق به طور متوسط      

ایمونوگلوبولین اصلی در پاسخ اولیه است و از مـوثـرتـریـن                

ایمونوگلوبولین ها در آگلوتیناسیون و تثبیت سیستم کمـپـلـمـان         

 تولیدي بـر    IgM  در مطالعه حاضر تیتر   ) .   22( محسوب می شود    

در تزریق سوم     ALG-DTعلیه آلژینات در گروه هاي واکسینه با        

جدول (  افزایش نشان داد 730/2 به 139نسبت به تزریق اول، از  

1   . (IgA         عمده ترین آنتی بادي است که در بافت هاي مخـاطـی

لنفاوي تولید می گردد و از سلول هاي پوششی مخاطی به داخل         

تولـیـدي عـلـیـه          IgAدر این پژوهش، . مجاري ترشح می شود 

آلژینات دو هفته پس از دومین دوز تزریقـی در گـروه هـاي                 

هم چنین آنتـی  .   به طور غالب مشاهده شد  ALG-DT واکسینه با 

تولیدي پس از القاي آلژینات نقش موثري در پـیـش       IgGبادي  

سـودومـونـاس    گیري از عفونت زخم هاي سوختگی ناشی از           

 نشان داد و در تزریق سوم نسبت به تزریق اول میـزان          آئروژینوز

در دهه هاي اخیر، تحقیقات .    افزایش داشت1809 به   421آن از   

گسترده اي بر روي بررسی تیتر آنتی بادي هاي تولید شده علیـه             

ــت                     ــده اس ــام ش ــج ــه ان ــژوگ ــون ــاي ک ــن ه . واکس

، پلی ساکاریـد مشـتـق      1986و همکاران در سال   )   Cryz( کریز  

 را با تـوکسـوئـیـد کـزاز           سودوموناس آئروژینوزا    LPSشده از   

به عنـوان مـولـکـول           ADHدر این روش از     .   کونژوگه نمودند 

به عنوان عامل جفت کننده اسـتـفـاده            EDACفاصله گذار و از     

این محققان با واکسیناسیون داوطلبان با کـونـژوگـه فـوق           .   شد

 LPS تولید شده علیه  IgGبادي مشاهده کردند که میزان تیتر آنتی 

از داوطلبان افزایش در میزان تیتـر آنـتـی      %   82در .    برابر بود  19

 برابر نشان داده شد و میزان تیتر آنتـی بـادي             4بادي ها بیش از     

 بـرابـر افـزایـش         4موارد بیش از    %   56علیه توکسوئید کزاز در     

 1990و همکاران در سال   )   Midwinter( میدوینتر ) .   23( داشت  

دریافتند که ایمنی زایی اندك پلی ساکارید را می توان تـوسـط              

بـراي ایـن     .   کونژوگه کردن با توکسوئید دیفتري برطرف نمـود       

منظور آنها بخش پلی ساکارید از لیپوپلی سـاکـاریـد بـاکـتـري                

را بـا    )   Leptospira interrogans  ( ایـنـتـروگـانـس       لپتوسپـیـرا  

نتایج آنـهـا در مـوش هـا            .   توکسوئید دیفتري کونژوگه کردند   
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بادي ها در گـروه هـاي             برابري تیتر آنتی   10افزایش حداقل   

را نسبت به گروه هاي واکسینه بـا          PS-DTواکسینه با کونژوگه    

LPS   (بهزادیان نژاد ). 24(خالص نشان دادBehzadiannejad (

 LPS مشتق شده از    O پلی ساکارید    1999و همکاران در سال     

 را با روش اکسیداسیون پـریـودات بـا       آئروژینوزا  سودوموناس

بررسی تیتر آنتی بادي هـاي       .   توکسوئید کزاز کونژوگه نمودند   

در خرگوش هاي ایمن شده با پـلـی             LPSتولید شده بر علیه     

 نشان داد کـه دو         O-TT و کونژوگه پلی ساکارید     Oساکارید

هفته پس از آخرین تزریق، عیار آنتی بادي در خرگوش هـاي             

 برابر تیتر آنتی بادي در خرگوش هاي        4ایمن شده با کونژوگه،     

در خـرگـوش     .    خالص می باشـد     Oایمن شده با پلی ساکارید    

هایی که با مولکول کونژوگه ایمن شده بـودنـد بـر عـلـیـه                    

) . 1( توکسوئید کزاز نیز آنتـی بـادي تشـکـیـل شـده بـود                    

بادي هاي تولید شده برعـلـیـه          در تحقیق حاضر میزان تیتر آنتی     

آلژینات نیز در گروه هاي واکسینه با کونژوگه بـیـش تـر از                 

 تام تولید شده  IgGبه طوري که میزان تیتر. آلژینات خالص بود 

علیه آلژینات در گروه هاي واکسینه با کونژوگـه نسـبـت بـه                

 برابر افزایش   3/5آلژینات خالص در سه تزریق به طور متوسط         

این یافته با نتایج به دست آمده در پژوهش هاي ذکر           .   نشان داد 

در این مطالعه، کونژوگاسیون توکسوئـیـد   .   شده هم خوانی دارد 

دیفتري به عنوان یک حامل پروتئینی با آلژینات از طریق روش           

آمیداسیون واکسنی تولید کرده است که پتانسیل بالایـی بـراي            

حفاظت طولانی و پایدار نسبت به آلژینات خالص داشـتـه و              

مـی  )   T-helper(  کـمـکـی        Tسبب فعال شدن لنفوسیت هاي    

، خاطره ایـمـنـی       Tایمنی ایجاد شده توسط سلول هاي       .   گردد

ایجاد می نماید که قادر است حفاظت پایدار و طولانی در برابر            

. بیماري هاي سودوموناسی داشته باشد

نتیجه گیري          

نتایج این پژوهش نشان داد که میزان تیتر آنـتـی بـادي هـاي                 

ژیـنـات و               سرمی در گروه واکسینه شده با محلول کونژوگه آلـ

توکسوئید دیفتري بسیار بالاتر از گروه واکسینه شده با آلژینـات    

از این رو ترکیب کونژوگه می تواند کاندید        .   به تنهایی می باشد   

مناسبی به منظور تهیه واکسـن در بـرابـر عـفـونـت هـاي                     

.سودوموناسی در موش محسوب گردد

تشکر و قدردانی                

نویسندگان این مقاله از مرکز تحقیقات بیولوژي دانشگـاه آزاد           

اسلامی واحد زنجان به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي ایـن           

.پژوهش کمال امتنان را دارند
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Abstract

Background and Objectives: Pseudomonas aeruginosa is one of the most important infectious 

agent in medicine. These bacteria cause several infections especially in the patient with high 

degrees of burns and in immunodeficiency cases. The purpose of this study was providing 

conjugated antigen component that can induct production of antibody and memory immune in 

mouse model against Pseudomonas aeruginosa.  

Materials and Methods: After culturing P. aeruginosa strain PAO1 and extraction of alginate, 

Diphteria toxoid, ADH and EDAC were added as protein carrier, spacer and linker, respectively to 

the alginate. After passing the Alginate diphtheria toxoid conjugated (ALG-DT) through 

chromatography column (CL-2B), its quality was checked to get the quality control label. The 

prepared antigens were intraperitoneally injected to BALB/c mice (10µg/ml/mouse) for three 

times once each two weeks. Blood sampling was performed after two weeks of each injection and 

the levels of serum IgG, IgA and IgM were measured by ELISA. 

Results: The titer of serum antibodies of vaccinated group with ALG-DT increased significantly 

after each injection. The levels of serum IgG, IgM and IgA against alginate in vaccinated group 

was significantly more than the control groups, and after third injection reached to 3.5, 1.7 and 1.2

times increases, respectively.

Conclusion: The increases in the levels of  antibodies in vaccinated groups are an indicator of 

activation of T-cells and memory cells. As a result, the conjugated alginate-diphtheria toxoid can 

be appropriate candidates for production of vaccine.
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