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 1402آذر اول  یهفته/737 یشماره/چهل و یکمسال  مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 7/9/1402تاریخ چاپ:  29/8/1402تاریخ پذیرش:  22/4/1402تاریخ دریافت: 

  
های ایمنی همورال علیه عفونت به عنوان یک ادجوانت کمکی بر روی پاسخ Aاثر مونوفسفوریل لیپید بررسی 

 در مدل موشی استافیلوکوکوس اورئوس

 
 5یزدی نی، محمد حس4یعبدالغفار نیحس ری، ام3یموسو زهرا دهی، س2قتیستاره حق، 1رشکاریم یمهد

 
 

 چکیده

های ناشی از این باکتری کاندید واکسن مناسب جهت پیشگیری از عفونت یبنابراین توسعه ،های بیمارستانی استیکی از عوامل شایع عفونت استافیلوکوکوس اورئوس مقدمه:

 به عنوان یک آگونیست A (MPLA )مونوفسفوریل لیپید  فاکتور ویرولانس نقش مهمی در تقسیم باکتری دارد.عنوان یک ه ضروری است. پروتئین اتولیزین ب
Toll-like Receptor 4 اتولیزین همراه شود. در این مطالعه پروتئین در حال حاضر به عنوان ادجوانت یا کمک ادجوانت استفاده میMPLA شد عنوان کاندید واکسن بررسیه ب. 

یپید دو فرم کوادجوانت مونوفسفریل ل ،ایش ایمونوژنیسیتهتخلیص شد. جهت افز Ni-NTAستون کروماتوگرافی  یالقاء و بوسیله IPTGپروتئین نوترکیب اتولیزین با  ها:روش

A  بیوژنیک و سنتتیک همراه با آلوم در چهار گروه موشیBalb/c  .ز الایزا غیریر جلدی انجام شد. با استفاده اهفته به صورت ز هر دوسه بار با فواصل تزریقات فرموله شد 
تریایی قرار گرفته و تعداد باکتری در مورد چالش باک CFU810×5 های موشی با دوزگیری شدند. در ادامه گروهاندازه 1IgGو a2IgGایزوتایپ  مستقیم آنتی بادی توتال،

 .میزان بقاء حیوانات به مدت سی روز ارزیابی شدهای داخلی مورد سنجش قرار گرفت. سرانجام ارگان

های داری داشتند. بار باکتریایی درارگان، افزایش معنیشاهدهای موشی واکسینه شده در مقایسه با گروه در گروه IgG2aو  IgG1های بادی توتال و ایزوتایپآنتی ها:یافته

بیوژنیک و اتولیزین+آلوم+مونو  Aهای اتولیزین+آلوم+مونو فسفریل لیپید های واکسینه بخصوص گروهانات در گروههمچنین میزان مرگ و میر حیو داخلی )کبد، طحال و کلیه( و
 .دار نشان دادیکاهش معن شاهدسنتتیک در مقایسه با گروه  A فسفریل لیپید

 .بود اورئوس استافیلوکوکوسسنتتیک یک کاندید مناسب جهت بهبود پاسخ ایمنی علیه عفونت  MPLAداد که نتایج نشان  گیری:نتیجه

 ایمونوژنیسیتی؛ واکسن ؛اتولیزین؛ A؛ مونوفسفوریل لیپید استافیلوکوکوس اورئوس واژگان کلیدی:

 
یک ادجوانت  به عنوان Aیپید اثر مونوفسفوریل لبررسی  .نیمحمد حس یزدی، نیحس ریام یعبدالغفار، زهرا دهیس یموسوستاره،  قتی، حقیمهد رشکاریم ارجاع:

 835-845(: 737) 41؛ 1402مجله دانشکده پزشکی اصفهان . در مدل موشی استافیلوکوکوس اورئوسهای ایمنی همورال علیه عفونت کمکی بر روی پاسخ

 

 مقدمه

امروزه در سراسر جهان عفونت اکتسابی از بیمارستان علاوه برر انکهر  

ککرد  مکجرر بر  ایر انگ مرری و میرر نیر  عوارض متعددی انجاد می

سررریوی  مقررراوه بررر  متی اسرررتاییووکوکوو اور ررروو. (1)شرررود می

(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus )MRSA  نهی

عفونرت بیمارسرتانی در سراسرر  یکککدههای انجادترن  پاتوژناز مهم

. ان  باکتری از س  محور تقسیم شده و (3  2)شود جهان محسوب می

ککد. در چکد انجاد می یهانی خوش  انگورتجمعات نامکظمی از سوول

هرای ررروه بتاتکتراه بیوتیکسال اخیرر انر  براکتری نسرهت بر   نتی

ها مقاومرت نرا سیوی  و ار اسریوی ( و سفاووسررورن سیوی   متی)پکی

 .(4  3)دهد حساسیت از خود نشان می

های مهانیسررم  سرریوی مقرراوه برر  متی اسررتاییووکوکوو اور رروو

از پاسخ سیسرتم انمکری دارد. انر  توانرانی ب رور  متعددی جهت یرار

باشد. یاکتورهرای ونرروتنس عمده ناشی از یاکتورهای ونروتنس می
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بیروتیهی شکاسرانی شرده متعددی در ارتهاط با عفونت و مقاومت  نتی

(  بر  N-Acetylmuramoyl-L-Alanine Amidaseاست. اتووی ن  )

زا  نک  نر نم ترن  عوامل بیماریعکوان نک پروتئی  س حی و از مهم

ن را هضرم باکترنوویتیک و باوقوه کشکده است ک  ترکیهات پرتیدورویها

سوووی  یهای دختری را پس از تقسیم سوووی از دنوارهنموده و سوول

. علاوه بر ان   اتووی ن  نقگ مهمی در تکظیم رشد  (6  5)ککد جدا می

هرای سیتوپلاسرمی و تشرهیل بیروییوم انفرا وی  سوووی  ترشح پروتئی 

 . (8  7  3)ککد می

ثر در ؤهای مرهای اخیر واکسیکاسیون ب  عکوان نهی از روشدر ده 

ا عفونی مورد توج  قرار رریتر  اسرت. بر هایپیشگیری و ککترل بیماری

مقراوه بر   اسرتاییووکوکوو اور روو برا بیروتیهیتوج  ب  مقاومت  نتی

 های مقاوه ب  درمان چکد دارونی  طراحی و رسرترشسیوی  و سون متی

ها کر  تقونرت سیسرتم انمکری را بر  یرموتسیون جدندی از ان  واکس 

 .(10  9)م رح است  همراه دارد ب  عکوان نک ضرورت و اووونت

پرررروتئی  عویررر  عفونرررت  یهای مختوفررری برررر پانررر واکسررر 

سریوی  مرورد ارزنرابی قررار مقراوه بر  متی استاییووکوکوو اور روو

هرا یاند. با توج  ب  انکهر  مهرار اترووی ن  مکجرر بر  مهرار باکتررریت 

ر ثؤتواند در اوقای پاسخ انمکری مرژن میشود وذا ب  عکوان نک  نتیمی

 اسرتاییووکوکوو اور رووب  عکوان کاندنرد واکسر   همچکی اشد و ب

مرورد پرهوهگ قررار رریتر   م اوعات متعددیسیوی  در مقاوه ب  متی

 . (11  8  3)است 

های ضروری دنگری ک  در یرموتسیون واکسر  کراربرد وف ؤاز م

های هسرتکد کر  از طرنرک مهانیسرمها نا ناری رسانها ادجوانت  دارد

گرر . ب  عهارت دن(12  6)شوند انمکی میمتعددی مکجر ب  اوقای پاسخ 

  برها تا حد زنرادی وابسرت  اثربخشی واکس  ی و نانمونوژنیسیت   کار

 .(13  11)باشد ها میادجوانت بهار ریت  در یرموتسیون  ن

اررچرر   ورروه برر  عکرروان نررک ادجوانررت پرم ررر  سررکتی در 

و  نیرد سرازمان ارذاأها استفاده شده و مورد تیرموتسیون اکثر واکس 

 FDA( Food and Drug Administrationداروی انراتت متحرده )

 نی جهت ای انگ انمونوژنیسریت  و کرار  است  اما تحقیقات نشان داد

ژن  نیراز های نوترکیب ب  عکوان  نتری ووه علاوه بر بهارریری پروتئی 

 . (8  6  3)باشد های دنگر نی  میب  ناری رسان

 مشررتک از ویررروپوی سرراکارند A MPLAمونررو یسررفورنل ویریررد 

(Salmonella Enterica Serovar Minnesota) LPS   بر  عکروان

های حیوانی و انسانی بهار رریت  شده و بر  در بسیاری از واکس  ادجوانت

 .(16-14)انمونوژنیسریت  را بههرود و ارتقراخ بخشریده اسرت  اثربخگ طور

MPLA نیر   سرکتتیکتوان علاوه بر تووید بیوژنیک ب  صرورت را می

کیرد أاز دندراه انمونووروژی در مسرتکدات متعرددی ت .(17)سکت  کرد 

تشرخی  اوگرو نرا همران  یعمدتاً از طرنک ریرنده MPLAده ک  ش

شررود. از انرر  طرنررک  ویگانرردهای یعررال مرری Toll-like 4ی ریرنررده

زا را شکاسانی نموده و ورذا پاسرخ انمکری میهروبی و ویگاندهای درون

. (18  16  15) ککردها را  اراز و حتری تسررنی مییوری مرتهط ب   ن

ترشح و  زادسازی سیتوکی   کموکان  و سرانر  MPLAعلاوه بر ان   

ت بیرران ترروان رفرررو میعوامررل اوتهررابی را تحرنررک نمرروده و از انرر 

ککرد و دهی پانی  دستی تکظیم میهای انمکی را از طرنک سیگکالسوول

زا بخ رو  از ان  طرنک نقگ مهم دیاعی در برابرر عوامرل بیمراری

. عررلاوه بررر انرر  ادجوانررت (19  15)هررای بیمارسررتانی دارد عفونت

MPLA  در ککار کاندند واکس   اثررات اوقرا ی را برر انمکری  اتری و

 Tو  Bهای وابست  بر  وکفوسریت اکتسابی دارد و در همی  راستا پاسخ

نهی از اثررات . (20  9)دهد را از طرنک یاکتورهای اوتهابی ای انگ می

مانکرد  IgGبرادی هرای  نتیسازی و ترشح ان وتیپیعال MPLA مهم

IgG2a  وIgG2b های انمکی وابسرت  پاسخ یباشد ک  سهب توسع می

. همچکی  در م اوعات دنگری بیران شرد شودمی Th2ب  بازوی انمکی 

 Tبا تحرنک و ای انگ پاسخ انمکی وابسرت  بر  وکفوسریت  MPLAک  

شرده  IL-5و  IL-4 هرا از جمور سهب ایر انگ ترشرحات انکترووکی 

 IL-10با ان  حال  تعادل نهانی بی  ای انگ ترشح ضد اوتهرابی   است

و  IL-4ب  دویل ایر انگ توویرد  Th2های انمکی و ای انگ باوقوه پاسخ

IL-5  ممه  است ناشی از تأثیر کویMPLA  (3)باشد. 

نت عکوان کوادجوا  ب MPLAsبا توج  ب  انکه  تاککون ب  کاربرد 

سریوی  مقراوه بر  متی استاییووکوکوو اور رووجهت درمان عفونت 

ثیرات کاندنرد واکسر  أحاضرر تر یدر م اوعر   نشرده اسرت پرداخت 

پروتئی  نوترکیب اتووی ن  در ترکیب برا کوادجوانرت مونرو یسرفرنل 

 ( با دو یره سکتتیک و بیوژنیرک همرراه برا  وروه درMPLAs) A ویرید

 چاوگ باکترنانی مرورد طیاوقای پاسخ انمکی هومورال در مدل موشی 

 بررسی قرار رریت. در ادام  پارامترهای مربروط بر  انمکری هومرورال

مورد سرکجگ  IgG1و  IgG2aان وتانپ  بادی توتال نعکی می ان  نتی

هرا های داخوری موشقرار رریت. در نهانت می ان باکترنانی در انرداه

رزنرابی بررسی شده و می ان بقا ب  صورت روزان  طی نک ماه مرورد ا

 .قرار رریت

 

 هاروش

 پرروتئی  نوترکیرب ابتردا  یبررای تهیر  :اوف( تهی  پروتئی  نوترکیرب

حراوی پلاسرمید ژن  BL21 (DE3) E.coliمیهروویترر براکتری  100

 سرری محررریط کشررت سی 5 در  pET24a-Autolysin اتررووی ن 

LB Broth  بیوتیررک  نتی میهروویتررر 5)مررر    ومرران( برر  همررراه

( کشرت شرهان  )بر  عکروان mg/ml 50) )سریگما   ومران( کانامانسی 

 اوری  18. رراد ررمرا ررذاری شردسانتی یدرج  37استارتر( در دمای 

کر  حراوی ساعت بعد  جهت بیان پروتئی  اتووی ن   در نک ارو   24
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بیوتیرک  نتی میهروویترر 100 حراویاسترنل  LBسی محیط سی 100

)از حاوی پلاسمید مورد نظر  E coliویتر باکتری کانامانسی   نک میوی

 ررذاری در دمرای سراعت ررما 3پرس از کشت روز قهل( ای وده شد. 

در  4/0-6/0حدود   ODدرج  و بعد از رسیدن کدورت کشت بر  37

ویترر از  ن بر  درون نرک میوی 1نانومتر  ابتردا مقردار  600طول موج 

دقیق  سرانترنفیوژ  5ب  مدت  ×10000gمیهروتیوب مکتقل شد. با دور 

. سرس رردند وری شد. ان  رسوب تحت عکوان ککترل قهل اوقاخ جمی

مرنها( جهت اوقای بیان پرروتئی  برا  )یرمکتاز   IPTG میهرو ویتر 100

موتر ب  ارو  یوق اضای  شرد و مجردد در انهوبراتور اوظت نک میوی

ن مح ول در دو ساعت پس از اوقای ان  می ا 3شیهردار قرار رریت. 

محریط یروق برا دور  استرنل تقسیم شده و سررس سیسی 50یاوهون 

10000g×  نیرد پرروتئی  أدقیق  سانترنفیوژ شرد. جهرت ت 20ب  مدت

قهل و بعد اوقا انجاه شد. مراحل یروق  SDS-PAGEمورد نظر تست 

تا رسیدن ب  می ان پروتئی  کایی جهت یرانکد یرموتسیون چکدن  برار 

مراحرل بعردی  یهای تخوی  شده برای ادامر . پروتئی درردنتهرار 

 . (21  8  3)رراد نگهداری شد سانتیدرج   – 20کار در 

و  از روش دناتوراسریون :ب( تخوی  و تغویظ پروتئی  نوترکیب

جهت تخوی  پروتئی  نوترکیب اتووی ن  استفاده شد. طری  pHشیب 

ویتر از رسوب حاصل از محیط کشرت حراوی میوی 50هر بار پاتنگ 

 یدرجر  -20پس از خروج از یرن ر  IPTGهای اوقای شده با باکتری

 کککرررررده حررررراوی ویترررررر از برررررایر وی میوی 5رراد در سرررررانتی

mM 100NaH2PO4:  mM 10 Tris HCL:  وmM8  Urea: برا 

8 = pH  10000 دقیق  سانترنفیوژ با دور 30حل شد. پس ازg× مانی  

ویترر از رزنر  میوی 500ی یراوهون اسرترنل مکتقرل و یوقانی بر  ووور 

 )کیاژن   ومان( ب   ن ایر وده شرد. سررس بر  مردت   Ni-NTA رارز

دقیق  در دمای اتاق روی دستگاه شریهر قررار رریرت. پرس از  ن  90

ب  نک ستون کرومراتوررایی مکتقرل شرد. پرس از رسروب  نمون  یوق

کشید مرحو  شستشو دو برار دقیق  طول می 5رزن  موجود ک  حدود 

 اوری  3بر  مردت  pH 3/6برا ویتر از برایر شستشرو میوی 4و هر بار با 

برار  4در نهانت برای هر یرانکد  تخوی  در ستون انجاه شد. دقیق   5

در  انجراه شرد. pH 5/4برا  ز بایر تخوی امیهروویتر  500و هر بار با 

( درصرد 12) SDS-PAGE نهانت پروتئی  تخوی  شده برا تهکیرک

تخوری   جهرت حرذ  اوره از روش یرانکرد نید شد. پس از اتماه أت

شرهان   1طری مردت  PBSدناوی  پروتئی  استفاده شد. یرانکد دناوی  با 

پرس از  ساعت  تعونض بایر انجاه شد. 2طی هر روز صورت رریت 

اتیو  رویهرول های محوول در پویمر پوی ن کیس  دناوی  حاوی پروتئی 

در ها جذب و پروتئی   ن تغوریط شرود. قرار رریت تا مانی اضایی  ن

نهانت جهت تعیی  اوظرت از دسرتگاه نرانو درا  و تسرت برادیرورد 

ژن در یرموتسرریون اسررتفاده شررد. پررروتئی  یرروق برر  عکرروان  نترری

توررف واکسرر  مررورد اسررتفاده قرررار رریررت. پررس از کاندنررداهای مخ

از نظرر مقردار  LALتخوی   پروتئی  نوترکیب با اسرتفاده از تسرت 

. جهرت (21  8  3) ( مرورد بررسری قررار رریرتLPSاندوتوکسی  )

 ژن یارمد ارسال شد.ها ب  شرکت دارونی  رنوانجاه تست نمون 

 Balb/cمروش  64تعداد  :ها و ت رنک واکس بکدی موشرروهج( 

تحقیقرات واکسر  و  یسسر ؤای( از مت هف 8تا  6رره   22-20ماده )

نیرد أهرا ت زمون یسره رازی کرج خرنداری شد )اوهرز  انرران(. کویر 

ه داخلاق دانشگاه  زاد اسلامی را ب  همراه داشرت. حیوانرات  یکمیت 

روز قهل از شروع  زمانشات ب  مکظور عادت ب  شرانط محی ی جدنرد 

سراعت  12 زمانشگاهی نگهداری شدند )دسترسی  زاد ب   ب و اذا  

ت ادیی بر   ها ب  صورت کاملاًساعت تارنهی(. موش 12روشکانی و 

بکردی رروهموش( تقسیم شدند.  16شامل رروه  زمانشی )هر رروه  4

 حیوانات ب  شرح  نل بود:

سرکتتیک  MPLA+ وروه+ رروه اول: پروتئی  نوترکیرب اترووی ن 

(Avanti Polar Lipids   )مرنها 

بیوژنیرک  MPLA+ وروه+ رروه دوه: پروتئی  نوترکیب اترووی ن 

 (  انران)نیواد یارمد سلامت

 اتووی ن  + ووهرروه سوه: پروتئی  نوترکیب 

 PBS(: شاهدرروه چهار: )رروه 

میهرو ویتر در نظر رریتر   100ها حجم ت رنک ب  هر نک از موش

میهروررره  وروه  20میهروررره اترووی ن    20شد کر  خرود حراوی 

میهرورررره  50   مرنهررا( و InvivoGen) وومیکیرروه هیدروکسررید  

MPLA   ورروه و میهرورررره  20میهرورررره اتررووی ن    20سررکتتیک  

میهروررره  20میهرورره  ووه و  20بیوژنیک   MPLAمیهرورره  50

 ( بود.شاهداسترنل )ب  عکوان رروه  PBSاتووی ن  و نا بایر 

 زمانی هرر دو یهای موشی در س  نوبت و ب  یاصو ت رنقات ب  رروه

  0( صرورت رریرت )روزهرای .S.Cهفت  نههار و ب  صورت زنر جودی )

سرریکوو )هررا هفترر  بعررد از  خرررن  ت رنررک از چشررم موش(. دو 28و  14

هرای با پیرت پاستور خرونگیری انجراه شرد. در پانران  سرره رترواوربیتال(

های انمکری در بادی و بررسری پاسرخموشی جدا شده و برای سکجگ  نتی

 .(21  8  3)رراد نگهداری شدند سانتی یدرج  -20یرن ر 

دو هفتر   :کل ضد اتووی ن Total IgG (IgG )د( سکجگ می ان 

سررازی نهررانی و پررس از جداسررازی سررره حیوانررات  از انم  بعررد

( مورد سکجگ قرار رریتکد. ,IgG1, IgG2a Total IgGها )بادی نتی

ایرمستقیم استفاده شد. جهرت  ELISAبدن  مکظور از روش اتن ای 

برادی کل ضد اتووی ن  سرمی و مقانس  س ح  نتی IgGسکجگ می ان 

های مختورف برر روی ترک در رروهاوقا شده ضد اتووی ن  نوترکیب  

هرای کاندنرد واکسر ( و ایررانم  )ررروه های انمر  )رروهتک سره

 ( مراحل زنر انجاه رریت.شاهد
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ر در برای μg/ml 10میهروویتر از پروتئی  اتووی ن  با اوظرت  100

PBS یدرجرر  4ای اضررای  و در خانرر  96هررای پویررت بررر  چاهک 

ژن ها با  نتریشد تا کف چاهک ساعت انهوب  18رراد ب  مدت سانتی

   پس از اتماه مدت زمان انهوب .اتووی ن  بخوبی پوشیده و کوت شود

مرامی شستشرو قررار رریرت. تمرورد  PBS-Tبار با بایر  3ها چاهک

 کککده پرر شرده و بر  مردت میهروویترر برایر مسردود 200ها با چاهک

رقرت  میهروویترر از هرر 100ساعت انهوب  شد. پرس از شستشرو   2

تا رقت  50/1)رقت ها اضای  شد های انم  و ایر انم  ب  چاهکسره

در بایر شیر خشک  8000/1در رقت  HRP. سرس کونهور  (6400/1

هرا ایر وده میهروویتر ب  تمراه چاهک 100تهی  و ب  می ان  درصد 5/0

رراد انهوب  شرد. پرس سانتی یدرج  37ساعت در  1شد و بر  مدت 

ب  هر چاهرک اضرای   TMBهروویتر از سوبسترای می 100از شستشو 

دقیق  در یضای تارنک انهوب  شرد. در نهانرت  30ها سرس پویت  شد

موتر ب  هر چاهک اضای  و جذب  1میهروویتر اسید سووفورنک  100

 دشرنانومتر با دستگاه اتن ا رندر قرا رت  450نوری  ن در طول موج 

(Stat Fax 4200, USA). 

جهرت سرکجگ  :IgG2و  IgG1هرای ان وتانپ ه( سکجگ می ان

از کیرت اتنر ای شررکت  IgG2aو IgG1ها نعکی بادیان وتانپ  نتی

مراحرل تعیری  اوظرت ان وتانرپ  یسیگما ) ومان( استفاده شد. کویر 

برادی ها همانکد مراحوی بود ک  در قسمت سکجگ تیترر  نتیبادی نتی

 کل ب ور کامل توضیح داده شد.

 نک هفت  بعد از  خرن  خونگیری ب  مکظرور :باکترنانیو( چاوگ 

هرای واکسریک  سکجگ می ان بقا و اثربخشی حیوانات انم  نعکی رروه

اسرتاییووکوکوو (  از دوز کشرکده شراهدنسهت ب  ایر انمر  )ررروه 
 هرر نرک از حیوانرات استفاده شرد. بر   COL Strainسون   اور وو

 50LD ( CFU/gram tissue 810×5)ویترر از دوز کشرکده میوی 5/0

( IPسیوی  ب  صورت صرفاقی )مقاوه ب  متی استاییووکوکوو اور وو

  بردر پانان می ان مری و میر حیوانات در هر چهار ررروه ت رنک شد. 

 .(21  8  3)روز مورد بررسی قرار رریت  30طور مکظم و روزان  طی 

روز پررس از ت رنررک  3 :هررای داخورریز( بررار باکترنررانی در ارران

 کراملاًطرور حیوان از هر رروه ب   4ها  باکتری با دوز کشکده ب  موش

ت ادیی انتخاب و ب  طرنرک نخراعی بیهروش شردند. تحرت شررانط 

هرای در ارران 1000و  100  10هرای استرنل می ان براکتری در رقت

ر دهای رشد نایت  داخوی )کهد  کوی  و طحال( بررسی شد. می ان کوکی

 CFU/gram tissueهر رروه  با توج  ب  رقت  ن برر حسرب واحرد 

 .(21  8  3)ر ارش رردند 

ایرر ار  مرراری هررای تحقیررک بررا نرهتحویررل داده :تحویررل  مرراری

GraphPad Prism 9 های کمی ب  صررورت میرانگی  انجاه شد. داده

های کیفی ب  صورت یراوانری و )از س  تهرار( و انحرا  معیار و داده

درصد  ناوی  شدند. در صرورت داشت  توزنی نرمال  از  زمرون  نراوی  

 داری بررا سرر ح معکرری T-testو  (Two-way ANOVA) وارنررانس

05/0 > P استفاده شد. 

 

 هاافتهی

ر دبیشترن  می ان بیان انر  پرروتئی   :اوف( تخوی  پروتئی  نوترکیب

موتر  س  ساعت پس از اوقرا نک میوی IPTGدرج   اوظت  37دمای 

نتانج حاصل از تخوی  پرروتئی  نوترکیرب اترووی ن  برا مشاهده شد. 

( درصرد 12) SDS-PAGEکیوو داوتون برر روی ژل  43وزن تقرنهی 

مرر یرانکرد دنراوی  برا اسرتفاده از پوینشان داده شده است.  1در شهل 

و میر ان بانرد پرروتئی   اتیو  رویهول جهت تغوریط انجراه رریتر پوی

 اوی نوترکیب اتووی ن  شدت بیشتری پیدا کرده است. بعد از یرانکد دنر

ریری شرد کر  انردازه LALتوسرط تسرت  (LPS) می ان اندوتوکسی 

 بود. < EU/ml 5/0از  ترمی ان  ن کم

 

 
کیلودالتون  43با وزن  (r-Autolysinنوترکیب اتولیزین ). پروتئین 1 شکل

تون اول ( سایز مارکر، سM). ستون SDS-PAGE (%12) بر روي ژل

 Ni-NTAپروتئین نوترکیب اتولیزین تخلیص شده با ستون کروماتوگرافی 

ان و ستون دوم پروتئین نوترکیب اتولیزین پس از فرایند دیالیز را نش

 هستند. r-Autolysinي دهندهدهند. دو فلش نشانمی

 

کرل  IgGنتانج بررسی برای : کل ضد اتووی ن  IgGب( سکجگ 

هرای کاندنرد واکسر  رروه یدهد ک  بی  همر ضد اتووی ن  نشان می

بیوژنیررررک و  MPLAاتووی ن + ورررروه+نعکرررری اتووی ن + ورررروه  

 یکککردهنعکری درنایت شراهدسکتتیک با ررروه  MPLAاتووی ن + ووه+

PBS  داری یای انگ معکها رقت یهم در( 0001/0وجرود دارد > P). 

 یکککردهعلاوه بر ان   نتانج حاکی از  ن اسرت کر  در ررروه درنایت
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 MPLAاتووی ن + ورروه+ یکککرردهاتووی ن + ورروه بررا رررروه درنایت

. (P < 0001/0) دار اسرتیهرا اخرتلا  معکررقت یسکتتیک در هم 

دهرررد بررری  ررررروه اتووی ن + وررروه و هرررا نشررران میهمچکررری  داده

نیرر  اخررتلا   6400/1بیوژنیررک تررا رقررت  MPLAاتووی ن + ورروه+

 MPLAبی  ررروه اتووی ن + وروه+ اما .(P < 0001/0)دار است معکی

هرا سکتتیک در هری  کرداه از رقت MPLAن + ووه+بیوژنیک و اتووی 

 (P > 05/0ای مشاهده نشرده اسرت ) دار و قابل ملاحظ یتفاوت معک

 .(2)شهل 
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هاي موشی از هاي ضد اتولیزین. سرمباديآنتی IgGتیتراسیون . 2شکل 

( انجام nm 450  =ODرقیق شده و سپس تست الایزا ) 6400/1تا  50/1

هاي کاندید واکسن یعنی اتولیزین+آلوم، گروه شد.

 MPLAبیوژنیک و بخصوص اتولیزین+آلوم+ MPLAاتولیزین+آلوم+

ز کل ضد اتولیزین را ا IgGهاي ایمنی اسخبالاترین میانگین پ سنتتیک

 (.n=  10)( انحراف معیار ± نخود نشان داد )میانگی

 

طور کر  همران :IgG2aو  IgG1بادی ج( سکجگ ان وتانپ  نتی

نشران داد  کر   IgG1شود  بررسی ان وتانرپ مشاهده می 3در شهل 

 های کاندند واکس  نعکری اتووی ن + وروه  اترووی ن +رروه یبی  هم 

سرکتتیک برا ررروه  MPLAبیوژنیک و اتووی ن + وروه+ MPLA ووه+

شررود دار دنررده میتفرراوت معکرری PBS یکککرردهنعکرری درنایت شرراهد

(0001/0 > P).  همچکرررری  برررری  رررررروه اتووی ن + ورررروه و

 داری مشراهده رردنردمعکریاختلا   سکتتیک MPLAاتووی ن + ووه+

(0001/0 >P ) عرررلاوه برررر  ن بررری  ررررروه اتووی ن + وررروه و .

بیوژنیررررک و همچکرررری  برررری  رررررروه  MPLAاتووی ن + ورررروه+

سرکتتیک  MPLAبیوژنیک و اتووی ن + وروه+ MPLAاتووی ن + ووه+

 .(P = 0437/0و  P = 0157/0)است دار معکیشواهد ان  

بی  ( 4)شهل نشان داد  IgG2aنتانج حاصل از بررسی ان وتانپ 

 MPLAبیوژنیک و اتووی ن + وروه+ MPLAهای اتووی ن + ووه+رروه

دار اخرتلا  معکری PBSکککرده نعکری درنایت شراهدسکتتیک با رروه 

اتووی ن + ووه با  یکککده. بی  رروه درنایت(P < 0001/0)وجود دارد 

. همچکری  (P = 0002/0)داری مشاهده شرد تفاوت معکی PBSرروه 

سکتتیک ان  نترانج  MPLAبی  رروه اتووی ن + ووه و اتووی ن + ووه+

. همچکرررری  برررری  رررررروه (P < 0001/0)دار اسررررت یمعکرررر

سررکتتیک  MPLAبیوژنیررک و اتووی ن + ورروه+ MPLAاتووی ن + ورروه+

 (.P = 0142/0) شوددنده می IgG2aدر می ان  ایملاحظ تفاوت قابل 
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از  . سرم حیوانات هر گروه با استفادهباديهاي ایمنی آنتی. پاسخ3 شکل

ون طی سه تکرار با آزمبادي ثانویه کونژوگه و آنتی IgG1بادي ضد آنتی

هاي کاندید گروه(. n=  10( انجام و آنالیز شد )nm 450  =ODالایزا )

 MPLAواکسن )گروه ایمن( یعنی اتولیزین+آلوم، اتولیزین+ آلوم+

شاهد )گروه غیر با گروه سنتتیک  MPLAبیوژنیک و اتولیزین+آلوم+

 به ترتیب  **** و *اند. مقایسه شده PBS يکنندهدریافتایمن( یعنی 

05/0 >P   0001/0و >P   (.انحراف معیار ± ن)میانگی دهندنشان میرا 

 

 ود( بار باکترنانی )میهروبی( در ارران هرای داخوری کهرد  کویر  
هرای رروه تمراه یارران کویر  ها نشان داد ک  درنتانج بررسی :طحال

 بیوژنیرک MPLAکاندند واکس  نعکی اتووی ن + ووه  اتووی ن +  ووه+

 یکککدهنعکی درنایت شاهدسکتتیک با رروه  MPLAو اتووی ن + ووه+

PBS شود کاهگ بار باکتری در کوی  دنده می(0001/0 > P) اما بی . 

هرررای کاندنرررد واکسررر  نعکررری اتووی ن + وررروه  اترررووی ن + رروه

سرکتتیک تفراوت  MPLAبیوژنیرک و اتووی ن + وروه+ MPLA ووه+

 (.P > 05/0داری وجود ندارد )یمعک

هررای نشرران داد برری  رروه طحررالارررران  در نتررانج بررسرری

سکتتیک با  MPLAبیوژنیک و اتووی ن + ووه+ MPLAاتووی ن + ووه+

بار باکترنرانی کمترری وجرود  PBS یکککدهنعکی درنایت شاهدرروه 

 PBS. همچکی  بی  رروه اتووی ن + ووه و ررروه (P < 0001/0)دارد 

هرای بری  رروه. امرا (P = 0003/0)می ان باکتری کمترری دنرده شرد 

 وبیوژنیرک  MPLAکاندند واکس  نعکی اتووی ن + ووه  اتووی ن +  ووه+

 (.P > 05/0دار نیست ) یسکتتیک اختلا  معک MPLAاتووی ن + ووه+

هرای اررران کهرد نشران داد بری  رروه برار باکترنرانی در بررسی

سکتتیک با  MPLAبیوژنیک و اتووی ن + ووه+ MPLAاتووی ن + ووه+

می ان باکترنانی کمترری دنرده  PBS یکککدهنعکی درنایت شاهدرروه 
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 PBS. همچکی  بی  رروه اتووی ن + وروه و ررروه (P < 0001/0)شد 

هرای . امرا بری  رروه(P = 0007/0)نی  بار باکترنرانی کراهگ نایرت 

بیوژنیرک  MPLAکاندند واکس  نعکی اتووی ن + ووه  اتووی ن +  ووه+

داری مشراهده نشرد یسکتتیک تفراوت معکر MPLAو اتووی ن + ووه+

(05/0 < P)  (5)شهل. 
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 ه ازها در هر گروه با استفاد. سرم موشباديهاي ایمنی آنتی. پاسخ4 شکل

ون بادي ثانویه کونژوگه طی سه تکرار با آزمو آنتیIgG2a بادي ضد آنتی

هاي ایمن گروه(. تفاوت در n=  10) ( انجام شدnm 450  =OD) الایزا

سنتتیک  MPLAبیوژنیک و اتولیزین+آلوم+ MPLAیعنی اتولیزین+آلوم+

 بررسی شده است.  PBS يکنندهدریافتغیر ایمن یعنی با گروه 
* :05/0 > P ،*** :001/0 > P  0001/0 :****و > P دهندرا نشان می 

 (.انحراف معیار ± ن)میانگی

 

در ان  بخرگ  بعرد از چراوگ  :تجربی هایدر رروه ه( می ان بقاخ

 + ووه های کاندند واکس  نعکی اتووی ن باکترنانی  می ان بقاخ در رروه

سرکتتیک  MPLAبیوژنیک و اتووی ن + ووه+ MPLAاتووی ن +  ووه+

زمانی نرک مراه بر   ی  در یاصو PBSنعکی  شاهددر مقانس  ب  رروه 

ده صورت روزان  مورد ککترل و ارزنابی قرار رریت. نتانج ب  دست  م

 درنایت کرده بودند  در PBSهانی ک  از موش درصد 71نشان داد ک  

هررا پررس از طرری ده روز چرراوگ  ن درصررد 100دو روز ابترردانی و 

هررای کاندنررد واکسرر  نعکرری باکترنررانی از برری  ریتکررد. در رروه

بیوژنیرک و  MPLAسکتتیک  اتووی ن + وروه+ MPLA ووه+اتووی ن +

  92ب اتووی ن + ووه می ان مری و میر بسیارکمتر بوده و بقاخ بر  ترتیر

روز ثهرت  30( طری PBS) شراهددر مقانس  با رروه  درصد 64و  87

هرای . نتانج نشان داد ک  در طی ان  م اوعر  رروه(P < 0001/0)شد 

سکتتیک س ح باتنی از انمکی  MPLAکاندند واکس  بخ و  رروه 

ه در برابر مدل باکترنمی عفونت )دوز کشرکده( را در مقانسر  برا رررو

 .(6)شهل  از خود نشان دادند شاهد
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 بدکهاي داخلی کلیه، طحال و ارگان ها درمیانگین تعداد باکتري. 5شکل 

نتایج به صورت میانگین گروه شاهد. و  واکسینه هايدر گروه هاموش

ه صورت خطاي استاندارد نشان داده شد ها بهارگانها در تعداد باکتري

سر موش به صورت کاملاً تصادفی در نظر گرفته  4. در هر گروه است

عنی یغیر ایمن یا همان کنترل با گروه هاي ایمن یعنی واکسینه گروهشد. 

و  P < 001/0: ***از حیث آماري مقایسه شدند.  PBS يکنندهدریافت
**** :0001/0> P (.انحراف معیار ± ن)میانگی 

 

 بحث

هرای بیمارسرتانی عامرل اصروی مرری و میرر در با توج  ب  انکهر  عفونت

درصرد  70شود و حدود کشورهای صکعتی و در حال توسع  محسوب می

 و (22  1) شرودمیهای بیمارستانی توسط چکد پاتوژن اصوی انجاد عفونت

ب  عکوان نک کوکسی  استاییووکوکوو اور وواز سوی دنگر باکتری 

هرای مهرم انر  رره مثهرت و پراتوژن یرصرت طورب نهری از پاتوژن

 .(22)رردد ها محسوب میعفونت
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هاي کاندید واکسن در مقایسه با میزان بقاي حیوانات در گروه . نتایج6شکل 

 COLسویه  اورئوس استافیلوکوکوسدوز کشنده گروه شاهد پس از چالش با 

Strain (.رنگ تست و لوگ اپلان مایرآماري: کدهد )روش را نشان می 

 

اسرتاییووکوکوو هرای جهت پیشگیری از عفونت  در ان  تحقیک

سیوی  و حرذ  مقاوه ب  متی استاییووکوکوو اور وونعکی  اور وسی

ترن  مترداولواکسیکاسیون استفاده شد. امرروزه روش  ها از نب  موقی 

هرررای جهرررت ککتررررل عفونتواکسیکاسررریون ترکیهررراتی کررر  در 

شرود سیوی  بر  کرار رریتر  میمقاوه ب  متی استاییووکوکوو اور وو

های نوترکیب است ک  سهب تحرنک و اوقای پاسخ استفاده از پروتئی 

حاضررر از پررروتئی   یدر م اوعرر . (24  23  21  11)شررود انمکرری می
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ژن و کاندند واکسر  ( ب  عکوان  نتیr-Autolysinنوترکیب اتووی ن  )

سیوی  استفاده شد. مقاوه ب  متی استاییووکوکوو اور ووعوی  باکتری 

هرا در ککرار کاندنرد واکسر  ها نا مخوروطی از  ناستفاده از ادجوانت

م انای متعددی از جمو  ای انگ سرعت  قرواه  دواه و شردت پاسرخ 

نید سازمان ارذا و داروی أت ادجوانت  ووه مورد. (26  25)انمکی دارد 

ها اسرتفاده ( بوده و در یرموتسیون اکثر واکسر FDAاناتت متحده )

های ادجوانت بسیار خروبی بررای اوقرای پاسرخ . ان  ماده(6)شود می

هانی کر  نیراز شود  اما در ارتهاط با پاتوژنانمکی همورال محسوب می

تحقیقرات نشران داده اثرر اسرت. بی دارنرد نسرهتاً Th1ب  پاسخ انمکی 

بهرارریری  نی  ووه علاوه بر است  جهت ای انگ انمونوژنیسیت  و کار

های دنگرر رسرانژن  نیاز ب  ناریهای نوترکیب ب  عکوان  نتیپروتئی 

هرای رروه یباشد وذا در ان  پهوهگ از ادجوانت  ووه در همر نی  می

اسرتفاده ( Th1)های انمکی واکسیک   ب  مکظور ای انگ توان اوقای پاسخ

ترکیب با  ووه و ها در رسانناریدر م اوعات دنگری هم از سانر  شد.

ژن در یرموتسیون واکس  استفاده شده است کر  باعرا ایر انگ  نتی

ی و ورذا بر  مکظرور ایر انگ اثربخشر (8  6  3)شرود پاسخ انمکری می

برر  دو یررره  MPLAsانمونوژنیسرریت  کاندنررد واکسرر   کوادجوانررت 

بیوژنیک و سکتتیک برای نخستی  بار در ان  پرهوهگ جهرت ایر انگ 

مقراوه بر   اسرتاییووکوکوو اور رووزانی یرموتسیون واکسر  انمکی

جرانی کر  ایر انگ بیران از  نمورد اسرتفاده قررار رریرت. سیوی  متی

شاخ ی مهم از پاسرخ سیسرتم انمکری محسروب ها معیار و بادی نتی

های پارامترهررای مربروط برر  انمکری هومررورال نعکری پاسررخررردد  می

سررکجیده شرردند.  IgG2aو  Total IgG  IgG1هررا نعکرری بادی نتی

های داخوی و می ان بقراخ حیوانرات همچکی  می ان بار باکترنانی در ارران

 ها مورد بررسی قرار رریتکد.در ان  رروه

کل ضد  IgGنتانج حاصل از ان  پهوهگ نشان داد ک  می ان تیتر 

در ررروه کاندنرد واکسر   IgG2aو  IgG1های و ان وتانپ اتووی ن 

پس از س  ت رنک مترواوی  شاهدنعکی اتووی ن + ووه در مقانس  با رروه 

توان رفت ترکیب اتووی ن + ووه مکجر ب  تحرنک ای انگ نایت وذا می

ط ب  انمکی هومورال شده است. نتانج حاصل شده در پارامترهای مربو

کیرد داشرتکد أکر  تباشرد  نید م اوعرات رذشرت  میأان  پهوهگ در ت

تواند مکجر ب  ترکیهی از ها )اتووی ن ( میژنواکسیکاسیون موش با  نتی

)انمکی هومورال و انمکی سوووی( شرود  Th2و  Th1های انمکی پاسخ

 2017 سررال در همهرراران و قررتیحق. در همرری  راسررتا (24  11  8)

درنایتکد ک  پروتئی  نوترکیب اتووی ن  ب  همرراه ادجوانرت یرونرد در 

مدل موشی سهب تحرنرک پاسرخ  نتری برادی کرل و ایر انگ اثررات 

ها  محفاظتی را پس از سومی  ت رنک انجراد نمروده اسرت. انر  نایتر 

های انمکری زانی یرموتسیون پروتئی  اترووی ن  در اوقرای پاسرخانمکی

بر ان  در پهوهگ  علاوه .(21)هومورال را نشان داد بخ و  انمکی 

حیوانررات بررا دوز کشرررکده  پرررس از مواجرر   مررا مشررخ  شررد

   می ان برار باکترنرانی درسیوی مقاوه ب  متی استاییووکوکوو اور وو

های داخوی کوی   کهد و طحال رروه اتووی ن + ووه در مقانس  برا ارران

دار بوده و بسریار کمترر شرده اسرت. یاز حیا  ماری معک شاهدرروه 

مانی حیوانرات واکسریک  برا اترووی ن  میر ان بقراخ و زنردههمچکی  در 

بدن  صورت کر  میر ان   بیشتر شد شاهدحیوانات در مقانس  با رروه 

بود درصد  64 ها پس از نک ماه از چاوگ  وودری باکترنانیبقاخ موش

باکترنانی همگی از  ده روز پس از چاوگ  وودری شاهد ووی در رروه 

صرفر برود.  شاهدمانی در رروه می ان زنده  عهارت دنگر  ب .بی  ریتکد

بود  2019و همهاران در سال  یان  نتانج نی  همراستا با م اوعات کلاو

توانررد در روش بررادی ضررد اتررووی ن  می نتی  کرر  مشررخ  کردنررد

و کراهگ زانی ایریعال باعا ای انگ یعاویت اپسونو یاروسیتوز انمکی

ورذا انر  مووهرول نعکری   هرای داخوری شرودوود باکترنرانی در ارران

هرای ناشری تواند هم در پیشگیری و هم در درمان عفونتاتووی ن  می

 ثر باشد. ؤم استاییووکوکوو اور وواز 

سررازی بررا اسررتفاده از در تحقیقررات دنگررری مشررخ  شررد انم 

 کراهگ قابرل توجر  برارهرا و اتووی ن  علاوه بر از بی  برردن باکتری

ککد ک  های خاصی تووید میبادیها   نتیباکترنانی در انداه کوی  موش

ککرد ها نی  کمک میها توسط ماکرویاژها نا نوتروییلب  حذ  باکتری

و همهراران در سرال  قرتیعلاوه بر  ن در م اوعات حق. (27  11  8)

هرا مشخ  شد ک  مهار اتووی ن  مکجر بر  مهرار رشرد باکتری 2017

هرای بادیبیران شرد کر  عرلاوه برر  ن  نتی م اوع شود. در همی  می

توانکرد شروند  میسازی با اترووی ن  انجراد میخاصی ک  پس از انم 

کککده از بی  بهررد. همچکری  اروسیتهای یها را از طرنک سوولباکتری

هرای نوترکیرب در تحقیقات قهوی انشان بر  نقرگ محرایظتی پروتئی 

 اسرتاییووکوکوودر برابرر دوز کشرکده  PBP2aاتووی ن   اترووی ن  و 

حیوانی اشاره شده بود. مشرخ   سیوی  در مدلمقاوه ب  متیاور وو 

. برا (11  8)بوده است ثر ؤشد ان  پروتئی  در ای انگ انمونوژنیسیت  م

تروان می حاضرر یم اوعر ب  نترانج م اوعرات رذشرت  و نترانج  توج 

هرای مختورف کاندنرد واکسر  ژنریری کررد کر  در میران  نتینتیج 

سریوی   پرروتئی  نوترکیرب مقراوه بر  متی استاییووکوکوو اور روو

 . (11  8)سازی است مکاسهی جهت انم  یاتووی ن  نک ر نک 

MPLA   در واکس  ماترناHIV-1  و بیماری مککگوکروکی نروع

B های ثر بوده و همرراه برا  وروه بر  صرورت تجراری در واکسر ؤم

 .(29  28)ونروسی هراتیت و پاپیوومای انسرانی اسرتفاده شرده اسرت 

IgG1  پارامتری جهت بررسری پاسرخ برازوی انمکریTh2  وIgG2a 

نتانج حاصرل . (3)باشد می Th1پارامتری جهت بررسی بازوی انمکی 

در  IgG2aو  IgG1کررل ضررد اتررووی ن    IgGاز بررسرری پررارامتر 

هرای کاندنرد واکسر  نعکری رروه یما نشان داد ک  بی  هم  یم اوع 
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بیوژنیرررررررک و  MPLAاتووی ن + وررررررروه  اتووی ن + وررررررروه+

 یکککردهنعکری درنایت شاهدسکتتیک با رروه  MPLAاتووی ن + ووه+

PBS  ترر از هم  مهم وجود دارد.داری یای انگ معکها رقت یهم در

سرکتتیک و  MPLAاتووی ن + ووه+ یکککدههای درنایتانکه  در رروه

توان انکگون  . میبوددار بیوژنیک و اتووی ن + ووه نی  ان  تفاوت معکی

بخ و  یرره سرکتتیک  ن سرهب ایر انگ  MPLAبرداشت کرد ک  

و  IgG1هررای کررل ضررد اتررووی ن  و ان وتانپ IgGترشررح و توویررد 

IgG2a سرازی های دیاعی انمکی هومورال جهت پا شده و وذا پاسخ

را تسررنی  استاییووکوکوسیباکتری  یهای ناشی از دوز کشکدهعفونت

اند. م ابک و همراستا با نتانج ان  پهوهگ در م اوعرات دنگرری نموده

برر  عکرروان نررک  MPLAاثهررات شررد کرر  ادجوانررت  (29  20  9  6)

کککرده رسان در ککار کاندند واکس  مؤثر واقی شده و اثرات کمکناری

 بر پاسخ انمکی  اتی و اکتسابی با یعال کردن یاکتورهای اوتهابی انجراد

برادی اسرت و ورذا نموده است  ان  اثرات در پری ایر انگ تیترر  نتی

هرای . پهوهگ(15)توانست  پاسخ سیستم انمکی را اوقا و بههود بخشرد 

تواند پاسرخ قروی در اوقرا می MPLAکید داشتکد ک  أمتعددی دنگر ت

  سرازیانجاد ککد ک  نهری از پیامردهای انر  یعال Th2بازوی انمکی 

هررا( در موش IgG2bو  IgG2aهررای بادی) نتی IgGتوویررد انتخررابی 

سررکتتیک+  MPLAرررروه   حاضررر یم اوعرر . در (30  29  9)اسررت 

 ووه+اتررووی ن  نسررهت برر  سررانر رروهررای مررورد  زمررانگ ایرر انگ 

مشرراهده رردنررد کرر   IgG2aو  IgG1داری در میرر ان پاسررخ یمعکرر

تواند )بخ و  یره سکتتیک( می MPLAان  است ک   یدهکدهنشان

 را اوقا ککد. Th2و  Th1هر دو بازوی انمکی نعکی 

اررران  ما مشخ  شرد کر  در پهوهگ دنگر ینایت در همچکی  

هررای انمرر  نعکرری اتووی ن + ورروه  رروه یکویرر   کهررد و طحررال همرر 

سرکتتیک  MPLAبیوژنیک و اتووی ن + ووه+ MPLAاتووی ن +  ووه+

مترر ک نرانی)رروه ایر انم ( می ان برار باکتر شاهددر مقانس  با رروه 

 کر  بیرانهانی برود شود. ان  نتانج نی  همراستا با پهوهگمشاهده می

بررا کرراهگ بررار میهروبرری ناشرری از  IgG2aایرر انگ سرر ح  نررد نمود

. همچکری  (11  8  3)مسرتقیم دارد  یهای استاییووکوکی راب  عفونت

ی های دنگر اثررذاردر م اوعات رذشت  اثهات شد ک  نهی از مهانیسم

 انرررر  ادجوانررررت روی انمکرررری  اترررری و از طرنررررک تحرنررررک 

Toll Like Receptor 4 (TLR4) های برروده و مسررتقیماً سرروول

. از انر  (19  16  15)ککرد ( را یعرال میAPC) ژن نتی یدهکدهارا  

برادی طرنک ب  عکوان  رونیست حرایظتی اوویر  برا تسررنی توویرد  نتی

سرازی را تقونرت پرس از انمکی Tو  Bهای وابست  ب  وکفوسیت پاسخ

 .(14)کرده است 

 همچکی  با بررسی نتانج دنگرر انر  پرهوهگ مشرخ  شرد کر  

درنایرت کررده بودنرد  در دو روز  PBSهانی کر  از موش درصد 71

پس از چاوگ باکترنانی از بری   10ها تا روز  ن درصد 100ابتدانی و 

 MPLA + وروه+های کاندند واکسر  نعکری اتووی نریتکد اما در رروه

بیوژنیررک و اتووی ن + ورروه میرر ان  MPLAسررکتتیک  اتووی ن + ورروه+

 درصرد 64و  87  92مری و میر کاهگ نایت  و می ان بقاخ بر  ترتیرب 

عوت   روز ثهت شد  ک  ان  ب 30طی  شاهددر مقانس  با رروه بود ک  

. وذا نهی دنگر بودبادی اخت اصی عوی  ان  باکتری ای انگ تووید  نتی

های کاندنرد واکسر  های مهم ان  پهوهگ ان  است ک  رروهاز نایت 

عورت   سکتتیک س ح براتنی از انمکری را بر MPLAبخ و  رروه 

از  شراهدبادی در برابر باکترنمی در مقانس  با رروه ای انگ تووید  نتی

خود نشان داده و زنده ماندند. نتانج ان  پهوهگ همراستا با م اوعرات 

هرای اسرتاییووکوکی در پری عفونت IgG1د. ایر انگ باشررذشت  می

شرود و از موجب یعرال شردن سیسرتم کمرومران و اپسونی اسریون می

هرای داخوری نهری از سازی ان  میهرواررانیسم از اررانرو با پا ان 

های واکسیک  شده نسهت ب  ررروه دتنل احتماوی ای انگ بقاخ در رروه

 .(3)بوده است  شاهد

کیرد أهای ان  پهوهگ برای نخستی  بار همگری تب ور کوی نایت 

)بخ و  یره سکتتیک  ن( از نک سو برا  MPLAدارند ک  ادجوانت 

های داخوی و از سوی دنگرر برا ایر انگ کاهگ بار میهروبی در انداه

های مربوط بر  انمکری هومرورال کر  وف ؤس ح پاسخ محفاظتی نعکی م

مکاسرهی در  یتواند ر نک مکجر ب  ای انگ بقاخ حیوانات شده است  می

اسرتاییووکو  ناشری از هرای یرموتسیون کاندند واکس  عوی  عفونت

همرراه برا  MPLAsتروان رفرت باشد. ب  عهرارتی دنگرر می اور وو

کسر  نی کاندند وا پروتئی  نوترکیب اتووی ن  و  ووه در توسع  و کار

کراهگ  بادی  ای انگ بقاخ وبرای ارتقاخ پاسخ انمکی )ای انگ تیتر  نتی

 ونویسرفرنلهای مختورف مثر است وذا استفاده از یرهؤبار میهروبی( م

د و در بههرود عموهرر ها احتمراتًرسانترکیب با سانر ناریدر  Aویرید 

ری های بیمارستانی ناشری از براکتای انگ پاسخ انمکی بر عوی  مقاومت

 .استاییووکوکوسی مفید است

 

 گیرینتیجه

هرای های مرا در انر  پرهوهگ مشرخ  نمرود کر  یرهب ور کوی نایت 

توانکد در کاندند واکسر  بخ و  یره سکتتیک  ن می MPLAمختوف 

بهرار رریتر  شرود. اثررات انر   استاییووکوکوو اور رووعوی  عفونت 

یرموتسیون از طرنک کاهگ برار میهروبری و ایر انگ پاسرخ محرایظتی 

 مانی( برا چراوگ)ای انگ پارامترهای انمکری هومرورال و ایر انگ زنرده

هرای روش  شد ک  یره م اوع ان   وودری در مدل موشی اثهات شد. در 

و  وروه باعرا  r-Autolysinدر ترکیب برا  MPLAسکتتیک و بیوژنیک 

 بههود پاسرخ انمکری و عموهررد در برابرر عفونرت بیمارسرتانی ناشری از

 شده است.  اور وو استاییووکوکوو
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هرای بادیاما باند ب  ان  موضوع توج  داشرت کر  سرکجگ  نتی

IgG Total  IgG1  وIgG2a توانررد تکرری نمیتکهررا در محرریط برون

هر  نمانانگر نوع پاسخ انمکی انجاد شده عوی  عامرل پراتوژن باشرد  بو

های انمکرری سرروووی و هومررورال و حترری ای رسررترده از پاسررخشررهه 

 .ککردتغییرات بایتی است ک  نوع پاسخ انمکی را ب  درسرتی تعیری  می

ی ه ان  مروارد )بررسرهای  نکدشود ک  در پهوهگبکابران  پیشکهاد می

زانری کاندنرد بررسی شود تا مهانیسرم انمکی (های انمکی سووترپاسخ

 .ررددواکس  ب ور کامل و دقیک مشخ  

 تشکر و قدردانی

مق ری دکترری تخ  ری یارمراکوووژی  یان  مقاو  بررریت  از رساو 

داروسرازی  یم وب در دانشگاه عووه پ شهی  زاد تهرران  دانشرهده

 یبود. در ان  پهوهگ از امهانات  زمانشگاه میهروبیوووژی دانشرهده

داروسازی دانشگاه  زاد اسرلامی  یدانشهده یخان عووه نون   حیوان

واحد عووه پ شهی تهران   زمانشگاه شرکت دارونی  رنوژن یارمرد و 

 .شرکت دارونی نیواد یارمد سلامت استفاده شد
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Abstract 

Background: Staphylococcus aureus is one of the leading causes of nosocomial infections, therefore, it is 

necessary to develop a suitable vaccine candidate to prevent infections caused by this bacterium. Autolysin protein 

as a virulence factor plays an important role in bacterial division. Monophosphoryl lipid A (MPLA) as a Toll-like 

receptor 4 agonist is currently used as an adjuvant. In this study, autolysin protein along with MPLA was 

investigated as a vaccine candidate.  

Methods: Recombinant autolysin was expressed with IPTG and purified by Ni-NTA affinity chromatography. 

To increase the immunogenicity of vaccine candidates, Monophosphoryl lipid A (biologic and synthetic) was 

formulated in combination with Alum in four groups of Balb/c mice. Animals were injected subcutaneously 

three times at intervals of two weeks. Total IgG and IgG1, IgG2a isotype antibodies were measured in sera by 
indirect ELISA technique. Then, experimental mice were challenged with a sub-lethal dose of Staphylococcus 

Strain (5×108 CFU) and following that, the number of bacteria from internal organs was assessed. Also, the 

survival rate was monitored daily for 30 days. 

Findings: Total IgG, IgG1, and IgG2a isotype antibody levels were significantly improved in vaccinated groups in 

comparison to the control group. Bacterial burden in the internal organ (Liver, spleen, and kidney), and animal 

mortality of the vaccinated group especially r-Autolysin+Alum+MPLA Synthetic and r-Autolysin+Alum+MPLA 

biologic were decreased in comparison to the control group. 

Conclusion: We concluded that synthetic MPLA is a reliable candidate for immune response improvement 

against Staphylococcal infection. 
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