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  چکيده 
 .است  واکسني براي آن تهيه نشدهتا به حال  وتواند کشنده باشد  عامل بيماري لژيونر بوده که مينوموفيلالژيونلا پ :زمينه و هدف

زايي ليپوپلي ساکاريد و فرکشن  مقايسة ايمنيهدف از اين مطالعه .  محرک سيستم ايمني هستنداين باکتريهمچنين آنتي ژنهاي 
  . استشندة اين باکتري در  مدل موشيپروتئيني لژيونلا پنوموفيلا در مواجهه با دوز ک

ه باين باکتري با روش فنل داغ و تيمار آنزيمي   و فرکشن پروتئيني، ليپوپلي ساکاريدباکتري  انبوهپس از کشت :روش بررسي
ز ليپو پلي  براي تهيه واکسن ا.الکتروفورز بر روي ژل پلي اکريلاميد براي ليپو پلي ساکاريد و فرکشن پروتئيني انجام شد. دست آمد
 گروه ۶. حل و براي تزريق آماده شد محلول سالين ليتر  ميلي٥/٠در از هر آنتي ژن  ميکروگرم ١٠، و فرکشن پروتئينيساکاريد 
سه دوز با و   تزريق داخل صفاقيبه صورت ها موشاز  گروه ٤ . شدندانتخاب)  موش۱۵هر گروه داراي ( BALB/c نوع ةموش ماد

دو هفته پس از . تزريق شدشاهد فقط نرمال سالين   به عنوان ديگر گروهدو  به.ند گرفتقرارواکسيناسيون   مورداي فواصل دو هفته
 همچنين .تزريق شد LD100)( دوز کشنده باکتري ،واکسينه شده و يک گروه شاهد هاي موشاز  گروه دو به ،آخرين واکسيناسيون

  .  دو گروه ديگر واکسينه شده و گروه شاهد مورد مواجهه قرار گرفتند،شش هفته پس از آخرين واکسيناسيون
 به ترتيب ليپوپلي ساکاريدپروتئيني و  فرکشن زايي  نشان داد که تأثير ايمنياول مواجهه با دوز کشنده باکترينتايج : ها يافته

  .باشد براي ليپو پلي ساکاريد مي% ٦٠و  براي فرکشن پروتئيني %٦٦/٨٦و شش هفته پس از آخرين ايمونيزاسيون % ٣٣/٧٣ و %٦٦/٨٦
مناسبي بوده و  داراي ايمني حفاظتي  ليپوپلي ساکاريد لژيونلا پنوموفيلا فرکشن پروتئيني و کهداد نشان مطالعهاين  :گيري نتيجه
  .باشند واکسن ميتوليد هايي براي مطالعات  گزينه

   ، فرکشن پروتئينيزايي، ليپوپلي ساکاريد لژيونلا پنوموفيلا، ايمني: ها کليد واژه
  ۱۷/۳/۹۰ :      پذيرش مقاله۴/۳/۹۰ :      اصلاحيه نهايي۴/۱۱/۸۹: وصول مقاله

  
  مقدمه 

 سخت لژيونلا پنوموفيلا يک باکتري گرم منفي
 ،ول بيماري لژيونر بوده که يک فرمورشد است که مس

 همچنين ،تواند کشنده باشد شديد از پنوموني است و مي
عامل بيماري تب پونتياک بوده که يک بيماري خود 

اي در  حضور گستردهاين باکتري . محدود شونده است
هاي  در سيستمآن را توان  ميطبيعت داشته و همچنين 

هاي تهويه   همچون سيستم،وسط انسانآبي ساخته شده ت
هاي آب گرم، شيرهاي آب،  ، سيستم هواةو خنک کنند

هاي تنفس مصنوعي در  هاي حمام و دستگاه سر دوش
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  ٢١رضا شاپوري       

۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

هاي ريز  ها با توليد قطره اين سيستم. يافتها  بيمارستان
 شيوع عفونت ةآب آلوده به لژيونلا پنوموفيلا عامل عمد

 ةمطالعات در طول سه ده ).١ و۲( اند به اين باکتري بوده
 ةگذشته نشان داده است که آنتي ژنهاي تخليص شد

هاي ايمني در   سلولةلژيونلا پنوموفيلا تحريک کنند
اين ). ۳( اند شرايط آزمايشگاهي بودهمدل موشي و 

 داراي ،هاي گرم منفي باکتري همچون ديگر باکتري
ئين ليپوپلي ساکاريد، پروت: آنتي ژنهاي بسياري از جمله

هاي غشاي خارجي، فلاژل و  شوک گرمايي، پروتئين
ليپو پلي ساکاريد لژيونلا پنوموفيلا در  .باشد پيلي مي

اي داراي  هاي روده مقايسه با  ليپوپلي ساکاريد باکتري
در  ).٤( باشد ميري تزايي کم  تأثيرات تب سميت و
 که باکتري هاي گرم منفي ديگرليپوپلي ساکاريد مقايسه با 

هاي ميزبان متصل  لکوسيت TLR 4ور معمول به گيرندة به ط
 داراي اشکال لژيونلا پنوموفيلا ليپوپلي ساکاريد شوند، مي

ساختاري غير معمول بوده که بيشتر مسئول تحريک 
 4TLRهاي  باشد تا مولکول مي 2TLRهاي  گيرنده

 ه اتصال با آن بتمايل همچنين هاي ميزبان، لکوسيت
که عمل شناسايي هاي انساني  وسيت مون14CD هاي گيرنده

دهند  هاي گرم منفي را انجام مي ليپوپلي ساکاريد باکتري
 گذشته در راستاي مطالعات ).۵( کاهش يافته است

اي بين بيان ليپو پلي ساکاريد با مقاومت سرمي،  رابطه
زايي اين باکتري نشان داده  رشد داخل سلولي و بيماري

 rcp فقدان ژن است کهمطالعات نشان داده  .شده است
باشد منجر به کاهش   ميA ليپيد ةکه ژن اصلاح کنند

توانايي مقاومت لژيونلا پنوموفيلا و کاهش عفونت 
 سطح ساختاري اين باکتري ).۶( هاي ميزبان است سلول

هاي مختلف وابسته به پپتيدوگليکان  داراي انواع پروتئين
لو  کي٢٨يک پروتئين . باشد و منفذهاي پوريني مي

باشد که به  هاي سطحي لژيونلا مي دالتوني جزو پروتئين

هاي  عنوان يک قسمت اتصالي براي چسبيدن پروتئين
کمپلمان و در نهايت اپسونو فاگوسيتوز باکتري عمل 

 کيلو دالتوني که ۲۴همچنين يک پروتئين مهم . کند مي
 پروتئين Mipدر سطح اين باکتري قرار گرفته است، 

پرولين ايزومرازي -اصيت پروپيلبوده که داراي خ
هاي ديگر لژيونلا  از مهمترين پروتئين. )۷( باشد مي

 کيلو ۱۹پنوموفيلا، يک ليپوپروتئين غشاي خارجي 
 کيلو دالتوني و در نهايت ۲۵دالتوني، يک پروتئين 

  (Hsp60) کيلو دالتوني۶۰پروتئين شوک گرمايي 
ونر در بيماران لژيگزارش گرديده است که  .باشد مي

پاسخ ايمني سلولي و هومورال به اين باکتري ايجاد 
  نقشي حياتي در، سلولة ايمني به واسط همچنين،شود مي

 لژيونلا پنوموفيلا دارد  عفونتدفاع از ميزبان در مقابل
 لژيونلا پنوموفيلا در ة با توجه به حضور گسترد).۷و۸(

هدف ثر عليه اين باکتري، ؤمحيط و نبودن يک واکسن م
پلي ساکاريد و  زايي ليپو  ايمنيةمقايساين مطالعه از 

فرکشن پروتئيني لژيونلا پنوموفيلا در مواجهه با دوز 
  . است اين باکتري در  مدل موشيةکشند

  
  روش بررسي

 آزمايشگاه در و  بودهتجربي نوع از مطالعه اين

 .است شده انجام زنجان اسلامي آزاد دانشگاه تحقيقاتي
 سوش وحشي لژيونلا پنوموفيلا در مطالعه قبلي ما،

 شهر زنجان ةاز آبهاي راکد محيطي در حوم ١سروتايپ 
جداسازي شده و با روشهاي بيوشيميايي و آگلوتيناسيون  

  ). ٩( مورد تأييد قرار گرفت
   :کشت انبوه لژيونلا پنوموفيلا

 ة عصار محيط کشت مايع،در اين روش
ه استفاده  براي کشت انبو (Yeast Extract Broth)مخمر

 گرم ١٠ گرم ايسز بافر، ١٠: شد که يک ليتر آن شامل
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  ...بررسي ايمني حفاظتي       ٢٢

۱۳۹۰پائيز / همدوره شانزد/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

 گرم فريک ٢٥/٠و   سيستئينL-گرم  ٤/٠عصاره مخمر، 
 محيط کشت نيز توسط محلول  pHپيروفسفات است که

KOH ميلي ٣٠٠. تنظيم شد ٩/٦ يک نرمال  به ميزان 
ليتري ريخته و   ميلي١٢٠٠ليتر از محيط مايع را در ارلن 

و محيط شد  باکتري در آن کشت داده ،وکلاوپس از ات
گراد در دستگاه   درجه سانتي٣٧ روز در دماي ٣به مدت 

براي تأييد عدم . گرديدانکوباتور داراي همزن انکوبه 
آميزي گرم   از رنگ (YEB)هاي کشت آلودگي محيط
 آگار بدون سيستئين و BCYE-αهاي  و محيط کشت

دست آمده ه باکتري ببيوماس  .)۱۰( استفاده شددار  خون
 ٤از کشت انبوه در بافر سالين استريل حل و در دماي 

 دقيقه ٣٠به مدت  ٣٥٠٠ ×g گراد و دور درجه سانتي
براي پي بردن به استريل بودن  ).۱۱( سانتريفيوژ شد

بيوماس به دست آمده نيز از آزمون استريليتي استفاده 
   . شد

به روش فنل   و فرکشن پروتئينيتهيه ليپوپلي ساکاريد
  :داغ

ليتر   ميلي١٧٠ در  را گرم وزن مرطوب سلولي٥٠
 حرارت غير ، به آنC٦٦°آب مقطر حل کرده و تا دماي 

 %٩٠ليتر محلول فنل  ميلي١٩٠مستقيم داده شد، سپس 
)v/v(به آن افزوده و در حرارت  را °Cدرجه ٦٦ 

سپس محلول بر .  دقيقه همزده شد٣٠گراد براي  سانتي
 g(  انجام شدسانتريفيوژسپس اً سرد و روي يخ سريع

لايه فنلي و لايه آبي را جدا ). C٤°  دقيقه در٤٥، ٤٠٠٠
 براي  را حجم متانول سرد٢/١کرده و به هر کدام 
به آن ها و اسيدهاي نوکلئيک  رسوب دهي پروتئين

) ٤ C°  دقيقه در٤٥، ٤٠٠٠ g(افزوده و بعد سانتريفيوژ 
رکشن پروتئيني همراه کرده و رسوب به دست آمده که ف

 درجه ٤باشد را جدا ساخته و در  اسيدهاي نوکلئيک مي
. شداري  دگراد براي مرحله تيمار آنزيمي نگه سانتي

گرم ٥/٠به مقدار ) TCA(سپس تري کلرواستيک اسيد 
و براي شد  افزوده  به آنليتر محلول  ميلي١٠به ازاي هر 

عد محلول در مرحله ب. شد همزده C٤° دقيقه در دماي ٣٠
و محلول رويي در برابر ) در همان دور(سانتريفيوژ شده 
 بار تعويض و براي هر بار ٣ ساعت با ٢٤آب مقطر براي 

 برابر ٣ با LPSسپس . شد، دياليز )آب مقطر(  ليتر بافر٤
  .)۱۲و۱۳( شدرسوب داده  ،حجم متانول سرد

  :   و فرکشن پروتئينيتيمار آنزيمي ليپوپلي ساکاريد
ي ساکاريد به دست آمده از روش فنل داغ در ليپوپل

 و SDS% ٥/٠  حاوي :٥/٧pH مولار با ١/٠بافر تريس 
مولار کلريد کلسيم حل گرديد و به آن   ميلي١٠

 ١٠ ميکرو گرم آنزيم به ازاي هر ٥٠ (Kپروتئيناز 
 ساعت در ٢ و براي  شدافزوده) گرم پروتئين محلول ميلي
°Cو سپس يک شب در٥٦ °Cسپس . گرديدي  نگهدار٤

 با متانول سرد LPSمحلول مورد نظر سانتريفيوژ و 
 مولار با ١/٠رسوب در بافر تريس . رسوب داده شد

٥/٧pH: هاي  و به آن آنزيمگرديد  حلDNase و  

RNase) گرم   ميلي١ ميکروگرم آنزيم به ازاي هر ٥٠
 ساعت ٢و براي شد افزوده ) اسيد نوکلئيک  محلول

  در نهايتسپس سانتريفوژ نموده و  انکوبه، ٣٧ C°در
LPS  و فريز دراي با افزودن متانول سرد رسوب داده را

 ميزان آلودگي رسوب ليپو پلي ساکاريد با .گرديد
پروتئين به روش براد فورد و ميزان آلودگي با اسيدهاي 

براي .  تعيين گرديد  A260گيري در  نوکلئيک با اندازه
 ليپوپلي ساکاريد توسطفرکشن پروتئيني نيز مشابه با 

 ميکروگرم آنزيم به ٥٠(RNase  و DNaseهاي  آنزيم
 ساعت ٢و ) گرم اسيد نوکلئيک محلول  ميلي١ ازاي هر

تيمار آنزيمي شده و مقدار  ٣٧  C° دراسيونانکوب
  تعيين گرديد  A260گيري در  اسيدهاي نوکلئيک با اندازه

  .)۱۲و۱۳(
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  ٢٣رضا شاپوري       

۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

  آزمون استريليتي
 تهيه شده بر روي  ژنهايآنتيدر اين تست از 

هاي تايوگليکولات، نوترينت آگار، بلاد آگار،  محيط
مکانکي آگار و سابورو دکستروز آگار کشت داده شد 

هوازي و هوازي قرار داده شد تا بعد از  و در شرايط بي
ها مورد بررسي قرار  مدت زمان مناسب نتايج کشت

  .)۱۲و۱۳( گيرند
 لژيونلا  فرکشن پروتئيني والکتروفورز ليپو پلي ساکاريد

  :پنوموفيلا
 در ژل پلي آکريل آميد در LPSالکتروفورز 

با ژل ) SDS-PAGE(حضور سديم دو دسيل سولفات 
 حاوي اوره ٪۴ مولار، ژل بالاي ۴ حاوي اوره ٪۱۴پايين 

در .  مولار انجام شد٨ مولار و بافر نمونه حاوي اوره ۴
سالمونلا تيفي اين آزمايش از ليپوپلي ساکاريد باکتري 

 ژل پس از . استاندارد استفاده گرديدةبه عنوان نمون
 آميزي شد الکتروفورز با روش نيترات نقره رنگ

براي % ١٥همچنين از ژل پلي اکريلاميد . )۱۴و۱۵(
 و گرديدالکتروفورز فرکشن پروتئيني استفاده 

  R250آميزي ژل الکتروفورز شده با کوماسي بلو رنگ
ين از مارکر پروتئيني شرکت همچن. انجام گرفت

 فرمنتاس در الکتروفورز فرکشن پروتئيني استفاده گرديد
)۱۶.(  

  :هاي موشي ايمن سازي گروه
 هفته ۶-۸با سن ماده  BALB/c عدد موش نژاد ۹۰

اين . سسه تحقيقاتي رازي کرج خريداري گرديدؤاز م
 تايي ١٥ گروه شش و به تصادفي انتخاببصورت موشها 

، که دو گروه از آنها با  ليپو پلي ساکاريد ،تقسيم شدند
هر ( دو گروه با فرکشن پروتئيني به صورت جداگانه

 و دو گروه ديگر ،) ميکروگرم١٠کدام با دوزي معادل 
 تايي هم به عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شد و به ۱٥

واکسيناسيون به . گرديدتزريق استريل آنها نرمال سالين 

به صورت داخل ) ليتر  ميلي٥/۰ر هر با( صورت سه دوز
  ).۱۱و۱۷( اي انجام گرفت صفاقي با فواصل دو هفته

  : با دوز کشندهمواجهه
با استفاده از کشت تازه  لژيونلا پنوموفيلا و استفاده 

 که دوز ٥×١٠٨ CFUاز دستگاه اسپکتوفوتومتر رقت 
دو هفته پس از .  تهيه شد،کشنده براي هر موش است

هاي واکسينه  ن به يک گروه از موشآخرين واکسيناسيو
 باکتري به ميزان ةشده و يک گروه شاهد دوز کشند

mlبراي هر موش به صورت داخل صفاقي تزريق  ٥/٠
 با دوز مواجهههاي موشي پس از  شد و مرگ و مير گروه

شش هفته .  مورد بررسي قرار گرفت(LD100)کشنده 
ه شده پس از آخرين واکسيناسيون براي دو گروه واکسين

 با دوز کشنده انجام شده و مرگ مواجههو گروه شاهد 
  .)۱۸( مورد بررسي قرار گرفتنيز ها  و مير اين گروه

 فرمولها از  زايي گروه جهت بررسي اختلاف ايمني
 آماري با استفاده از نرم افزار ة دو جامع نسبتةمقايس

SPSSاستفاده شد .  
  

  ها يافته
ن آلودگي  ميزا با روش براد فوردطي بررسي
 درصد در هر  به پروتئين کمتر از دوليپوپلي ساکاريد

 و آلودگي به اسيد نوکلئيک کمتر گرم وزن بدون آب
پلي ساکاريد بعد از   ليپو درصد از وزن بدون آباز يک

 ٢٤هاي باکتريايي بعد از  بررسي کشت .تيمار آنزيمي بود
 ساعت گرما ٧٢قارچي بعد از   ساعت و محيط٤٨و 

ها بر روي  اکي از عدم رشد ميکرو ارگانيسمگذاري ح
آنتي ژنهاي مورد نظر هاي نام برده و استريل بودن  محيط

 لژيونلا LPS تأييد براي SDS-PAGEنتايج  .باشند مي
و % ١٤ژل .  نشان داده شده است۱پنوموفيلا در شکل 

 روش  مولار مي باشد همچنين ژل با٤حاوي اوره 
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  ...بررسي ايمني حفاظتي       ٢٤

۱۳۹۰پائيز / همدوره شانزد/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

همانطوري .  شده است نيترات نقره رنگ آميزيحساس
شود دو نوع الگوي حرکتي در  که مشاهده مي

باندهاي با حرکت . شود  ميديده LPSالكتروفورز 
که در  LPS تر   به علت داشتن اجزاي کوچکتر سريع

 و ساختارهاي Aاند و شامل ليپيد  انتهاي ژل قرار گرفته
OPS) زنجيره جانبي-O (باندهاي با حرکت . باشند مي

شوند و در حقيقت  در بالاي ژل مشاهده ميکندتر که 
 باشند  ميLPSشامل مولکول سالم و بدون شکستگي 

که از لحاظ وزني و حجمي بزرگتر از اجزاي آن 
 فرکشن ليپوپلي ،با توجه به شکل موجود. باشد مي

 ،ساکاريد تخليص شده با روش فنل داغ و تيمار آنزيمي
د لژيونلا هم داراي درصد بالايي از ليپوپلي ساکاري

باشد و هم داراي اجزاي کوچکتر ليپوپلي  پنوموفيلا مي
 که اين است و پلي ساکاريدها Aساکاريد يعني ليپيد 

 خود از ايمونوژنهاي قوي در باکتريهاي گرم ةاجزا به نوب
 فرکشن SDS-PAGE نتايج .شوند منفي محسوب مي

دهد که در   باند پروتئيني را نشان مي١٠پروتئيني نيز 
در اکثر باندهاي پروتئيني . است قابل مشاهده ۲ شکل

. اند قرار گرفته کيلو دالتون ١١٦ تا ٣٥ وزني ةمحدود
دهد که فرکشن پروتئيني  نتايج اين الکتروفورز نشان مي

هاي بسياري با وزنهاي  لژيونلا پنوموفيلا داراي پروتئين
مولکولي مختلف است که هر پروتئين در توليد واکسن 

قش يک ايمونوژن را براي تحريک سيستم تواند ن مي
  .ايمني ايفا نمايد

  
  

  
 ليپو پلي ساكاريد ۱در باند شماره . آميزي آن با روش نيترات نقره رنگ و  %١٤ الکتروفورز ليپوپلي ساکاريد لژيونلا پنوموفيلا روي ژل :۱شکل 

 ليپو پلي ساكاريد ۵ و ۴، ۳، ۲در باندهاي .  ميكرو گرم استفاده شده است۳۰باكتري سالمونلا تيفي به عنوان ليپو پلي ساكاريد استاندارد با رفت 
  .شود  ميكرو گرم ديده مي۵۰لژيونلا پنوموفيلا با رقت 
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  ٢٥رضا شاپوري       

۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
ق به فركشن   متعل۷ تا ۲هاي  ستون هاي مياني با شماره. کوماسي بلو و رنگ آميزي ژل با% ۱۵الکتروفورز فرکشن پروتئيني روي ژل : ۲شکل

  .باشد  كيلو دالتون مي۱۱۶ تا ۱۴هاي از   نشان دهنده ماركر پروتئيني فرمنتاس ميباشد كه نشان دهندة وزن۸و ۱پروتئيني و ستونهاي 
  
  

زايي ليپوپلي ساکاريد و فرکشن  نتايج ايمني
پروتئيني لژيونلا پنوموفيلا در موشهاي واکسينه شده و 

 ۱ و نمودار ۱ در جدول مواجهه با دوز کشنده از باکتري
هاي موشي واکسينه شده در  گروه. نشان داده شده است

مقايسه با گروه شاهد که دو هفته پس از آخرين 
واکسيناسيون مورد مواجهه با دوز کشنده باکتري 

اند ايمني حفاظتي بالايي را نشان  زا قرار گرفته بيماري
شي هاي مو منظور از علايم بيماري در گروه. اند داده

حالي و ضعف و  ها از جمله بي هاي ظاهري موش نشانه
بعد از مواجهه . باشد کاهش اشتها پس از مواجهه مي

ها در گروه واکسينه شده با   موشدندرصد زنده مان
هاي   موشدنصد زنده ماندر( %٦٦/٨٦فرکشن پروتئيني

 و در گروه واکسينه شده )واکسينه شده پس از مواجهه
هاي   موشدنصد زنده ماندر(%٣٣/٧٣با ليپوپلي ساکاريد 

  .باشد مي )واکسينه شده پس از مواجهه

  
   با ليپوپلي ساکاريد و فرکشن پروتئينيهاي موشي دو هفته پس از آخرين واکسيناسيون نتايج ايمني زايي گروه:  ۱جدول 

درصد تشخيص 
 زايي واکسن ايمني

تعداد موشهاي 
 زنده مانده

   تعداد موش با تعداد مرگ و مير
 علايم بيماري

 هاي موشي مورد نظر گروه

 و مواجهه دو هفته گروه واکسينه با ليپوپلي ساکاريد ٤ ٤ ١١ %٣٣/٧٣
 پس از واکسيناسيون

فرکشن پروتئيني و مواجهه دو هفته گروه واکسينه با  ٢ ٢ ١٣ %٦٦/٨٦
 پس از واکسيناسيون

 يون و مواجهه دو  هفته پس از واکسيناسشاهد گروه  ١٥ ١٥ ٠ %٠
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  ...بررسي ايمني حفاظتي       ٢٦

۱۳۹۰پائيز / همدوره شانزد/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

هاي موشي واکسينه شده که شش  همچنين گروه
قرار  مواجهههفته پس از آخرين واکسيناسيون مورد 

صد زنده در( %٦٠گرفتند ايمني حفاظتي را به ميزان
 در گروه ) موشهاي واکسينه شده پس از مواجههدنمان

صد زنده در (%٦٦/٨٦واکسينه شده با ليپوپلي ساکاريد و 
 در گروه ) شده پس از مواجهه موشهاي واکسينهدنمان

واکسينه شده با فرکشن پروتئيني نشان داده که نشانگر 
ايي بلند مدت فرکشن پروتئيني لژيونلا  ايمني حافظه

پنوموفيلا در مقابل دوز کشنده اين باکتري در مقايسه با 
 و ۲جدول ( ليپوپلي ساکاريد اين باکتري است است

  ).۱نمودار 
  

  

  : با ليپوپلي ساکاريد و فرکشن پروتئيني هفته پس از آخرين واکسيناسيونششهاي موشي  زايي گروه  نتايج ايمني:٢جدول 
درصد تشخيص 

 زايي واکسن ايمني
تعداد موشهاي 

 زنده مانده
  تعداد موش با  تعداد مرگ و مير

 علايم بيماري
 هاي موشي مورد نظر گروه

 هفته ششجهه  و مواگروه واکسينه با ليپوپلي ساکاريد ٧ ٦ ١١ %٦٠
 پس از واکسيناسيون

 هفته ششفرکشن پروتئيني و مواجهه گروه واکسينه با  ٢ ٢ ١٣ %٦٦/٨٦
 پس از واکسيناسيون

   هفته پس از واکسيناسيونشش و مواجهه شاهد گروه  ١٥ ١٥ ٠ %٠ 

  
  

 
  

  . ش هفته پس از آخرين واکسيناسيونزايي آنتي ژنهاي فرکشن پروتئيني و ليپوپلي ساکاريد در دو و ش درصد ايمني: ۱نمودار 
  باشد زايي را در مواجهه با دوز کشنده باکتري نشان نداده و در صد ايمني حفاظتي صفر مي هاي شاهد هيچ نوع ايمني گروه

  

نتايج بررسي و مقايسه آماري نتايج به دست آمده از 
  :ايمني زاسيون

 گروه واکسينه ة نسبت دو جامعةدر آزمون مقايس
  و با درصد ايمني حفاظتيفرکشن پروتئينيشده با 

  با درصد ايمني حفاظتيبا ليپوپلي ساکاريد% ٦٦/٨٦
 در اما ).P<٠٥/٠( نبوددار  اختلاف معني ،%٣٣/٧٣

هاي واکسينه شده با گروه   گروه ايمني حفاظتيةمقايس
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  ٢٧رضا شاپوري       

۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

هاي دوم  گروه ).P>٠٥/٠(بود دار  اختلاف معني ،شاهد
 هفته پس از آخرين ۶ مواجهه(ه شده واکسين

مورد آزمون مقايسه نسبت آماري قرار نيز ) واکسيناسيون
  درصدداري بين  اختلاف معني،گرفته که طي اين مقايسه

 واکسينه شده مشاهده نشد اما هاي گروهايمني حفاظتي 
 صفر زايي داري با گروه شاهد با ايمني اختلاف معني

  ).P>٠٥/٠( شد ديده 
  

  بحث
ا تخليص فرکشن پروتئيني و ليپوپلي ساکاريد به ب

روش فنل داغ و تيمار آنزيمي و الکتروفورز اين دو 
آنها مورد تخليص فرکشن روي ژل پلي آکريلاميد نتايج 

در نتايج به دست آمده از . بررسي قرار گرفت
باند پروتئيني  ١٠الکتروفورز فرکشن پروتئيني نزديک به 

اکثر اين باندهاي تشکيل . دبا وزنهاي مختلف جدا شدن
 کيلو دالتون قرار ١١٦ تا ٣٥ وزني ةشده در محدود

 کيلو دالتون ٦٠يک باند پروتئيني در ناحيه وزني. دارند
 مربوط ،)۸( مشخص شده است که بنابر مطالعات گذشته

 ٤٠ وزنيةدر ناحي. باشد  ميبه پروتئين شوک حرارتي
شود که نشان  کيلو دالتون يک باند پروتئيني مشاهده مي

 وزني بين ةدر ناحي.  فلاژل لژيونلا پنوموفيلا استةدهند
شود که   کيلو دالتون يک باند پروتئيني ديده مي٣٥ و ٢٥

 کيلو دالتوني ٢٨ و ٢٥، ٢٤هاي سطحي  داراي پروتئين
 و ٢٥ وزني ةدر نهايت در ناحي. باشد ميلژيونلا پنوموفيلا 

مشاهده شد که اين  کيلو دالتوني يک باند پروتئيني ٤/١٨
 کيلو دالتوني غشاي ١٩باند نيز احتمالاً داراي پروتئين 

دهد که  در نهايت اين نتايج نشان مي. خارجي است
مطالعه داراي انواع اين فرکشن تخليص شده در 

باشد  ژنهاي پروتئيني متعلق به لژيونلا پنوموفيلا مي آنتي
يستم ها توانايي تحريک س که هر کدام از اين پروتئين

نتايج به  .زا را دارند باکتري بيمارياين ايمني ميزبان عليه 
نشان داد نيز دست آمده از الکتروفورز ليپوپلي ساکاريد 

که باندهاي با حرکت سريعتر در انتهاي ژل قرار 
 و A ليپيد هاي کوچکتر  مولکولاند و شامل گرفته

ليپوپلي ساکاريد ) O-زنجيره جانبي (OPSساختارهاي 
باندهاي با حرکت کندتر که در بالاي ژل . شندبا مي

شوند در حقيقت شامل مولکول سالم و بدون  مشاهده مي
 زايي نتايج ايمني. باشند شکستگي ليپوپلي ساکاريد مي

 گروه اول که دو هفته پس از آخرين موشهاي
دهد که   قرار گرفتند نشان ميمواجههواکسيناسيون مورد 

ثر بوده ؤکشن پروتئيني مايمني به وجود آمده توسط فر
 موشهاي واکسينه شده %٦٦/٨٦ مواجهه چنانکه بعد از

گروه واکسينه زنده مانده، همچنين اين نتيجه در مورد 
% ٣٣/٧٣ زايي به ميزان  با ايمنيليپوپلي ساکاريدشده با 

 اين در حالي است که کل موشهاي گروه .نيز ديده شد
 که ها نه شده نتايج گروه دوم واکسي.شاهد کشته شدند

 مواجههشش هفته پس از آخرين واکسيناسيون مورد 
زايي توسط فرکشن   که ايمنيدادقرار گرفتند نشان 

 فقط کهثر بوده چنانؤپروتئيني در يک مدت طولاني م
 با دوز کشنده کشته مواجهه در )%٦٦/٨٦( موش سردو 

اند، همچنين در گروه دوم موشي که ليپوپلي  شده
زايي پس از   تزريق شده بود ميزان ايمنيساکاريد به آنها

 يک ايمونوژن ة بوده است که نشان دهند%٦٠شش هفته
اين نتايج در حالي است که کل گروه . مناسب است

 مقايسه با.  کشته شدندمواجههشاهد دوم نيز پس از 
 مواجههداري بين دو   اختلاف معني،نسبتهاي آماري

هده نشد که اين هاي واکسينه مشا انجام شده براي گروه
هاي توليد شده در  زايي واکسن  تأثير ايمنيةنشان دهند

 توسط ۱۹۹٨اي در سال  در مطالعه. بلند مدت است
خاصيت اندو بمنظور بررسي نوميستر و همکارانش 
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  ...بررسي ايمني حفاظتي       ٢٨

۱۳۹۰پائيز / همدوره شانزد/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

انجام توکسيک پايين ليپوپلي ساکاريد لژيونلا پنوموفيلا 
 براي ۶مک   طي اين مطالعه از کشت مونوگرفت،
ندوتوکسيک بودن پايين ليپوپلي ساکاريد لژيونلا ارتباط ا

هاي  پنوموفيلا در حيوانات با اندازه گيري سايتو کاين
هاي مونوسيت  پيش التهابي توليد شده توسط اين سلول

گرديد در اين مطالعه مشاهده . پس از تحريک انجام شد
 براي توليد ۶هاي مونو مک  که براي فعال شدن سلول

 غلظتي از ليپوپلي ساکاريد  ،يش التهابيهاي پ سايتو کاين
 برابر بيش از غلظت ليپو ۱۰۰۰لژيونلا پنوموفيلا به ميزان 

 ).١٨( هاي انتريک لازم است پلي ساکاريد باکتري
 ره نشان دادند که ٢٠٠٣ در سال شجرارد و همکاران

 ليپوپلي ساکاريد لژيونلا پنوموفيلا از لحاظ سميت و ندچ
هاي  ليپوپلي ساکاريد باکتريتر از  زايي ضعيف تب

هاي   اما يک محرک قوي براي سلولاست،انتريک 
، دندريتيک و يهاي ماکروفاژ  شامل سلول،ايمني

 با توجه به مطالعات گذشته که ).۱٩( باشد ها مي لنفوسيت
نشان داده اند ليپوپلي ساکاريد لژيونلا پنوموفيلا داراي 

ت و همچنين زايي و اندوتوکسيکي پاييني اس اثرات تب
با توجه به نتايج بدست آمده از اين مطالعه که نشان 

زايي بالاي ليپوپلي ساکاريد اين   تأثير ايمنيةدهند
در دو هفته پس از آخرين % ٣٣/٧٣ به ميزان باکتري

در شش هفته پس از آخرين % ٦۰ واکسيناسيون و
 توان از ليپوپلي ساکاريد است، بنابراين ميواکسيناسيون 

براي  مناسب ايمونوژن  يکبه عنوانتري اين باک
عليه  ثرؤمطالعات بيشتر بمنظور توليد يک واکسن م

ماريا لوسيا ريکي . عفونت لژيونلا پنوموفيلا استفاده کرد
 نشان داد که موشهاي ايمن شده با فلاژل ٢٠٠٥در سال 

 مواجههدر % ١٠٠تخليص شده لژيونلا پنوموفيلا به ميزان
 اين تري زنده ماندند، همچنين اين باکةبا دوز کشند

 نشان داده است که ماکروفاژهايي که به ليپوپلي مطالعه

 توانايي ،اند لژيونلا پنوموفيلا مقاوم شده(LPS) ساکاريد 
 .به پروتئين فلاژلين اين باکتري را دارند تحريک و پاسخ

هاي موشي به صورت داخل صفاقي  در اين مطالعه گروه
در مطالعه ما نيز از تزريق داخل  ).٢٠( اند واکسينه شده

 استفاده شد، مواجههصفاقي براي واکسيناسيون و 
در مطالعه زايي واکسن فرکشن پروتئيني  همچنين ايمني

 نتيجه به دست نزديک به که تقريباً  بود%٦٦/٨٦ حاضر
اي  در مطالعه. آمده در مطالعه ريکي و همکارانش است

تز انجام شد،  توسط بلاندر و هوروي۱۹۹۳که در سال 
هاي عمده سيتوپلاسمي لژيونلا  زايي پروتئين ايمني

هاي  آنتي ژنهاي غشايي و پروتئين: پنوموفيلا که شامل
شوک حرارتي و هم چنين پاسخ ايمني سلولي در 
خوکچه هندي به اين آنتي ژنها مورد بررسي قرار 

با دوز کشنده  مواجههپس از واکسيناسيون و  .گرفت
هاي واکسينه  لا از راه تنفسي، کل خوکچهلژيونلا پنوموفي
زنده ماندند که تأثير واکسن را به  مواجههشده پس از 

هاي  در اين مطالعه با آناليز پروتئين .داد  نشان ٪۱۰۰ ميزان
عمده سيتوپلاسمي با روش الکتروفورز نشان داده شده 

 کيلو ۶٥ و ٤٥، ۲٨هاي با وزن  که اين فرکشن از پروتئين
 ۲٨هاي با وزن  يل شده است، که پروتئيندالتون تشک

هاي غشاي خارجي و  کيلو دالتون متعلق به پروتئين
هاي غشاي   کيلو دالتون به عنوان پروتئين۶٥ هاي پروتئين

. )٢١( سيتوپلاسمي لژيونلا پنوموفيلا معرفي شده است
  نيز واکسيناسيون درحاضرمشابه با اين بررسي در مطالعه 

نتايج الکتروفورز فرکشن .  شدزمان مختلف انجام ٣
هايي   که اين فرکشن داراي پروتئيننشان داد  نيزپروتئيني
باشد که در آزمايشهاي   کيلو دالتون مي٦٥ و ٢٨با وزن 

هاي غشاي خارجي و  بلاندر به ترتيب به عنوان پروتئين
 .غشاي سيتوپلاسمي لژيونلا پنوموفيلا معرفي شده است

سلول کامل کشته شده به عنوان  قبلي ما که از ةدر مطالع
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  ٢٩رضا شاپوري       

۱۳۹۰پائيز / دوره شانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان  

زايي اين  واکسن استفاده شد، نتايج نشان داد که ايمني
 و %٣٣/٩٣ واکسن دو هفته پس از آخرين واکسيناسيون

بوده  %٦٦/٨٦شش هفته پس از آخرين واکسيناسيون
در مقايسه با اين مطالعه فرکشن پروتئيني ). ۹( است

امل کشته زايي مشابهي با سلول ک داراي اثرات ايمني
 ،زايي بلند مدتي را ايجاد کرده است شده داشته و ايمني

چنانکه شش هفته پس از آخرين واکسيناسيون ميزان 
هاي واکسينه شده  ژن در گروه زايي اين آنتي ايمني

  .کاهش نيافته است
  

   گيري نتيجه
دهد که فرکشن پروتئيني و  اين مشاهدات نشان مي

فيلا به ترتيب ايمونوژنهاي ليپوپلي ساکاريد لژيونلا پنومو

هاي مناسب امناسبي در بلند مدت بوده و همچنين کانديد
ثر در ؤبراي مطالعات بيشتر به منظور توليد يک واکسن م

  .باشند برابر عفونت لژيونلا پنوموفيلا مي
  

 قدرداني و تشکر
 ارشد گروه مدير حمايت و کمک با مطالعه اين

 اسلامي آزاد شگاهدان پژوهشي معاونت و ميکروبيولوژي
 بدينوسيله مقاله نويسندگان. است شده انجام زنجان

 ابراز عزيزان اين به نسبت را خود قدرداني و تشکر

 .دارند مي
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