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Title: Immunological evaluation of OMP-F vesicle of Pseudomonas aeruginosa CSBPI: 16-190 as a 
protective vaccine in mice model 
Authors: Ahmadi H,(PhD); Tabaraie B,(PhD); Nejati M,(M.Sc); Siadat SD,(PhD); Pormirzagholi 
F(BSc). 
Introduction: Prevention and control of  Pseudomonas aeruginosa  infections are still among 
serious nosocomial problems worldwide, since chemotherapeutic control of the infection generally 
fails. Therefore, using a safe and reliable vaccine against all wild Pseudomonas aeruginosa serotypes 
is the only solution to overcome this problem. 
Methods: 300 Pseudomonas aeruginosa strains were isolated from patients admitted to four 
Tehran hospitals. Using standard O-specific typing sera, they were all grouped in 16 out of 17 known 
Pseudomonas aeruginosa serotypes. The 16 serotypes were lyophilized and each given a code 
according to the Collection of Standard Bacteria of Pasteur Institute of Iran (CSBPI) for further 
investigation. Among all clinical samples, CSBPI: 16-190 was the most prevalent Pseudomonas 
aeruginosa serotype which showed a high agglutination titer against homologous O-specific typing 
sera. This serotype was selected for extraction of Pseudomonas aeruginosa major outer membrane 
vesicles (OMP-F).OMP-F vesicles were extracted and purified by deoxycholate ultracentrifuge- 
differentiation technique. After molecular evaluation, protective activities and safety of the OMP-F 
vesicles were determined in animal models. 
Results: Preset investigation reveals that, purified OMP-F vesicles of Pseudomonas aeruginosa 
CSBPI: 16-190 is able to induce a high level of protection against all 16 live homologous and 
heterologous native Iranian Pseudomonas aeruginosa serotypes. Besides, it was pyrogen free and did 
not produce any detectable abnormal toxicity in rabbits, mice and guinea pigs. 
Discussion: The results showed that purified OMP-F vesicles of Pseudomonas aeruginosa CSBPI: 
16-190 can be considered a safe and protective immunogen in vaccine therapy against infections 
caused by all native Pseudomonas aeruginosa immunotypes in Iran. 
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  چکیده
های بیمارسـتانی      آئروژینوزا یکی از معضلات عمده در عفونت       سودوموناسکنترل و پیشگیری عوارض ناشی از عفونت         :مقدمه

. گـردد  ها غالبأ با شکست روبرو می       بیوتیک  ویژه با تجویز آنتی     های بیمارستانی به    درمانی عفونت   زیرا دارو . در سراسر جهان است   
زیان و مؤثری است که بـدن را علیـه             آئروژینوزا مصرف واکسن بی    سودوموناسبنابراین تنها راه جلوگیری از عوارض ناشی از         

  .های مختلف بومی حفاظت نماید کلیه سروتیپ
ی یگونه سودوموناس آئروژینوزا ایزولـه و شناسـا        300 ،های تهران      شده از بیمارستان   آوری   جمع بالینیهای     از نمونه  :روش کار 

 سـودوموناس  سروتیپ شناخته شـده      17 سروتیپ از    16 جملگی در    (O)های اختصاصی سماتیک      سرم  ، با استفاده از آنتی    گردید
 هـای   کتری در کلکسیون بـا    و  شده  لیوفلیزه  سروتیپ انتخابی  16 ، کشت خالص  و تهیه گذاری     پس از کد   .نوزا قرار گرفتند  آئروژی

 هـای  تیپسـرو تـرین    شـایع  یکـی از کـه :CSBPI 16-190سروتیپ  . گردیدندنگهداری )(CSBPI انستیتو پاستور ایراناستاندارد
عنوان مدل     به ،دهد  سرم اختصاصی خود نشان می       با آنتی   را نوزا را تشکیل داده و بیشترین واکنش سرولوژیک       یروژآئ سودوموناس
 وزیکـول بـه روش      OMP-F. نوزا انتخاب گردیـد   یروژآئ سودوموناسارجی دیواره سلولی     وزیکول لایه خ   OMP-Fجهت تهیه   

 از بررسـی    پـس .  اسـتخراج شـد    :16CSBPI- 190سروتیپ  ی  جـــ خار یاز غشا  یــاولترا سانتریفیوژ افتراق  -کولاتسی  دزاک
  .فتزیانی آن در مدل حیوانات آزمایشگاهی مورد بررسی قرار گر ظتی و بیا فعالیت حفملکولی،
 علیهرا  قابل توجهیظتی ا فعالیت حف:16CSBPI-190 تخلیص شده از سروتیپ OMP-Fدهد که   حقیق حاضر نشان می    ت  :نتـایج 

50LD×2   زا نبوده   دهد به علاوه تب     از خود نشان می   ران  یهمولگ و هترولگ زنده بومی ا     نوزا  یروژآئ سودوموناس سروتیپ   16 از
  .باشد می موش و خوکچه هندیگوش،  خرو فاقد هرگونه سمیت قابل سنجش در

 سـودوموناس  خـارجی دیـواره      ی وزیکـول غـشا    OMP-Fدهد کـه      ارزیابی نتایج حاصل از تحقیق انجام شده نشان می         :بحث
های ناشی از آلـودگی       فاظتی علیه عفونت   ح ژنی مفید و مؤثر با طیف وسیع      ایمونوعنوان    توان به    را می  :16CSBPI-190نوزا  یروژآئ

  .کار گرفت نوزا بومی ایران بهیروژ آئسودوموناسمختلف های  سروتیپ
  

   . واکسن، آئروژینوزاسودوموناس ، وزیکولOMP-F: گاناژو گل
  
 

  مقدمه
 هـای   بـاکتری تـرین     نوزا یکـی از شـایع     یروژآئ سودوموناس

های نوزوکومیالی است که همواره کنترل  طلب در عفونت  فرصت
ضلات بهداشـتی در    و پیشگیری عوارض ناشی از آن از زمره مع        

انگلـی و   (زیـستی    ماهیـت دو  ). 1(رود    شمار می   سراسر جهان به  
نـوزا سـبب گردیـده تـا میـزان          یروژآئ سـودوموناس ) ساپروفیتی

 مبتلایـان بـه     ،گسترش شیوع آن در بیماران سوانح و سوختگی       
ــروزا  ــستیک فیب ــتی وسی ــص   ، نئوپلاس ــه نق ــتلا ب ــراد مب  اف

انـد    حـی قـرار گرفتـه      کسانی که تحت عمـل جرا      ،ایمنی سیستم
های مصنوعی در بدن      بیمارانی که پیوند اعضا داشته یا دستگاه      و

   ).1-3(آنها کار گذاشته شده است، بسیار بالا باشد 

  
 سـروتیپ شـناخته شـده       17نـوزا دارای    یروژآئ سودوموناس

  و  پوسـت   ، خاک ، آب ، اگر چه انتشار هر یک از طریق هوا        .است
ا انتقال فعال نوزوکومیالی آنها غالباً      پذیر است ام    البسه نیز امکان  

ــومی پرســنل    ــوازین بهداشــت عم ــت م ــدم رعای ــت ع ــه عل ب
 بیماران ناقل و استفاده از تجهیزات پزشـکی آلـوده           ،بیمارستانی

 ی بـه علـت مـصرف      سودوموناس ـ کنترل سریع عفونت     .باشد  می
های  بیوتیک ویژه علیه آنتی رویه دارو و مقاومت دارویی بالا به       بی

به این جهت است کـه      . گردد  رو می ب غالباً با شکست رو    ،لمتداو
منظـور    زیان و مؤثر بـه      تراپی بیماران با واکسنی بی    ایمونوامروزه  
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  ... وزیکول OMP-Fارزیابی ایمونولوژیکی 40

 بـسیار    آئروژینـوزا  سـودوموناس جلوگیری از عـوارض ناشـی از        
  .)5 و 4( استامیدبخش 

 خالص و یا    1جلدی دوز مؤثری از لیپوپلی ساکارید      تزریق زیر 
ژنی فعـال   ایمونـو عنـوان     نوزا به یروژآئ موناسسودو ،دتوکسیفاید

 امـا   .)6-9(توسط بسیاری از محققان پیـشنهاد گردیـده اسـت           
هـای     و اختصاصی بـودن فعالیـت      LPS ماهیت پاتوفیزیولوژیک 

جهـت   را LPS  مـصرف ،آن های مختلف  سروتیپلوژیکایمونو
-10 (نموده است عملاً محدود یسودوموناسهای  کنترل عفونت

 خـارجی   یهای عمده غشا    ئینتی که استفاده از پروت    در صور ). 6
های گـرم   باکتری ا و سایرنوزیروژ آئسودوموناس 2دیواره سلولی

سمی بوده و سیـستم ایمنـی بـدن را فعالانـه             تنها غیر    منفی نه 
متعلق های    سروتیپ سایر   mOMPs بلکه با    ،نمایند  تحریک می 

د نـشان   لوژیـک متقـاطع از خـو      ایمونو یک گونه نیز واکنش      به
  ).11-15(دهند  می

  35-37وزیکـول بـا وزن ملکـولی         OMP-Fنظر بـه اینکـه      
 دیـواره سـلولی     خـارجی  ی پـروتئین غـشا    تـرین   دالتون عمده  ولکی

 آن را   تـوان   دهد بنابراین می    نوزا را تشکیل می   یروژآئ سودوموناس
نوتراپی بیمـاران علیـه     ی مفید و مـؤثر در واکـس       کاندیدیعنوان    به

  شــمار آورد نــوزا بــهیروژآئ ســودوموناستلــف هــای مخ ســروتیپ
  .)17 و 16و 11(

  
  روش کار
توسـط محـیط انتقـالی        : باکتری و شرایط کـشت     سروتیپ

  آئروژینـوزا  سودوموناس یبالین نمونه   300 ،شده  کاری بلر اصلاح  
 ،طالقـانی   ،خمینـی  چهار بیمارسـتان امـام       بستری در از بیماران   
 پـس از  .گردیـد آوری     جمـع  و سوانح و سوختگی تهران     شریعتی

شـرکت   (ر آگـا  سودوموناسدر محیط اختصاصی    ها    کشت نمونه 
 (O) هـای سـماتیک     سـرم    از کیت کامل آنتی    استفاده با   ،)مرک

 کـه بـه     شـد مـشخص   ) دیفکـو شرکت  (نوزا  یروژآئ سودوموناس
سـروتیپ   17از     سـروتیپ  16جملگی در    ،14 سروتیپ   یاستثنا

پـس  ها    سروتیپ. دارندار  نوزا قر یروژآئ سودوموناسشناخته شده   
سـریع توسـط دسـتگاه لیوفلیزاتـور        گذاری و لیوفلیزاسیون      از کد 

هـای   سیون نگهـداری بـاکتری  ک ـکل مرکـز  در) یـد یـوزی فرو (

                                                      
1 - LPS 
2 - mOMPs 

 های باکتریـایی انـستیتو پاسـتور ایـران          بخش واکسن استاندارد  
  .ندمی نگهداری گردیدیدا 3ذخیرهصورت  به

هر یک ته شده  سلول کشاز ml108×9 شدت آگلوتیناسیون 
بـه روش    سـماتیک همولـگ      یهـا   سرم  علیه آنتی ها   از سروتیپ 

  ســـروتیپ. قرارگرفـــت مقایـــسه  لولـــه مـــوردســـرولوژیک
190-16CSBPI: ســرم نــوزا کــه بــا آنتــییروژآئ ســودوموناس  

ه و  آگلوتیناسـیون را نـشان داد     واکنش   بیشتریناختصاصی خود   
ت اسـتخراج   جه داد ها را تشکیل می    ترین سروتیپ  شایع یکی از 

OMP-F  گردیدانتخاباز دیواره سلولی .  
ــه ــذرتهیـــ ــرایط و بـــ ــشت شـــ ــاز  : کـــ   روتیپســـ

190-16 CSBPI:سپس  . بذر تهیه گردیدنوزایروژ آئسودوموناس
 محـیط کـشت     لیتـر  5 محتوی   لیتری 10ای     دو گالن شیشه   به

کـاملا   شـرایط  در  بذرمتر میلی 50 ،)18 (سودوموناسسنتتیک 
ــتریل ــافهاس ــد  اض ــالن .گردی ــای  گ ــا در دم  دور و oC1±36ه

rpm1200 )انتهـای فـاز    در  . قـرار گرفتنـد    ) مغناطیـسی  زن  هم
 ،و اطمینـان از پـاکی کـشت       ) ساعت 16تقریباً  (لگاریتمی رشد   

 ـ oC4 دمـای  و g×6000 تـوده سـلولی در    دقیقـه  90مـدت  ه ب
شستـشو    سـه بـار  =PBS)2/7(pH  و توسط گردید وژسانتریف

  .شد
ــتخراج ــیص اس ــشنهادی   :OMP-F و تخل ــق روش پی طب

 بـا اسـتفاده از دزاکـسی کـلات و           ،)1996(کلاسن و همکاران    
  اسـتخراج و تخلـیص گردیـد       OMP-Fلتراسانتریفوژ افتراقی   وا
ــتفاده از روش   . )19( ــا اس ــپس ب ــوکال SDS-PAGEس ز رتروف
 هـای اسـتاندارد   مارکرکارگیری هب  و%10 ژل رد) 1970:لالامی(
و  سـنجش    OMP-Fملکـولی   درجه خلـوص و وزن      ) یاسامارف(

   ).1شکل( گردیدمحاسبه 
  
  
  
  
  
  

ــکل  ــوی -1شـــ ــورز SDS-PAGE الگـــ  OMP-F الکتروفـــ
 در ژل :16CSBPI-190 نوزا سروتیپیروژآئ سودوموناس وزیکول

ین ـ  یمارکرهای اسـتاندارد بـا وزن ملکـولی پـا    : 1 ـ ستون  %10

                                                      
3 - Stock 
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ــتون  ــب  3 و 2س ــه ترتی ــروتئین  4 و 2 ب ــرم پ  OMP-F میکروگ
  وزیکول

  روشبر اساس    وزیکول   OMP-Fین  ئپروت :ینئ پروت سنجش
  ). 20( سنجش قرار گرفت مورد ) اصلاح شدهلوری(پیترسون 

به یک   :بادی هیپرایمیون در خرگوش      سنتز آنتی  یتوان القا 
 2 الـی    5/1لنـدی بـا وزن       تایی از خرگوش سفید نیـوز        گروه سه 

 ســودوموناس وزیکــول OMP-F میکروگــرم از 500 ،وگرملــیک
جوانـت فرونـد کامـل    دبه همراه ا:CSBPI 16-190نوزا یژروآئ
 تزریق  148 و   58 ،28 ،1ای در روزهای      صورت داخل ماهیچه    به

 خون هـر یـک از      ،پس از یک هفته بعد از آخرین تزریق       . گردید
هـای    سـرم   آوری شـده و آنتـی       ها از طریق قلـب جمـع        خرگوش

OMP-F     سـپس واکـنش رسـوبی      .  وزیکول مخلـوط گردیدنـد
  خـالص طبـق روش ژل      OMP-Fرم هیپرایمیـون علیـه      س  آنتی

در آگــاروز مــورد ارزیــابی قــرار ) 21(دیفیــوژن اخترلــونی ایمونو
  .گرفت

لنـد و   ایـن آزمـون طبـق روش گیـل         :سازی غیرفعـال    ایمن
  ).22( انجام گرفت) 1984(همکاران 
 بـا : های همولگ و هترولگ     سازی فعال علیه سروتیپ     ایمن

 تـوان حفـاظتی     ،)1978(و همکاران    یراستفاده از مدل حیوانی پ     
  نــــوزایروژآئ ســــودوموناس وزیکــــول OMP-Fفعــــال 

190- 16CSBPI:  های زنده همولـگ و هترولـگ         علیه سلول
  .)23( مورد ارزیابی قرار گرفت

 ســودوموناس ســروتیپ 16هــر یــک از  :LD 50محاســبه
های تهران را بـه مـدت        آوری شده از بیمارستان     نوزا جمع یروژآئ

 BSهـا توسـط       کـشت داده، سـلول     آگارنت  ینوتر در ساعت   18
)2/7(pH= ت نـوری   ظلغ 2/0سپس تعلیقی معادل    . شد ه شست

تهیه =PBS )2/7 (pH  نانومتر از هر یک در600 در طول موج
  .گردید

50LD    ها با تزریق دوزهای مختلفـی از          هر یک از سروتیپ
 روش رد و مـونچ    ی از موش بـه      یتا سههای زنده به گروه      سلول

 از  50LDطوری که میانگین دو برابر      به. محاسبه گردید ) 1938(
 سـلول   5 ×108نوزا تقریباً معادل  یروژآئ سودوموناس سروتیپ   16

  ).7( لیتر بدست آمد زنده در میلی
ایــن آزمــون طبــق روش پیــشنهادی در  :آزمــون پیروژنــی

 جهت اثبات عـدم     )1973(گزارش فنی سازمان جهانی بهداشت      
 وزیکول خالص انجـام     OMP-Fزا در     ل تب وجود احتمالی عوام  

  .)24( پذیرفت

 ،)1965 ( طبق روش کریج   :آزمون ایجاد حساسیت در پوست    
، 5جلدی   ایجاد حساسیت آنی و یا تأخیری در پوست، با تزریق زیر          

   PBSلیتــــر   میلــــی1/0 میکروگــــرم در 150 و 100، 50، 25
)2/7(pH=   ازOMP-F          وزیکول و مشاهده محـل تزریـق بـه 

  .)25(  ساعت مورد بررسی قرار گرفت72  و48، 24، 4 مدت
ایـن آزمـون جهـت تعیـین         :نرمـال  آزمون ایجاد سمیت غیر   

 خـارجی   یهای خالص غشا    وزیکول OMP-Fزیانی مصرف    بی
  .انجام گردید موش  ودیواره سلولی در خوکچه هندی

  نتایج
نـوزا جهـت    یروژ آئ سـودوموناس انتخاب سـروتیپ مناسـب      

ــق حاضــر د :OMP-Fاســتخراج  ــین ر تحقی  ســروتیپ 16از ب
ــوزا ســروتیپ یروژآئ ســودوموناس ــا  :16CSBPI-190ن کــه ب

تـرین    شـایع یکـی از  ، بـالینی  نمونـه 300از ابتلا  درصد 94/18
 ـ هـای  سروتیپ  و بـا    در چهـار بیمارسـتان تهـران بـوده        اتوژن  پ

صد واکـنش     در    صد 320یز در تیتر    نسرم همولگ سماتیک      آنتی
 OMP-F جهت اسـتخراج     .ددا از خود نشان    ) 4(+آگلوتیناسیون  
   . خارجی دیواره سلولی انتخاب گردید یوزیکول غشا

SDS-PAGE الکتروفورز  OMP-F:     1 چنانچـه در شـکل 
 خـالص   OMP-Fگردد الگوی حرکت الکتروفورزی       مشاهده می 

ــه روش دزاکــسی کــلات    ژل  از3 و 2، در ســتون)19(شــده ب
SDS-PAGE 10 %  ــدو ــد در مح ــک بان ــامل ی  37-39ده ش

 مارکرهــای 1 بــوده و ســتون OMP-F کــهکیلودالتــون اســت
  .ین استیاستاندارد با وزن ملکولی پا

 OMP-Fانتشار دوگانـه     :وژن در ژل آگارز   یدیفایمونوآزمون  
ــروتیپ   ــده از س ــتخراج ش ــودوموناس :16CSBPI-190اس  س

سرم هیپرایمیون خرگوش تهیه شـده از آن،          نوزا علیه آنتی  یروژآئ
ی مشخصی را در ژل آگـاروز ایجـاد نمـوده اسـت             واکنش رسوب 

بـادی    آنتی ز در سنت  OMP-Fی  یاین آزمون توان القا   ). 2شکل  (
  .دهد همولگ در بدن حیوان را نشان می

  
  
  
  
 3، و   2،  1چاهـک شـماره      :دیفیوژنایمونو آزمون ژل    -2شکل  

)µg500   از OMP-F (4چاهک شـماره     ،) خالص µg500   از BSA 
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  مجله پژوهشی حکیم

  ... وزیکول OMP-Fارزیابی ایمونولوژیکی 42

ایمیـون   سـرم هیپـر   (5 چاهـک شـماره   ،)شـاهد منفـی   به عنوان
  )OMP-Fخرگوش علیه 

 25/0تزریـق  توان حفـاظتی    ،  1 جدول :فعال سازی غیر  ایمن
ــی ــی  میلـ ــر آنتـ ــرم لیتـ ــروتیپ   OMP-F سـ ــول سـ   وزیکـ

190-16CSBPI:  ــه ــروتیپ  50LD×2را علی ــده س ــلول زن  س
190-16CSBPI:   شـده  های مورد آزمـون ایجـاد        در موش  که

که تزریق میـزان مـشابهی از     صورتی در؛دده میاست را نشان 
سرم نرمال خرگـوش در گـروه کنتـرل فاقـد هرگونـه واکـنش               

 :16CSBPI-190 سلول زنده سروتیپ   50LD×2حفاظتی علیه   
  .باشد می

 فعال در مـوش بـا تزریـق سـرم           سازی غیر    ایمن -1جدول  
  :16CSBPI-190 سروتیپ50LD×2 علیه یمیونهیپرا

تعداد   دوز چلنج  گروه
  زنده مانده

درصد زنده 
 P-Value  مانده

2× آزمایش LD50 9:10 90%  1. /..  

2× کنترل LD50 0:5 0%  1. /..  

 OMP-F تـوان حفـاظتی فعـال        2جدول   :سازی فعال  ایمن
 15و   :16CSBPI-190سـروتیپ    50LD×2را علیـه    وزیکول  

. دهـد   نـوزا را نـشان مـی      یروژآئ سـودوموناس سروتیپ هترولگ   
 میکروگـرم   10فاقیص ـداخـل    گردد تزریق   چنانچه ملاحظه می  

OMP-F       16-190 وزیکول استخراج شده از سروتیپCSBPI: 
 قادر اسـت    5 و   1های گروه اول در روزهای       به هر یک از موش    

 50LD×2ی  فاقص ـ درصد ایمنـی حفـاظتی علیـه تزریـق           100
 ـ. سلول زنده پس از یک هفته را ایجاد نمایـد       عـلاوه همـین   ه ب

 درصد ایمنی 100 الی 50ت بین   سوزیکول توان  OMP-Fمیزان  
 ســـروتیپ 15 از 50LD×2 فعـــال حفـــاظتی علیـــه تزریـــق

  .نوزا هترولگ نیز ایجاد نمایدیروژآئ سودوموناس
 =PBS )2/7(pHلیتر   میلی 1/0در صورتی که تزریق مشابه      

های گروه شاهد فاقد هرگونه ایمنـی         به موش  5 و   1در روزهای   
 ـ  50LD×2فاقی  ص ـحفاظتی علیه تزریـق داخـل        ده از  سـلول زن

  .باشد می :16CSBPI-190سروتیپ 
جهت مشاهده عدم وجود ناخالصی بیش از        :آزمون پیروژنی 

 وزیکـول، آزمـون پیروژنـی در        OMP-Fزا در     حد عوامـل تـب    
گزارش فنی سازمان جهـانی      خرگوش طبق روش پیشنهادی در    

دهـد کـه       نتایج نشان می   .)24 ( انجام پذیرفت  )1973(بهداشت  
 OMP-F از )وزن پروتئین( میکروگرم  100داخل جلدی   تزریق  

 گـرم وزن    یـک کیلـو    ی ازا نـوزا بـه   یروژآئ سودوموناسوزیکول  

خرگوش تغییری در میانگین گرمای نرمال بـدن حیـوان ایجـاد            
  .نماید نمی

با توجـه بـه نتـایج حاصـل از         : آزمون ایجاد حساسیت در پوست    
 OMP-F میکروگـرم    150 و   100،  50،  25،  5جلدی    تزریق زیر 

ــ ــروتیپ وزیک ــوش  :16CSBPI-190ول س ــت خرگ ــه پوس  ب
و یـا  )  ساعت2پس از (صورت حساسیت آنی   گونه آسیبی به    هیچ

بـه  . در پوسـت مـشاهده نگردیـد      )  سـاعت  72پس از   (تأخیری  
صـورت     وزیکول به  OMP-F میکروگرم   25علاوه تزریق مجدد    

پدیده (داخل جلدی در محل دیگر نیز واکنش حساسیت پوستی          
ــ) شــوارتزمن ــال نداشــت هرا ب ــق  در صــورتی. دنب ــا تزری ــه ب ک

50LD×1 ،50LD×2 ،50LD×5 ــروتیپ ــده سـ ــلول زنـ    از سـ
 190-16CSBPI: صـورت     پوستی نسبتاً شدیدی به    های  هصدم

 ساعت ایجاد گردیـد و    24سرخی، تورم و خشکی پوست پس از        
 سـلول زنـده سـروتیپ       50LD×50 و   50LD×10های    در رقت 

  .صورت نکروز بافت پوستی ظاهر گشت فوق این ضایعات به

 OMP-F ایجاد ایمنی فعـال در مـوش بـا تزریـق          : 2جدول  
  علیـه  :16CSBPI-190وزیکول استخراج شده از سروتیپ      

50LD×2 ســروتیپ 15 ســلول زنــده ســروتیپ همولــگ و 
  نوزایروژآئ سودوموناسهترولگ 

صد رد
 زنده مانده

ده تعداد زن
 مانده

یه چلنجوس دوز چلنج  

50 5:10 × 3  108 CSBPI: 101-1  

80 8:10 × 3  108 CSBPI: 160-2  

50 5:10 × 3  108 CSBPI: 127-3  
80 8:10 × 6  108 CSBPI: 89-4  
100 10:10 × 6  108 CSBPI: 60-5  

50 5:10 × 5  108 CSBPI: 109-6  
80 8:10 4 × 108 CSBPI: 107-7  
70 7:10 ×5  108 CSBPI: 98-8  
60 6:10 7 × 108 CSBPI: 105-9  
70 7:10 4 × 108 CSBPI: 55-10  
60 6:10 × 5  108 CSBPI: 106-11  
100 10:10 × 3  108 CSBPI: 195-12  
60 6:10 × 3  108 CSBPI: 108-13  
60 6:10 × 5  108 CSBPI: 14-15  

100 10:10 × 3  108 CSBP1: 190-16  

60 6:10 × 6  108 CSBPI: 110-17  
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  ، دوره نهم، شماره اول85بهار 

43  دکتر حجت احمدی و همکاران

دهـد کـه      نتـایج نـشان مـی      :نرمال سمیت غیر آزمون ایجاد   
 وزیکــول OMP-F میکروگــرم از 500فاقی صــتزریــق داخــل 

 یک گروه   نوزا به یروژآئ سودوموناس :16CSBPI-190سروتیپ
میـر و یـا کـاهش وزن      و   خوکچه هندی نه تنها مرگ     ی از یتا پنج

نرمال را در حیوان سبب نگردیده است بلکه نظیر شـاهد منفـی             
PBS )2/7 (pH=ای نیز در محل تزریـق و یـا    گونه ضایعه هیچ
 و نیـز   نمایـد    داخلی حیوان پس از اتوپـسی ایجـاد نمـی          یاعضا

 وزیکــول OMP-F میکروگــرم از 100فاقی صــ داخــل تزریــق
  یـک  نـوزا بـه   یروژآئ سـودوموناس  :16CSBPI-190 سروتیپ

میـر و یـا       و   ساعت سبب مرگ   72 موش پس از      از ییتا گروه پنج 
  .ها نگردیده است ی از موشکاهش میانگین وزن

  
 گیری  و نتیجهبحث

 خـارجی   یهـای عمـده غـشا      امروزه توان حفاظتی پروتئین   
)mOMPs (     منفـی    هـای گـرم    دیواره سلولی بسیاری از بـاکتری

 رسـیده   تزا علیه عوامل اتیولوژیک مربوطه کاملاً به اثبا        بیماری
  ).26 و 12-15 (است

ــ در کــی از کــه ی :16CSBPI-190 ســروتیپهایــن مطالع
نـوزا بـومی در     یروژآئ سـودوموناس هـای     تیـپ ایمونوترین   شایع

بیشترین واکنش آگلوتیناسیون را با   و بودههای تهران    بیمارستان
 ـ،دهـد   از خـود نـشان مـی    Oسـرم اختـصاصی   آنتی عنـوان  ه  ب

ثر در مدل موش مورد ارزیـابی قـرار گرفتـه       ؤ مفید و م   ژنایمونو
لـوژیکی و   ایمونو بررسی   بنابراین محور اصلی این تحقیق    . است

 :16CSBPI-190 وزیکول سروتیپ  OMP-Fانی مصرفیز یب
 ـتیپ همو سروعلیه    سـودوموناس هترولـگ    سـروتیپ    15گ و   ل

  .نوزا شایع در ایران استیروژآئ
 500فاقی  ص ـدهد که تزریق داخل       حقیق حاضر نشان می    ت

ــرم ــروتیپ   OMP-Fمیکروگ ــده از س ــتخراج ش ــول اس   وزیک
190-16CSBPI:1 شکل(تون لدا  کیلو39-37ن ملکولی  با وز (

مرال و قادر است سیستم ایمنی ه ـ148و  58،  28،  1در روزهای   
 ـ       سنتز آنتـی   یخرگوش را در القا    طـور قابـل     هکـر اختـصاصی ب

 ـ ).2 شکل(توجهی تحریک نماید     کـه تزریـق داخـل       طـوری  هب
سرم هیپرایمیون خرگـوش       آنتی  همان لیتر از    میلی 25/0 یقفاص

 مناســبی را علیــه  بــه مــوش، تــوان حفــاظتیدر چهــار نوبــت
50LD×2    16-190نوزا  یروژآئ سودوموناسسلول زندهCSBPI: 

  ).1 جدول(ایجاد نمود 
نـوزا کـه سیـستم ایمنـی     یروژآئ سودوموناس  LPSخلاف بر

تحریـک   بدن حیوان را انحصاراً علیـه سـروتیپ همولـگ خـود         

 OMP-F میکروگـرم    10های واکسینه بـا      ، موش )27(نماید   می
ــه   :16CSBPI-190وزیکــول  ــوجهی را علی ــل ت مقاومــت قاب

50LD×2 ســلول زنــده ســروتیپ همولــگ و پــانزده ســروتیپ 
 .)2 جـدول  (ندنوزا از خود نشان داد    یروژآئ سودوموناسهترولگ  

 علــت ایــن واکــنش متقــاطع دهــد کــه  یافتــه نــشان مــیایــن
 OMP-Fهـای مـشترک مـابین        تیـپ   لوژیکی وجود اپـی   ایمونو

 سـودوموناس هـای مختلـف      ه سـلولی سـروتیپ    وزیکول دیـوار  
  .باشد نوزا مییروژآئ

 OMP-Fهای پیروژنیـک احتمـالی در         یعدم وجود ناخالص  
 :16CSBPI-190  از سـروتیپ  به روش انتخابیاستخراج شده

 آزمـون پیروژنـی در خرگـوش مـورد بررسـی قـرار               انجام  با نیز
   میکروگــرم از100 جلــدی کــه تزریــق زیــر ریوطــ هگرفــت، بــ

 OMP-F   یک کیلوگرم وزن خرگـوش سـبب        یوزیکول به ازا 
 ـ.  نرمال بدن حیوان نگردید    یافزایش دما  عـلاوه در آزمـون     ه  ب

 و  100 ،25،50،  5جلـدی    ایجاد حساسیت پوستی نیز تزریق زیر     
ــی  ــرم از150حتـ ــروتیپ  OMP-F میکروگـ ــول سـ    وزیکـ

190 -16CSBPI: ــر ــد ه ــک فاق ــه تحری ــزا گون ی در پوســت ی
، 50LD×1 که تزریق داخل جلدی    ورتی در ص  .باشد  خرگوش می 

50LD×2  ،50LD×5  ،50LD×10   50 وLD×50،   سلول کشته
عارضه شـدیدی را در پوسـت    :16CSBPI-190 شده سروتیپ

  . در دیواره سلولی ایجاد نموده استLPSعلت وجود  هخرگوش ب
ــانی مــصرف  در ادامــه مطالعــات حاضــر، بــی   OMP-Fزی

نرمـال در مـوش و       یـر وزیکول نیز توسط آزمون ایجاد سمیت غ      
نتـایج    از کـه  طـوری  هب. خوکچه هندی مورد ارزیابی قرار گرفت     

  میکروگـرم 100فاقی ص ـ تزریـق داخـل    بـا شـود،   ملاحظه مـی  
 OMP-F    500تـایی مـوش و     پـنج گـروه وزیکـول خـالص بـه 

ای    ضـایعه   گونه  هیچ ،تایی خوکچه هندی   پنجمیکروگرم به گروه    
ت پس از اتوپسی ایجـاد       داخلی حیوانا  یدر محل تزریق و اعضا    

 کاهش وزن و یا مـرگ و         بعد از تزریق،    روز 7 به علاوه د  ینگرد
  .میر نیز در بین حیوانات مشاهده نشد

تـوان    های حاصل از تحقیق حاضر چنین مـی          ارزیابی داده  با
  وزیکول استخراج شـده از سـروتیپ       OMP-Fنتیجه گرفت که    

190-16CSBPI: تی قابـل   تـوان حفـاظ    نوزاژیروآئ ناسوسودوم
 توجهی را نه تنها علیـه عفونـت ایجـاد شـده توسـط سـروتیپ               

دهد بلکه    در موش از خود نشان می      :16CSBPI-190 همولگ
ــایر       ــی از س ــوارض ناش ــل ع ــوان را در مقاب ــت حی ــادر اس ق

. نـوزا محافظـت نمایـد     یروژآئهای دیگر سـودومناس      تیپایمونو
ــق  ــمناً تزری ــده  OMP-F ض ــالص ش ــول خ ــه روش ( وزیک ب

  .باشد زیان می  کاملاً بی) اولترا سانتریفوژ افتراقیـ کلات اکسیدز
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 ـOMP-Fاگرچه مصرف انسانی   ژنی ایمونـو عنـوان  ه  وزیکول ب
 هـای  زمونانجام آ ویژه   هتری ب   ثر به تحقیقات گسترده   ؤمفید و م  

نظر  هزیانی درمدل انسانی نیازمند است اما ب ی و بییسنجش کارا
  نـوزا یروژآئمناس  و سود  وزیکول دیواره سلولی   OMP-Fرسد    می

190-16CSBPI:  عنوان کاندیدی جهـت تولیـد      ه  توان ب   را می

یــک واکــسن مفیــد و مــؤثر بــا طیــف وســیع حفــاظتی علیــه  
 نوزایروژآئهای مختلف سودومناس     های ناشی از سروتیپ    عفونت

 .کار برد ه ببومی ایران
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