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Abstract 
 
Background: Staphylococcal aureus is a gram positive cocci and opportunistic pathogen. Due to the spread 
of this bacterium to antibiotics resistance, one of the most important ways of prevention is the use of 
vaccines. In this respect, autolysin protein as one of the adhesion molecule of bacteria plays an important 
role for binding bacteria to the host cells and cell division. Herein, the role of autolysin protein was evaluated 
as a vaccine candidate.  
Materials and methods: Following preparation of recombinant autolysin, Balb/c mice were injected 
subcutaneously with 20µg of r-autolysin formulated in Montanide ISA-266 and Alum adjuvants three times 
with two week intervals with proper control group. Total, specific isotype antibodies, IFN-γ and IL-4 
cytokine were evaluated on sera by ELISA. Experimental mice were challenged with a sub-lethal dose of 
staphylococcus strains (1.5 ×108 CFU) and following that, the number of bacteria from internal organs were 
determined. Survival rate was recorded for 30 days.  
Results: Significant increase of antibody with high level of IgG1 and IgG2a isotypes was demonstrated in 
vaccinated mice versus the control group. Also, IFN-γ and IL-4 cytokines showed significant differences in 
all of the experimental vaccine groups compared to control group. The bacterial load in the internal organs 
from immunized mice was 1000 times less than control groups. Finally, the life span of immunized mice 
after bacterial challenge was extended versus control mice. 
Conclusion: These results may indicate the capacity of autolysin as candidate vaccine to control the 
staphylococcus infections. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  155تا  146صفحات ، 1400تابستان ، 2، شماره 31 ورهد

  

بررسی  ایمنی همورال و سلولی پروتئین نوترکیب اتولیزین استافیلوکوکوس 

  اورئوس در مدل موشی

 3مهدي مهدوي ،2ستاره حقیقت، 1ماندانا باقرزاده

     
 ایران دانشگاه آزاد اسلامی، تهران،هاي نوین، علوم پزشکی تهران، ولوژي، دانشکده علوم و فناوري،گروه میکروبیدانشجوي کارشناسی ارشد 1
 ایران هاي نوین، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران،گروه میکروبیولوژي، دانشکده علوم و فناوري استادیار، 2
  ایران تهران، علوم پزشکی دانشگاه، مرکز تحقیقات واکسن، استادیار3

   کیدهچ

با توجه به گسترش مقاومت این باکتري در . استافیلوکوکوس اورئوس کوکسی گرم مثبت و پاتوژن فرصت طلب است :سابقه و هدف

اتولیزین به عنوان یکی از  . در این بین، پروتئیناستاستفاده از واکسن  ،هاي پیشگیريترین راه، یکی از مهمهابیوتیکبرابر آنتی

در مطالعه حاضر نقش پروتئین  هاي میزبان و تقسیم سلولی دارد.هاي چسبندگی باکتري نقش مهمی در اتصال به سلوللکولمو

 . اتولیزین به عنوان کاندیداي واکسن مورد بررسی قرار گرفت

سه  ISA-266 هاي آلوم و مونتاناید انتفرموله شده با ادجو R-Autolysin میکروگرم 20تولید پروتئین نوترکیب اتولیزین، بعد از  :روش بررسی

. با استفاده از روش الایزاي غیر مستقیم تیتر آنتی بادي توتال، شدبه صورت زیر جلدي تزریق Balb/c هاي اي در موشبار با فواصل دو هفته

مورد چالش باکتریایی قرار  cfu108 ×5هاي آزمایشی با دوز . موششداندازه گیري IFN-γ و  IL4هاي و سایتوکاین IgG1 ،IgG2هاي ایزوتایپ

   .شدین یهاي داخلی تعها در  ارگانگرفتند، سپس تعداد باکتري

داشتند. همچنین  يداریهاي واکسینه شده در مقایسه با گروه کنترل، افزایش معندر موش IgG2aوIgG1 هاي باديایزوتایپ آنتی ها:یافته

میزان باکتري در  .نشان دادندگروه کنترل هاي مختلف واکسینه شده در مقایسه با  داري در گروهیتفاوت معنIL-4 و  IFN-γ هايسایتوکین

ایمن پس از چالش در مقایسه با  هايموش يبقا بار کمتر از گروه هاي کنترل بود. در نهایت 1000هاي واکسینه شده هاي داخلی موشاندام

  .گروه کنترل افزایش یافته بود

  .استیج به دست آمده نشان دهنده نقش اتولیزین به عنوان کاندیداي مناسب واکسن علیه عفونت استافیلوکوکی نتا :گیرينتیجه

 .اتولیزین، واکسن، ایمنی همورال، ایمنی سلولی استافیلوکوکوس اورئوس، واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

کوکسی گرم مثبت فاقد تحرك بـا  نوعی استافیلوکوك اورئوس 

تقسـیم   که درسـه محـور  است میکرون  1/0ا ت 8/0قطرتقریبی 

هایی شبیه به خوشه انگور را به شده و تجمعات نامنظم ازسلول

                                                
واحـد علـوم    ن،ینـو  يهـا  يدانشکده علـوم وفنـاور   ،يولوژیکروبیگروه م، تهران: آدرس نویسنده مسئول

 )  email: setareh_haghighat@yahoo.com( قتیستاره حق، یتهران، دانشگاه آزاداسلام یپزشک

ORCID ID: 0000-0002-6605-5245   

     9/5/99: تاریخ دریافت مقاله

    20/7/99: تاریخ پذیرش مقاله

ــی وجــود ــاي    آورد.م ــه داروه ــت نســبت ب ــه مقاوم از آنجــا ک

ضدمیکروبی درحال گسترش است و استافیلوکوکوس اورئـوس  

   در برابــر بســیاري از داروهــاي ضــد میکروبــی مقاومــت نشــان 

هــاي دفــاعی سیســتم ایمنــی بــه عنــوان دهــد، مکانیســممــی

اسـت  استراتژي ضد میکروبی این باکتري بسـیار مـورد توجـه    

 هاي مختلفی در. ازطرفی استافیلوکوکوس اورئوس به روش)1(

 گریزد.اي دفاعی بدن مقاومت کرده یا از آن میهبرابر مکانیسم

هـاي  عفونـت  باتوجه بـه اهمیـت اسـتافیلوکوکوس اورئـوس در    

هـا در  آگاهی ازمیزان تنوع ژنتیکـی ایـن بـاکتري    بیمارستانی،
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پـیش آگهـی    درمان و پیشگیري، هاي کنترل،منطقه در برنامه

ــت   ــت حــائز اهمی ــادي از  . )2( اســتاز پیامــد عفون ــداد زی تع

هاي ویرولانس در بروز عفونت و مقاومـت  ایـن بـاکتري    فاکتور

از  اخیـرا یـک گونـه جدیـد     .ها دخیل هسـتند به آنتی بیوتیک

شــناخته  Staphylococcus هــاي چســبندهادهیســین مولکــول

. )4, 3( هـا اتـولیزین اسـت   شده است که یکی از این ادهیسین

هاي داراي خواص باکتریولایتیک موجود پروتئین اتولیزین جزء

ــزاي       رد ــدرولیز اج ــه هی ــادر ب ــه ق ــت ک ــدوگلیکان اس پپتی

پپتیدوگلیکان موجود در دیواره سلولی بوده و همچنین موجب 

هـاي دختـري بـه دنبـال تقسـیم سـلولی (از       جدا سازي سلول

. این پروتئین داراي ناحیه آمیدازي وگلوکز استسلول مادري) 

و که تحت برش پروتئولیتیک منجر به تولید داست آمینیدازي 

-endo-b-N هـاي هیدرولاز خارج سلولی پپتیدوگلیکان بـا نـام  

acetylglucosaminidas)kDa51 و (N-acetylmuramyl-L-

alanine amidase)kDa62شدن  ها در جدااین آنزیم شود.) می

 .)2-6( هاي دختر بعد از تقسیم نقشی اساسی دارندسلول

تی که اخیرا انجام شده به نقش این پروتئین در تشـکیل  در مطالعا

لازم بـه  . ها اشـاره شـده اسـت   و اتصال به سطح سلول )7( بیوفیلم

هـاي  اي ایـن پـروتئین در سـویه   ذکر است که سکانس اسید آمینه

  .   )7- 9( استافیلوکوك در حد بالایی حفاظت شده است

ــن      ــف واکس ــد مختل ــا کاندی ــددي ب ــالینی متع ــات ب آزمایش

یر فعال) با هـدف افـزایش تیتـر آنتـی     (ایمونیزاسیون فعال و غ

هاي اپسونیک علیه پلی ساکاریدهاي سـطحی باکتریـایی،   بادي

. )10 ,2( ها تـاکنون نـاموفق بـوده اسـت    ها و توکسینپروتئین

ها باعث تحریک پاسخ ایمنی هومورال شده است، اغلب واکسن

هاي اپسونیک در عفونت نامشخص با این حال نقش آنتی بادي

بـراي   TH1/ TH17ها سل Tاست. لذا ایمنی سلولی با تحریک 

تواند مورد توجـه قـرار   کمک به ساخت یک واکسن کارآمد می

با توجه به درك ایمونولـوژي اسـتافیلوکوکوس    .)11،12( گیرد

ن ایمنی هومورال با توجـه بـه   از برانگیختن همزماباید اورئوس 

فعالیت اپسونیک آنتی بادي و همچنین تحریک ایمنی سـلولی  

در جهت ساخت یک کاندید واکسن کارآمد استفاده کرد. از آن 

توانـد در القـاي پاسـخ ایمنـی مـوثر باشـد،       جا که اتولیزین می

     .کاندید طراحی واکسن شد

  

  مواد و روشها

 بالابیان پروتئین نوترکیب در حجم 

حاوي پلاسـمید   E.coli BL21در ابتدا ، یک کلونی تک از باکتري 

pET24a-Autolysin  میلـی لیتـر محـیط    10درLB broth   حـاوي

از این محیط بـه   شد وتلقیح   μg/ml 50آنتی بیوتیک کانامایسین 

  ml1000مقـدار  ، روز بعد در یک ارلـن  عنوان استارتر استفاده شد.

میلی لیتر از کشت شـبانه بـه آن    10براث ریخته شد و LB محیط

حـدود   ODپس از رسیدن کدورت محـیط کشـت بـه     .شداضافه 

 ،نـانومتر (حـدودا پـس از دو سـاعت)     600در طول موج  6/0- 4/0

میلی لیتر از آن به درون یک میکروتیوب منتقل شد  1ابتدا مقدار 

ایـن رسـوب    شد.دقیقه سانتریفیوژ  5به مدت g10000× و  با دور

 سـپس  .وان کنترل قبل القـا در الکتروفـورز اسـتفاده شـد    تحت عن

IPTG   میلی مولار به باقیمانده محیط کشت ادر ارلـن   1به غلظت

 سـاعت  4 ضافه شد و مجددا در انکوباتور شـیکر دار قـرار گرفـت.   ا

دقیقـه   20بـه مـدت   g10000×پس از القاء، محیط کشـت بـا دور  

لـیص پـروتئین   سپس رسوب حاصله تا مرحلـه تخ  شد.سانتریفیوژ 

  درجه سانتی گراد نگهداري شد. - 20در دماي 

  تخلیص پروتئین

ن تولید شده کم بوده و بیشـتر آن  یاز آنجا که میزان حلالیت پروتی

تخلـیص بـه شـیوه    از  روش  اسـت،  Inclusion body بـه صـورت   

میلی لیتر از رسوب حاصل از محیط  50دناتوراسیون استفاده شد. 

پـس از خـروج از   IPTG   القـاء شـده بـا   هاي کشت حاوي باکتري

میلـی لیتـر از بـافر لیزکننـده      5درجه سـانتی گـراد در   - 20فریزر 

 مـولار  میلـی  Tris.CL  ،10 مولار، میلی NaH2PO4 ،100 حاوي(

حـل شـد. پـس از ده دقیقـه       = pH) 8 مـولار،  میلـی  Urea ،8 و

 ، مایع رویی به فالکن دیگري منتقـل  g 10000×سانتریفیوژ با دور

بـه آن اضـافه    NiNTA میلی لیتر از رزین آگارز 500د و  مقدار ش

پـس از آن نمونـه    .ساعت در دماي اتاق ارام تکان داده شد 1شد و 

انتهـایی آن   capهمراه با رزین بـه یـک سـتون خـالی در حالیکـه      

بسته است منتقل شد. پس از تـه نشـین شـدن رزیـن موجـود در      

ــتون ــا   س ــار ب ــر ب ــار و ه ــی  4، دو ب ــو میل ــافر شستش ــر از ب  لیت

NaH2PO4) ،100 مولار، میلیTris.CL  ،10 و مولار میلی Urea ،

بار بار و هـر بـار بـا     4 شسته شد. سپس = pH)  6,3مولار، میلی 8

 مـولار،  میلـی  NaH2PO4 ،100میلی لیتر از بـافر تخلـیص (   5/0

Tris.CL  ،10 و مولار میلی    Urea ،8 5/4 مـولار،  میلی  (pH =  

شده  و در میکروتیوب جمـع آوري   elute  ن متصل به رزینپروتیی

 ـ SDS-pageبـا  روش   درنهایت پروتیین تخلـیص شـده    شد. ه و ب

ــد   ــلات تایی ــترن ب ــیله وس ــدوس ــروتئین   .ش ــیص پ ــس از تخل پ

Autolysin از ، و تعیین غلظت با نـانودراپ ، دیالیز جهت حذف اوره

  این پروتئین در فرمولاسیون واکسن استفاده شد.

  ها    هاي تجربی و واکسیناسیون موشروهگ

اي تهیه شـده از انیسـتیتو   هفته 8تا  6هاي در این مطالعه از موش

گـرم اسـتفاده شـد. گـروه بنـدي       20پاستور کرج بـا وزن تقریبـی  

صورت گرفت. تزریقـات در سـه نوبـت در     1ها مطابق جدول موش
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و حجـم  شـد  به صورت زیـر پوسـتی انجـام     28و  14 ، 0روزهاي 

میکرولیتـر و   100نهایی تزریق به هر موش در هر گروه به میـزان  

میکروگرم بود. قبل از شـروع تزریقـات و دو هفتـه     20دوز واکسن 

یري (سینوس چشـم) بـه   گها  خونپس از آخرین تزریق، از موش

ها جدا و براي سنجش عیار آنتـی بـادي  و بررسـی    عمل آمد. سرم

  .)1(جدول  ر گرفتپاسخ هاي ایمنی مورد استفاده قرا

  

  بندي موش هاي مورد مطالعهگروه. 1جدول 

 گروه ها واکسن گروه بندي دوز تزریق حجم تزریق  تعداد موش

15 µl100  20 اتولایزین +   تست میکروگرم  

 ادجوانت آلوم

 1گروه 

15  µl100 20 اتولایزین +   تست میکروگرم  

 ادجوانت مونتاناید

 2گروه 

15 µl100 20 نترلک میکروگرم  PBS  3گروه  

 

سنجش میزان باکتري در کبـد، طحـال و   و  چالش حیوانات

  ها  کلیه

به منظور سنجش میزان بقاي حیوانات ایمن نسبت به غیـر ایمـن   

ــویه ــنده، از سـ ــر دوز کشـ ــاي در برابـ  MRSA(Methicillinهـ

resistance staphylococcus aureus) COL strain ــا دوز ، بـ

ایـن  دوز کشـندگی   اسـتفاده شـد.   )LD50 )cfu85 x 10کشندگی 

 x 5سـپس شـد،  تعیـین   Reed and Munchسویه ابتـدا بـا روش   

cfu810      هـاي  باکتري  به صورت داخل صـفاقی بـه تمـامی گـروه

  4، الش باکتریـایی مورد آزمایش تزریـق شـد. سـه روز بعـد از چ ـ    

 ـو موش از هر گروه به صورت تصادفی انتخـاب   نخـاعی  وسـیله  ه ب

شـرایط اسـتریل بعـد از بـاز کـردن شـکم       . تحـت  شـدند بیهوش 

هاي موش جـدا شـد. بعـد از همـوژنیزه     حیوان،کبد، طحال و کلیه

و بـر  شد هاي سریالی تهیه ها، از مایع درون پلیت رقتکردن ارگان

اگزاسـیلین کشـت و در    μg/ml 50حـاوي   LB Agarروي محیط 

هـاي  . سپس تعـداد کلـونی  شددرجه سانتی گراد انکوبه  37دماي 

د کرده در هر گروه با توجـه بـه رقـت آن مـورد محاسـبه قـرار       رش

گروه مذکور بـه مـدت یـک     3گرفت و میزان مرگ و میر و بقاء در 

  ماه پیگیري و ثبت شد.  

  سرمی IgGسنجش 

هـاي مختلـف از   توتال در بین گـروه  IgGبه منظور سنجش سطح 

سرمی و  IgGروش الایزاي غیرمستقیم استفاده شد. سنجش عیار 

یسه عیار آنتی بـادي القـاء شـده علیـه اتـولیزین نوترکیـب در       مقا

هـاي ایمـن و غیـرایمن    هاي مختلف بر روي تـک تـک سـرم   گروه

میکرولیتــر از غلظــت  100مطــابق مراحــل زیــر انجــام پــذیرفت؛ 

μg/ml10  محلول اتولیزین نوترکیب در بافرPBS     بـه هـر چاهـک

اعت انکوبـه  س ـ 18درجه سانتی گراد به مـدت   4در و  پلیت اضافه

  ها با آنتی ژن مورد نظر به خوبی پوشیده شود.شد تا کف چاهک

 PBS-Tها سه بار بـا بـافر   پس از گذشت زمان انکوبه شدن، چاهک

میکرولیتـر بـافر    200هـا بـا   تمـامی چاهـک   شستشو داده شـدند. 

. پـس از  شـد مسدود کننده پر شده و به مـدت دو سـاعت انکوبـه    

ایمن هـاي ایمـن و غیـر   ر رقت سـرم میکرولیتر از ه 100شستشو، 

). 1:2560الـی   1:20هـا اضـافه شـد (از رقـت     (کنترل) به چاهک

 % 5/0دربافر شیر خشـک   1:8000در رقت  HRPسپس کونژوگه 

و بـه  شـد  ها اضافه میکرولیتر به تمام چاهک 100یزان به متهیه و 

. پـس از  شـد درجـه سـانتی گـراد انکوبـه      37سـاعت در   1مدت 

بـه هـر چاهـک اضـافه     TMB کرولیتر از سوبسترا می 100شستشو 

میکرولیتـر    100در نهایـت   ها در تاریکی انکوبه شدند.د و پلیتش

مولار به هر چاهـک اضـافه و جـذب نـوري در      1اسید سولفوریک 

  نانومتر با دستگاه الایزا ریدر خوانده شد. 450

  IgG1, IgG2aسنجش ایزوتایپ 

جهـت تعیـین ایزوتایـپ آنتـی      بادي توتالپس از تعیین تیتر آنتی

تعیـین  مراحل ها از کیت الایزاي شرکت سیگما استفاده شد. بادي

شـده در بـالا   گفتـه  مشـابه مراحـل    IgG(IgG1, IgG2a)ایزوتایپ 

 .است

 هاسنجش میزان سایتوکاین

هـاي  کیـت از IFN-γ و IL-4 هـاي سـایتوکاینی  براي بررسی پاسـخ 

) Mabtech( هاي موشـی تجاري اختصاصی اندازه گیري سایتوکاین

استفاده شد. با توجه بـه پروتکـل کارخانـه سـازنده،     به روش الایزا 

اسـت.  سـایتوکاین یکسـان    2مراحل انجام تست براي سنجش هر 

 100کـه  بـود  طـور خلاصـه بـه ایـن صـورت      ه مراحل انجام کار ب

 1:1000میکرولیتر از آنتی بادي اختصاصی هر سایتوکاین با رقـت  

 4ه در هر پلیت اضافه شد و یک شـب در دمـاي   به صورت جداگان

 200. پس از شستشو و اضافه کـردن  شددرجه سانتی گراد انکوبه 

ها یک ساعت در دمـاي اتـاق   میکرولیتر از بافر مسدودکننده، پلیت

  .شدندانکوبه 

هـاي سـرم داخـل    میکرولیتـر از نمونـه   50 پس از شستشو، مقدار

دمـاي اتـاق انکوبـه شـدند.     ساعت در  2ها ها ریخته و پلیتچاهک

 1:1000بـا رقـت    Detection Antibodyمیکرولیتر از  100سپس 

میکرولیتـــر از  100بـــه هـــر چاهـــک اضـــافه شـــدند. ســـپس 

Streptavidin-HRP پـس از انکوباسـیون و شستشـوي    . شدا اضافه

) به هـر چاهـک   TMB( میکرولیتر از محلول سوبسترا 100مجدد، 

میکرولیتر از محلـول   100. در نهایت شداضافه و در تاریکی انکوبه 

(اسید سولفوریک) به هر چاهـک اضـافه و بلافاصـله     متوقف کننده

نـانومتر   450ها بـا الایـزا ریـدر در طـول مـوج      چاهک ODمقدار 

  خوانده شدند.
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  هاآماري داده تحلیل

استفاده شـد.   Graphpad prism 8ها از نرم افزار جهت تحلیل داده

  .دندش ـتحلیـل  بر اساس میـانگین سـه بـار تکـرار      هاي کمیداده

هـاي  معیـار و داده هاي کمی بـه صـورت میـانگین و انحـراف     داده

هـاي کمـی از   داده .ندکیفی به صورت فراوانی و درصد خلاصه شد

لحاظ دارا بودن توزیع نرمال بررسـی و در صـورت داشـتن توزیـع     

 (One-Way ANOVA) اریانس یک طرفـه نرمال، از آزمون آنالیز و

  .   استفاده شد 05/0کمتر از  يداربا سطح معنی t-testو 

  

  هایافته

 تخلیص پروتئین نوترکیب

بر روي  زیننتایج حاصل از تخلیص پروتئین نوترکیب اتولی

ران شد تا باندهاي حاصله مشاهده و  SDS-PAGE %12ژل 

ید شده با وزن پروتیین نوترکیب تول .)1(شکل شدند تایید 

  کیلو دالتون تایید شد. 43تقریبی 
  

 
  SDS-PAGEنمونه تخلیص پروتئین بر روي ژل . 1شکل

(کنترل  : لیزات باکتریایی حاصل از کلون نوترکیب القاء نشده1چاهک 

: لیز باکتریایی پس از القاء با بافردناتوره کننده،  2 و 3بیان)، چاهک 

: 8،7،6ا بافر شستشو چاهک : مراحل شستشوي ستون ب4 و 5چاهک 

و خارج سازي اتولیزین نوترکیب از ستون تخلیص با  Elutionمراحل 

  : سایز مارکر   Mرزین نیکل ،چاهک 

  

  هاآنالیز سایتوکایننتایج 

بین گروه دریافت کننده نشان داد که IFN-γ نتایج بررسی  

- یتفاوت معن PBSدریافت کننده  آلوم با گروه- اتولیزین

بین گروه دریافت . همچنین )p=0011/0(د دارد وجوداري 

در  PBSبا گروه دریافت کننده  مونتاناید- کننده اتولیزین

 .)>0001/0p( داري مشاهده شدیتفاوت معن IFN-γمیزان 

آلوم با گروه دریافت - بین گروه دریافت کننده اتولیزیناما، 

وجود نداشت داري یمونتاناید تفاوت معن- اتولیزینکننده 

)64/0p=( ) 1نمودار(.  
  

 
  IFN-ɣپاسخ هاي ایمنی سایتوکاین . 1نمودار 

  

آلوم با گروه - بین گروه دریافت کننده اتولیزینIL-4 نتایج بررسی 

 ).p=03/0( نشان داد را داريیتفاوت معن PBSدریافت کننده 

گروه با  مونتاناید- بین گروه دریافت کننده اتولیزینهمچنین 

داري مشاهده یتفاوت معنIL-4 در میزان  PBSدریافت کننده 

آلوم با گروه - بین گروه دریافت کننده اتولیزیناما  )،p=02/0( شد

داري نشان داده یمونتاناید تفاوت معن- اتولایزیندریافت کننده 

  .)2نمودار () p=99/0( نشد

  IL-4هاي ایمنی سایتوکاین پاسخ .2نمودار 

  

  IgGسنجش آنتی بادي توتال 

- ین کوت شد و از تمامی سرمدر مرحله اول پروتئین اتولیز

ها به عنوان نمونه براي سنجش استفاده شد. بررسی نتایج 

آلوم و - نشان داد که بین گروه دریافت کننده اتولیزین

در تمامی  PBSمونتاناید با گروه دریافت کننده - اتولیزین

اما بین گروه  ).p>0001/0( است داریها تفاوت معنرقت

م با گروه دریافت کننده آلو- دریافت کننده اتولیزین
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داري یها تفاوت معنمونتاناید، در تمامی رقت- اتولیزین

 .)3نمودار () p<05/0( مشاهده نشد

   Total IgGهاي ایمنی آنتی باديپاسخ. 3نمودار 

 

  IgG1هاي ایمنی ایزوتیپ پاسخ .4نمودار 

  

  IgG2aو  IgG1بادي سنجش آنتی

نشان داد که گروه IgG1 نتایج حاصل از بررسی ایزوتایپ 

- اتولیزینمونتاناید و - دریافت کننده فرمولاسیون اتولیزین

داري یافزایش معن PBSنسبت به گروه دریافت کننده  آلوم

 ).4نمودار ( )p>0001/0( نشان دادندIgG1 را در سطح 

- هاي دریافت کننده فرمولاسیون اتولیزینبین گروه

آلوم - مونتاناید نسبت به گروه دریافت کننده اتولیزین

  ). p=09/0( مشاهده نشدIgG1 داري در سطح یافزایش معن

نسبت آلوم –اتولیزین  بین گروه دریافت کننده فرمولاسیون

افزایش   IgG2aدر سطح  PBSدههاي دریافت کننبه گروه

گروه  بین همچنین). p=03/0( داري مشاهده شدیمعن

نسبت به مونتاناید - اتولیزیندریافت کننده فرمولاسیون 

 داري مشاهده شدیافزایش معن PBS گروه دریافت کننده 

)02/0=p.( اما بین گروه دریافت کننده فرمولاسیون 

- اتولیزینافت کننده هاي درینسبت به گروهآلوم - اتولیزین 

 شدنمشاهده  IgG2a داري در سطحیافزایش معن مونتاناید

)14/0=p () 5نمودار.(  

  IgG2پاسخ هاي ایمنی ایزوتیپ  .5نمودار 

  

  بارمیکروبی

موش از هر گروه به  4سه روز پس از چالش باکتریایی، 

، هادن موشپس از کشته ش وانتخاب  صورت کاملا تصادفی

ها در هر ها خارج شد و تعداد باکتريحال آنکبد و ط کلیه،

  ارگان سنجیده شد.

همراه  واکسنکاندید  هاي واکسینه شده با در گروه

ترل هاي کن، در مقایسه با گروهادجوانت آلوم و مونتاناي

 ها مشاهده شدمیزان باکتري کمتري در اندام

)0001/0<p(.  

فرآیند  يدهد که قدرت القاینتایج این قسمت نشان م

اپسونوفاگوسیتوزیس و همچنین کاهش بار باکتریایی در 

هاي واکسینه با فرم فرموله شده در ادجوانت ها و ارگانبافت

  .بیشتر است و آلوم  مونتاناید

نسبت آلوم - اتولیزین بین گروه دریافت کننده فرمولاسیون 

- اید تفاوت معنیمونتان- اتولیزینهاي دریافت کننده به گروه

مشاهده  هاي مختلفداري در میزان بار باکتري در ارگان

  ).6نمودار () p<05/0(  شدن

  زان بقامی

واسطه تاثیرگذاري ه در این قسمت، چالش میکروبی ب

مونتاناید علیه دوز - آلوم و اتولیزین- واکسن کاندید اتولیزین

دست آمده نشان ه انجام شد. نتایج ب MRSAعفونی کننده

  دریافت کرده بودند، در  PBSهایی که از موش %70 د کهدا
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هاي اصلی واکسن روز بعد از چالش مردند. درگروه 2طول 

میزان مرگ و میر کمتر ، به همراه ادجوانت آلوم و مونتاناید

 روز زنده 30ها در طی از موش %86و  %80بود و به ترتیب 

سطح  هاي مورد مطالعهماندند. نتایج نشان داد که گروه

بالایی از حفاظت اختصاصی ایمنی را در برابر مدل 

  . )7نمودار ( دهندباکتریمی عفونت نشان می

  

  بحث

در این مطالعه از مولکول اتولیزین به عنوان کاندید واکسن 

و پاسخ آنتی بادي ضداتولیزین را در مقابل عفونت  شد استفاده

مطالعه . همچنین در این بررسی قرار دادیمهاي تجربی مورد 

شد. فرموله   ISA-266ژن با دو ادجوانت آلوم ومونتانایدآنتی

وانت بسیار خوبی براي ادج ،د که آلومندهمطالعات نشان می

. در واقع جذب پروتئین در استهاي آنتی بادي القاء پاسخ

. در ادامه به شودمنجر به رسوب در محل تزریق می سطح آلوم

ت چند هفته با آنتی ژن، دلیل تحریک سیستم ایمنی براي مد

در مطالعات متعددي  کند.سطح پاسخ ایمنی افزایش پیدا می

هاي انسانی مورد استفاده قرار گرفته و ادجوانت آلوم در واکسن

هاي آنتی بادي شناخته به عنوان ادجوانت براي القاء پاسخ

د که پاسخ آنتی نده. این مطالعات نشان می)14,15( شودمی

هاي استافیلوکوکوس اورئوس بسیار بادي در کنترل عفونت

حائز اهمیت است، به همین دلیل از ادجوانت آلوم در یکی از 

هاي ایمنی هاي تجربی، به منظور بررسی توان القاء پاسخگروه

  

 
ها به ها  در انداماد  باکتريهاي ایمن و غیر ایمن (نتایج به صورت میانگین تعدهاي موشها دربافت ارگانمیانگین تعداد باکتري. 6نمو.دار 

  خطاي استاندارد نشان داده شده است).صورت

  

 
 .MRSAمیزان بقا گروه هاي مورد آزمایش بعد از چالش با دوز عفونی کننده . 7نمودار 
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-ISA استفاده شد. مطالعات متعددي نشان داده که مونتاناید

سلولی را دارد  هاي ایمنی هومورال وتوانایی القاء پاسخ 266

  ISA-266. در این مطالعه همچنین از مونتاناید )17, 16(

زیرا در کنترل عفونت استافیلوکوك هم ایمنی  شد،استفاده 

 .داردهومورال وهم ایمنی سلولی نقش 

ها شاخصی از نوع الگوي از آنجایی که افزایش بیان سایتوکاین

توان از سایتوکاین ها به عنوان ، میاستپاسخ سیستم ایمنی 

ها هایی جهت شیفت پاسخ ایمنی متعاقب واکسنشاخص

 IL-4شاخص ایمنی سلولی و  IFN-γ .)18(د کراستفاده 

 به IFN-γهمورال است، به طوري که نسبت  شاخص ایمنی

IL-4 هاي یک شاخص براي تعادل پاسخ Th1 بهTh2   است

 د کهندهازسوي دیگر مطالعات متعددي نشان می )19, 18(

IL-4 با افزایش آنتی بادي و IFN-γ ک سیستم ایمنی با تحری

هاي استافیلوکوك نقش سلولی در کنترل و پاکسازي عفونت

 inاما باید به این موضوع توجه داشت که درمحیط  .)20( دارد

vivo گر نوع پاسخ ایمنی ایجاد تواند نمایانیک سایتوکاین نمی

ست اه سایتوکاینی شده علیه عامل پاتوژن باشد، بلکه یک شبک

در مطالعه حاضر . )21(کند میتعیین را که نوع پاسخ ایمنی 

نشان داد که در این پروفایل   IFN-γ نتایج حاصل از

هاي دریافت کننده سایتوکاینی تفاوت چندانی بین گروه

هاي دریافت کننده نیز بین گروه IL-4واکسن مشاهده نشد. در

  Campbellبه طوري که  اوت واضحی مشاهده نشد.واکسن تف

اي هاي تک هستهاي که روي سلولهمکارانش طی مطالعه و

خون کودکان مبتلا به درماتیت اتوپیک ناشی از استافیلوکوك 

اورئوس انجام دادند، علی رغم افزایش پاسخ تکثیري، کاهش 

را نسبت به گروه  IL-4دار یو افزایش معن IFN-γدار یمعن

  .)22( کنترل گزارش کردند

هاي ها نشان داد که همه گروهدر نهایت نتایج سایتوکاین

 را داشته اند، IFN-γ وIL-4 دریافت کننده واکسن توانایی القاء

  دار بود.یمعن PBSها این اختلاف با گروه که در این گروه

ادي توتال نشان داده است که نتایج حاصل از بررسی آنتی ب

گروه تجربی کاندید واکسن فرموله شده با اتولیزین و مونتاناید 

؛ شد PBS دار آنتی بادي توتال نسبت بهیموجب افزایش معن

) 1:2560الی  1:20ها (دار در تمام رقتیاین تفاوت معن

 مشاهده شد.

ها، گروه کاندید واکسن اتولایزین + همچنین در تمامی رقت

داري را در سطح توتال یافزایش معنPBS آلوم در مقایسه با 

دهد که در گروهاي این نتایج نشان می داد. آنتی بادي نشان

مونتاناید - ویژه گروه واکسن اتولیزینه ب ،تجربی کاندید واکسن

با افزایش سطح توتال آنتی بادي  ،آلوم- و گروه واکسن اتولیزین

ها سل Bبوسیله تحریک  موجب تقویت پاسخ هاي ایمنی ذاتی

هاي تولید کننده آنتی بادي و متعاقب آن تولید پلاسماسل

-یهاي تام به طور معنباديشده است. در نتیجه با تولید آنتی

توان دریافت که آنتی هاي واکسن تجربی میدار در این گروه

با فعال کردن کمپلمان ) IgM( ویژه ایمنوگلوبولینه ها ببادي

نوترالیزاسیون عفونت استافیلوکوکی نقش موثر  در سیتولیز و

و همکارانش  Haghighatاي که توسط داشته است. در مطالعه

مشاهده شد فرمولاسیون  انجام گرفت،  2017 در سال

 اتولیزین با ادجوانت فروند موجب تقویت پاسخ ایمنی همورال،

هاي کاهش میزان باکتري در ارگان افزایش سطح آنتی بادي،

 MRSAکشنده  زها دربرابر دوموش يو افزایش بقا داخلی

  .)10( که نتایج حاصله با مطالعات آنها هم خوانی داشت د،ش

توان این گونه نتیجه گرفت که با افزایش تولید در پایان می

ها (که شامل تمامی ایزوتایپ هاي آنتی بادي باديتوتال آنتی

شود) ایمنی همورال با تمام عملکردهاي بیولوژیک خود از می

، سیتولیز ADCCوسیله مکانیسم ه جمله نوترالیزاسیون ب

ها ها با تحریک موثر کمپلمان و اپسونیزاسیون پاتوژنپاتوژن

هاي فاگوسیت کننده توانسته به طور براي عملکرد بهتر سلول

ی ایفاي نقش هاي استافیلوکوکسازي عفونتموثري در پاك

کند. در این میان اما، ادجوانت روغنی مونتاناید با قدرت 

هاي ایمنی همورال را در بیشتري نسبت به آلوم توانسته پاسخ

اند مطالعات نشان داده بادي توتال ایجاد کند.قالب تولید آنتی

که ادجوانت روغنی مونتاناید با افزایش تیتر آنتی بادي قادر 

  .)23(ایمنی را تحریک کند  است تا پاسخ سیستم

 شو همکاران Seung I. Jangطالعه دیگري ، همچنین در م

تواند میزان می ISA71VGکه ادجوانت مونتاناید  دنشان دادن

آنتی بادي و متعاقب آن پاسخ ایمنی سلولی را افزایش دهد. 

د که ادجوانت نکنسایر مطالعات نیز این مطلب را تصدیق می

 روغنی مونتاناید قادر است تولید آنتی بادي را افزایش دهد

)23 ,24(.  

نشان داد که  IgG1نتایج حاصل از بررسی آنتی بادي ایزوتایپ 

گروهی که فرمولاسیون اتولیزین به همراه مونتاناید را دریافت 

داري را در سطح یافزایش معن PBS نسبت به گروه ،کردند

IgG1 اي، نشان دادند. در مطالعهGupta نشان  شارانو همک

دادند که ادجوانت آلوم و ترکیبات آن (آلومینیوم هیدروکسید 

  Th2و آلومینیوم فسفات) پاسخ ایمنی سلولی را به سمت 

. این )25( دهدرا افزایش می IgG1برد و تولید آنتی بادي می

آنتی بادي علیه عفونت ناشی از استافیلوکوك در بدن وظایف 

، فعال کردن ADCCمتعددي از قبیل شرکت در فرایند 

. )26( سیون و خنثی سازي را بر عهده داردکمپلمان، اپسونیزا
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و همکارانش نشان دادند  Kwon ،2018طوري که در سال  به

علیه درماتیت آتوپیک ناشی از   Thymolکه استفاده از داروي 

تولیدي علیه  IgG2aاستافیلوکوك سبب کاهش سطح سرمی 

، 2018اي دیگر در سال  در مطالعه. )27(شود این عفونت می

Santos  و همکارانش ارتباط بین تولیدIgG2a  و کاهش بار

نتایج حاصل از این  .)28( باکتري استافیلوکوك را نشان دادند

هاي واکسینه توانستند آنتی بادي نیز نشان داد همه گروه

  سبب القاي این زیرکلاس آنتی بادي شوند.

 2019و همکارانش در سال  Kalaliاي که توسط در مطالعه

توانست در روش ایمنی  انجام گرفت، آنتی بادي ضد اتولیزین

زایی غیرفعال باعث افزایش فعالیت اپسونوفاگوسیتوز و کاهش 

هاي داخلی شود که نشان دهنده این بار میکروبی در ارگان

هم در  ،کاندید کتوان به عنوان یاست که از این مولکول می

هاي ناشی از استافیلوکوك پیشگیري و  هم در درمان عفونت

  .)2( استفاده کرد ،اورئوس

ز آزمون بارمیکروبی نشان داد در همین رابطه، نتایج حاصل ا

-آلوم و اتولیزین-که استفاده از واکسن کاندید اتولیزین

مونتاناید توانسته است به میزان قابل توجهی، بار میکروبی را 

توان گفت که اتولیزین به ها کاهش دهد. بنابراین، میدر ارگان

عنوان پروتئین مشتق شده از باکتري استافیلوکوکوس اورئوس 

هم افزایی و تشدید اثر واکسن آلوم و مونتاناید در موجب 

کاهش بار میکروبی در ارگان هاي داخلی شده است. همچنین، 

-در این مطالعه چالش میکروبی نشان داد که واکسن اتولیزین

درصدي  86تا  80مونتاناید منجر به بقاء- آلوم و اتولیزین

از دریافت کرده بودند.  این سطح  MRSAهایی شد که موش

هاي حفاظت ایمنی به میزان چشمگیري در ارتباط با واکسن

مزبور دیده شد. بنابراین با توجه به نتایج بیان شده در بالا 

توان دریافت که پروتئین اتولیزین از یک سو با کاهش می

هاي داخلی و از سوي دیگر با افزایش بارمیکروبی در اندام

بقاء شده است،  هاي حفاظتی که منجر به افزایشرسطح پاسخ

-تواند گزینه مناسبی به عنوان کاندید واکسن علیه عفونتمی

  هاي استافیلوك اورئوس باشد. 

اتولیزین به عنوان یک توان نتیجه گرفت که از این مطالعه می

کاندید واکسن، توانست میزان آنتی بادي را نسبت به گروه 

هاي کنترل افزایش دهد و همچنین میزان بقاء را در گروه

. همچنین این واکسن دهدافزایش MRSAدریافت کننده 

هاي داخلی کاهش دهد. میکروبی را نیز در اندام توانست بار

دهد که اتولیزین قابلیت نتایج مطالعه حاضر نشان می بنابراین،

  د. کاندید  مناسب واکسن را دار

  

  تشکر و قدردانی

لـوم و  هـاي داروسـازي و ع  از تمامی پرسـنل محتـرم دانشـکده   

هاي نوین دانشـگاه آزاد اسـلامی واحـد علـوم پزشـکی      فناوري

انسـتیتو پاسـتور و آزمایشـگاه     تهران، انستیتو پاسـتور تهـران،  

تحقیقـاتی آرك کــه بــا شـکیبایی و صــبر همکــاري لازم را بــا   

  .کمال تشکر و قدردانی را دارم ،اینجانب داشتند
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