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Abstract 

Background: Pathogenic Pseudomonas aeruginosa strains produce a polar flagellum that 
required for motility, adhesion, invasion and secretion of virulence factors. The aim of this study was 
to evaluate the effect of prevention and treatment with anti-recombinant type B flagellin antibody in a 
burned mouse model. 

Materials and Methods: One hundred twenty six mice were divided into 16 groups injected 
with different regimen of anti-recombinant type B flagellin antibody. Infections were caused by sub-
dermal injection of P. aeruginosa PAO1 and PAK strains at the burn site. Groups were monitored for 
mortality for one week. Additionally, functional activity of this antibody was assessed by motility 
inhibition and opsonophagocytosis assays.  

Results:  Immunotherapy with rabbit antisera substantially increased (85.71%) survival rate of 
mice challenged with a homologous strain PAO1 compared with the control PBS. The mortality rate in 
mice infected by the heterologous strain PAK was only 28.57%. This antibody increased phagocytosis 
killing of the homologous strain but it only had a slight effect on the heterologous strain.  

Conclusion:  Passive immunotherapy protected burned mice challenged with the homologous 
strain but showed lower efficacy against the heterologous strain. 
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  چکیده
 چسبندگی، تحرك، براي که باشند می قطبی فلاژل یک داراي آئروژینوزا سودوموناس پاتوژن يها سویه :هدف و زمینه
 بادي آنتی با درمان و گیري پیش اثر بررسی ،مطالعه این از هدف .است نیاز مورد زایی بیماري فاکتورهاي ترشح و تهاجم

  .بود سوخته موش مدل در B تیپ نوترکیب فلاژلین ضد
 تقسیم B تیپ نوترکیب فلاژلین ضد بادي آنتی مختلف هاي رژیم با تزریقی گروه 18 به موش 126 :ها روش و مواد
 و مرگ .شد ایجاد سوخته ناحیه در آئروژینوزا سودوموناس PAKو  PAO1هاي   سویهپوستی زیر تزریق با عفونت .شدند

  B تیپ نوترکیب فلاژلین ضد بادي آنتی عملکردي فعالیت چنین هم .شد گرفته نظر تحت هفته یک مدت به ها گروه میر
  .گرفت قرار بررسی مورد اپسونوفاگوسیتوز سنجش و حرکت مهار تست انجام با

 با چالش در هاي موش بقاي)  درصد71/85(افزایش قابل ملاحظه  سبب خرگوشی سرم آنتی با ایمونوتراپی :ها یافته
 هترولوگ سویه به آلوده هاي موش میر و مرگ میزان. شد بافر فسفات سالین کنترل با مقایسه در PAO1 هومولوگ سویه

PAK، 57/28 رب کمی صرفاً تاثیر اما ،داد افزایش را همولوگ سویه فاگوسیتوز  ناشی ازمرگ بادي آنتی این .بود درصد 
   .داشت هترولوگ سویه

 کارایی اما ،گردید هومولوگ سویه با چالش در سوخته هاي موش حفاظت سبب فعال غیر وتراپیایمون :گیري نتیجه
  .داشت هترولوگ سویه برابر در کمتري

  نوترکیب فلاژلین آئروژینوزا، سودوموناس ،غیرفعال ایمونوتراپی سوختگی، :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 غشاهاي یا پوست جراحت نوعی سوختگی

 .شود می ایمنی سیستم سرکوب به منجر که بوده مخاطی
 به منجر ،سوختگی زخم محیطی سوخته بافت سطح

 انواع به را بیماران و شده بدن ایمنی سیستم سرکوب
 هاي پیشرفت وجود با .)1(کند میمبتلا  باکتریایی هاي عفونت
 سندرم سوخته، بیماران نگهداري زمینه در گرفته صورت

 در اختلال سندرم و سمی سپتی سیستمیک، التهابی پاسخ
 بیماران مرگ و ناخوشی به منجر ها ارگان عملکرد

 از غنی محیط یک سوختگی زخم سطح .)1(شود می
 براي مطلوب یمحیط که  استنکروز بافت شامل ها پروتئین

 .)2(کند می فراهم ها میکروارگانسیم تکثیر و کلونیزاسیون
 در میر و مرگ علت ترین شایع سوختگی زخم عفونت
 دست به نتایج به توجه با .)3(باشد می کشورها از بسیاري

 مختلف، کشورهاي اپیدمیولوژي مطالعات از آمده
 در رایج بسیار پاتوژن یک آئروژینوزا سودوموناس

 با آئروژینوزا سودوموناس .)4(است وختگیس هاي عفونت
 ها، توکسین جمله از متعددي ویرولانس عوامل کارگیري به

 و شدید هاي عفونت موجب )5( و غیرهفلاژل پیلی، ها، آنزیم
 سیستیک جمله از اي زمینه هاي بیماري با افراد در کشنده
   .)5(شود می  موارد دیگرو سوختگی ایدز، دیابت، فیبروز،

 قطبی فلاژل یک داراي آئروژینوزا ناسسودومو
 توانایی سمی، مواد از فرار نوچ  هممهمیهاي  نقش که بوده

 اتصال جایگاه کسب هدف، میزبانی هاي سلول به انتقال
 5اي   گیرنده شبه زنگولهواسطه با التهابی پاسخ  ومناسب

(TLR5) تشکیل اصلی واحد زیر فلاژلین پروتئین .)6(دارد 
 به .)7(شود می کد fliC ژن از طریق که است فلاژل شده
 تیپ دو داراي آئروژینوزا سودوموناس فلاژلین کلی طور
 آنتی با واکنش براساس که است B و A اصلی ژنی آنتی
 بندي تقسیم مولکولی وزن و کلونال پلی هاي بادي
 ژنی آنتی سروتایپ یک داراي تنها B تیپ .)8(اند شده

 پروتئین .است سروتایپ چندین داراي A تیپ است، اما
 53 مولکولی وزن داراي B تیپ هاي سویه فلاژلین

 A هترولوگ هاي سویه وزن مولکولی. باشد می کیلودالتون

 سودوموناس .)7(است کیلودالتون 45 تا 52متغییر و بین 
 بیان را فلاژلین دوتیپ این از یکی تنها آئروژینوزا

 کسیکموتا و حرکت ترکیب ،میزبان در .)9(کند می
 .دساز پذیر امکان را مخاطی بافت به پاتوژن دستیابی باکتري،

 ایجاد و آئروژینوزا سودوموناس پاتوژنر در حرکت نقش
 موجب حرکت زیرا ،است شده ثابت مختلف هاي عفونت
 چنین هم .)10(دشو می پاتوژن -میزبان هاي کنش میان افزایش

 و گسترش باعث باکتري تحرك کهاست  شده ثابت
 هاي سویه و گردد می سوخته بافت در آن زاسیونکلونی

 زایی بیماري ،فلاژل فاقد هاي موتانت به نسبت متحرك
 پیش فعالیت مطالعات، از زیادي تعداد نتایج .دارند بیشتري
 و مونوسیت .)11(اند رسانیده اثبات به را فلاژلین التهابی

 عامل نکروز التهابی پیش هاي سایتوکاین ماکروفاژها،
 نیتریت و (IL-6) 6اینترلوکین  ،(TNF-α) ي آلفاتومور

 در .)12(کنند می تولید فلاژلین به پاسخ در را اکساید
  8اینترلوکین  ترشح باعث فلاژلین تلیال، اپی هاي سلول

(IL-8) و نوتروفیل ارتشاح در ضروري سایتوکاین یک که 
 مطالعات .شود می است دیده آسیب محل به ماکروفاژها

 300( فلاژلین بالاي دوز رگی داخل تزریق  کهاند داده نشان
 شوك شبیه پاسخ یک ایجاد باعث موش در )میکروگرم

اینترفرون گاما  ،TNF-α از بالایی سطوح و شده سپتیک
(IFN-γ)،10وکین ل اینتر (IL-10) و IL-6 همراه به را 

 ارتشاح و کبدي آسیب اکسیداتیو، استرس هاي شاخص
 اثبات با امروزه .)13(گردد ب میموج ریه در ها نوتروفیل

 درك براي مطالعاتی فلاژلین، کنندگی تحریک ماهیت
 ها پاتوژن از برخی به حساسیت در TLR-5 و فلاژلین نقش

 در که زیادي هاي پیشرفت وجود با .)14(است انجام حال در
چنان  هم سوختگی ،است شده انجام سوختگی بیماران درمان

 جوامع در میر و مرگ عوامل ترین مهم از یکی عنوان به
 این اکتسابی و ذاتی مقاومت .آید می حساب به بشري

 شده باعث رایج هاي بیوتیک آنتی از وسیعی طیف به باکتري
 لوحه سر در درمان و گیري پیش جدید هاي روش که است
 آنتی از استفاده ،مطالعه این از هدف .گیرد قرار نامحقق کار

 آئروژینوزا سودوموناس B تیپ لکام فلاژلین علیه هاي بادي
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 این از ناشی سوختگی هاي عفونت درمانی عامل عنوان به
  .باشد می باکتري

  
  ها روش و مواد
   آئروژینوزا سودوموناس يها سویه ییدتأ و تهیه

 کننده بیان سویه( POA1 استاندارد يها سویه
 )فلاژلین A تیپ کننده بیان سویه( PAK و )فلاژلین B تیپ

 سوختگی تحقیقات مرکز از آئروژینوزا سسودومونا
 و کشت از پس و  شدندتهیه ایران پزشکی علوم دانشگاه

 .ندگردید هویت ینیتع بیوشیمیایی متداول هاي روش با احیاء

 فلاژلین نوترکیب پروتئین سازي خالص و بیان
  B تیپ

 PAO1 سویه B (fliC) تیپ فلاژلین ژن
 جدا اختصاصی رهايپرایم وسیله هب آئروژینورا سودوموناس

 و  گردیدتکثیرواکنش زنجیره اي پلی مراز  روش با وشد 
 دو برش جایگاه بین (+)pET28a بیانی وکتور در سپس
 نوترکیب پلاسمید .شد کلون HindIII و BamHI آنزیم
fliC/pET-28a بیانی سویه با روش شوك حرارتی به BL-

21(DE3) ترکیبنو پروتئین بیان. اشرشیاکلی انتقال یافت 
  تیوکالاکتوپیرانوزید-1-دي–ایزوپروپیل بتا از استفاده با

(IPTG) 1 وشد  القا )شرکت سیگما، امریکا (مولار میلی 
 سدیم دودسیل سولفات روش با fliC ژن بیان ارزیابی براي

 5/12 ژل در (SDS-PAGE) پلی اکریلامید ژل الکتروفورز
 بیارزیا G-250 بلو کوماسی آمیزي رنگبا  و درصد
 بافر در انکلوژن اجسام کردن حل با تخلیصعمل  .گردید

 شیب با اوره حذف نیکل، رزین با جذب مولار، 8 اوره
 آوري جمع نهایت در و شو و شست محلول در اوره کاهشی
 تایید .شد انجام محلول شکل به نوترکیب پروتئین

 آنتی از طریق و بلات وسترن با پروتئین ژن آنتی خصوصیت
 .گرفت صورت هیستیدینی پلی ضد کلونالمونو بادي

 فلاژلین علیه کلونال پلی هاي سرم آنتی تهیه
  نوترکیب

 2 تقریبی وزن با نیوزیلندي سفید خرگوش 2 ابتدا
 با ها خرگوش .ندشد تهیه ایران پاستور انستیتو از کیلوگرم

 ادجوانت با همراه میکروگرم 300 دوز با نوترکیب فلاژلین

 و 14 سپس .شدند واکسینه زیرپوستی شکل به فروند کامل
 با همراه را خود یادآور واکسن ،تزریق اولین از پس روز 28

 سرم ایجاد براي .کردند دریافت فروند ناقص ادجوانت
 میکروگرم 100 تزریق، آخرین از پس هفته 2 هیپرایمیون،

 از کدام هر به وریدي داخل شکل به نوترکیب فلاژلین
 72 .یابد افزایش بادي آنتی ارعی تا شد تزریق حیوانات

 )قلبی( گیري خون ها خرگوش از ،تزریق این از پس ساعت
درجه  -20  دمايدر جداسازي از پس ها سرم .آمد عمل هب

 از ها ایمونوگلوبولین تهیه براي .شدند نگهداريگراد  سانتی
 پروتئینی محلول ها، ناخالصی برخی حذف و خرگوش سرم

  .شد داده رسوب صددر 35 آمونیوم سولفات با
  توتال IgG سطح سنجش

 روش به خرگوش سرم در توتال IgG میزان
 )اکستراژن، کره (اي خانه 96 هاي پلیت در استاندارد الیزاي
 10 غلظت از میکرولیتر100 مقدار .شد گیري اندازه

 میکرگرم به 1( نوترکیب فلاژلینلیتر  میکروگرم در میلی
 هر به )pH 4/7( لین بافر فسفات سادر )ازاي هر چاهک

 شب یک مدت به و گردید اضافه میکروتیتر پلیت چاهک
 بار 3 از ، بعدپسس .شد انکوبه سلسیوس درجه 4 دماي در

 درصد 05/0 حاوي T - فسفات سالینبافر با شو و شست
 درصد آلبومین 5 حاوي T - و بافر فسفات سالین20تویین 

 و شد وکهبل درجه 37  دمايدر ساعت 2 مدت به سرم گاوي
  رقت  ،T - بافر فسفات سالینبا شو و شست بار چند پس از
 به میکرولیتر 100 مقدار و  شدتهیهاز سرم خرگوشی  1:100

 درجه 37 در ساعت 2 مدت به و گردید اضافه ها چاهک
 میکرولیتر 100 شو، و شست بار 4 از پس .گردید انکوبه

رگوش  ضد موشی خIgG پراکسیداز با کونژوگه بادي آنتی
شد و  اضافه چاهک هر به 1:10000 رقت با )سیگما، امریکا(

 پس از .شد انکوبه درجه 37دماي  در ساعت 5/1 به مدت
 رنگزاي معرف از میکرولیتر 100 شو، و شست مرحله چند

TMB/H2O2 )اضافه چاهک هر به) انستیتو رازي، ایران 
 نرمال 1 سولفوریک اسید کمک به آنزیمی فعالیت ،شد

  طول موجدر نوري جذب و  گشتمتوقف ) آلمانمرك،(
  .خوانده شد )فارماسیا، فرانسه( نانومتر 450
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   موش ماکروفاژهاي با اپسونوفاگوسیتوز آزمون
 پوستها با کلروفرم،  شته شدن موشک از پس

 و به کمک قیچی تحت شد ضدعفونی الکل باها  آن شکم
-RPMI کشت محیط لیتر میلی 10 .شرایط استرایل باز شد

 در آرامی به درصد سرم جنین گاوي 10ي  به اضافه 1640
 حد تا کشت محیط مجدداً .گردید تزریق صفاقی حفره

 استریل فالکون یک به و شد آسپیره سرنگ داخل به ممکن
 و سرد بافر فسفات سالین با بار 2 ها سلول .گردید منتقل

 کشت محیط در آخر مرحله و شدند شو و شست ،استریل
RPMIگردیدند معلق درصد سرم جنین گاوي 10ي  حاو. 

 و نئوبار لام از استفاده با زنده هاي سلول تعداد نهایت در
 آزمون، این انجام براي .گردید شمارش بلو تریپان رنگ
 استفاده و مخلوط هم با ایمن هاي خرگوش هاي سرم

 ایمن يها گروه هاي سرم اپسونیک فعالیت سپس و ندگردید
 .دش مقایسه یکدیگر با ایمونیزاسیون از قبل هاي سرم به نسبت
تحت دماي ( دیده حرارت خرگوشی سرم میکرولیتر 100

به 1:10 رقت با )دقیقه 30 مدت بهگراد  سانتی درجه 56

در  1×107 تقریبی تعداد با ماکروفاژ میکرولیتر 100 همراه
 به خرگوش بچه درصد 4 سرم میکرولیتر 100 بالیتر  میلی

 سوسپانسیون از میکرولیتر 100 و لمانکمپ منبع عنوان
 تعداد با PAK و PAO1 آئروژینوزا سودوموناس يها سویه

 استریل هاي میکروتیوب درلیتر  در میلی 2×107 تقریبی
 اجزاء از یکی فاقد بار هر کنترل هاي تیوب .شدند مخلوط

 100 آن جاي به و بودند ماکروفاژ یا و کمپلمان سرم،
 مدت به ها میکروتیوب .شتگ  ضافها کشت محیط میکرولیتر

 سپس .شدند انکوبه درجهگراد  سانتی 37 دماي در دقیقه 90
 سازي رقیق از پس و شد برداشته تیوب هر از میکرولیتر 25
 محیط روي بر استریلبافر فسفات سالین  میکرولیتر 225 در

 شبه یک انکوباسیون از پس .شد  داده کشت آگار مکانیکی
 رشد هاي کلنی تعداد ،گراد  سانتیدرجه 37  دمايدر ها پلیت
 در ها باکتري شدن کشته درصد و  شدشمارش کرده
 وگردید  محاسبه زیر فرمول از استفاده با مختلف يها گروه

  .شتگ مقایسه یکدیگر با

  

  
  

   حرکت مهار آزمون
 هاي سرم آنتی عملکردي فعالیت ارزیابی منظور به

 در باکتري حرکت مهار و نوترکیب فلاژلین علیه خرگوشی
 استفاده باکتري حرکت مهار تست از ،آزمایشگاهی شرایط
 در خرگوشی هاي سرم آنتی از 1:100 رقت ابتدا .گردید
 تهیه )آگار درصد 3/0 +براث(  نرم لوریا برتانیآگار محیط

 از پس .گردید پخش مجزا اي خانه 24 هاي پلیت در و شد
 و تازه سوسپانسیون از میکرولیتر 25 ها، چاهک شدن سرد
 هر به بافر فسفات سالین در PAO1 و PAK سویه فعال

  دمايدر ساعت 2 مدت به ها پلیت و  گشتاضافه چاهک
 انکوباسیون، از پس .شدند انکوبه گراد  سانتیدرجه 37

 گیري اندازه پلیت هر در ها باکتري گسترش هاله قطر میانگین
 .شد

  

  بادي آنتی تجویز
 فلاژلین ضد اختصاصی هاي بادي آنتی درمانی اثر

 سودوموناس از ناشی سوختگی عفونت علیه B تیپ
 ترتیب بدین ؛شد ارزیابی فعال غیر زایی ایمنی با آئروژینوزا

به دو دسته بالب سی  اي نژاد  هفته8 تا 6نر هاي موش ابتدا که
 9 شامل اول دسته که )کرج پاستور انستیتو( تقسیم شدند

 9 نیز دوم دسته .بود موش سر 7شامل  گروه هر و گروه
 بندي گروه .گرفت را در بر می موش سر 7 گروه هر و گروه
  :به صورت ذیل بود موشی هاي دسته

  اول دسته
 هب B تیپ فلاژلین ضد اختصاصی بادي آنتی :1 گروه*

 سویه با چالش  در)عفونت از قبل(فیلاکسی پرو صورت
 PAO1 استاندارد

ه ب B تیپ فلاژلین ضد اختصاصی بادي آنتی :2 گروه*
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 استاندارد سویه با چالشدر  )عفونت از بعد(درمانی صورت
PAO1 

 هب B تیپ فلاژلین ضد اختصاصی بادي آنتی :3 گروه*
 از بعد و قبل(درمان با همراه فیلاکسی پرو ترکیب صورت
  PAO1 استاندارد سویه با چالشدر  )عفونت

 پرو تصور هب خرگوشی نرمال سرم بادي آنتی :4 گروه*
 استاندارد سویه با چالشدر  )عفونت از قبل(فیلاکسی
PAO1 

 صورت هب خرگوشی نرمال سرم بادي آنتی :5 گروه*
 PAO1 استاندارد سویه با چالش )عفونت از بعد(درمان

 صورت هب خرگوشی نرمال سرم بادي آنتی :6 گروه*
 )عفونت از وبعد قبل (درمان با همراه پروفیلاکسی ترکیب

 PAO1 استاندارد سویه اب چالشدر 
بافر فسفات  درمانی غیر کنترل ( شاهد گروه :7 گروه*

 PAO1 استاندارد سویه با چالشدر ) سالین
 با چالش )پنم ایمی درمانی کنترل (شاهد گروه :8 گروه*

 PAO1 استاندارد سویه
 )سوختگی کنترل گروه( شاهد گروه :9 گروه*

  دوم دسته
 هب B تیپ فلاژلین دض اختصاصی بادي آنتی :1 گروه*

 سویه با چالش  در)عفونت از قبل(پروفیلاکسی صورت
  PAK استاندارد

 هب B تیپ فلاژلین ضد اختصاصی بادي آنتی :2 گروه*
 استاندارد سویه با چالشدر  )عفونت از بعد(درمانی صورت
PAK 

 هب B تیپ فلاژلین ضد اختصاصی بادي آنتی :3 گروه*
 از بعد و قبل(درمان با اههمر پروفیلاکسی ترکیبی صورت
 PAK استاندارد سویه با چالش در )عفونت

 پرو صورت هب خرگوشی نرمال سرم بادي آنتی :4 گروه*
 PAK استاندارد سویه با چالشدر  )عفونت از قبل(فیلاکسی

 صورت هب خرگوشی نرمال سرم بادي آنتی :5 گروه*
 PAK استاندارد سویه با چالش  در)عفونت از بعد(درمان

 صورت هب خرگوشی نرمال سرم بادي آنتی :6 گروه*
 )عفونت از وبعد قبل (درمان  باهمراه پروفیلاکسی ترکیب

 PAK استاندارد سویه با چالشدر 
بافر فسفات  درمانی غیر کنترل( شاهد گروه :7 گروه*

 PAK استاندارد سویه با چالشدر  )سالین
 با چالش در )پنم ایمی درمانی کنترل (شاهد گروه :8 گروه*

 PAK استاندارد سویه
 داخل تجویز با ایمنوتراپی براي زمان بهترین

 نهایی حجم اب B تیپ فلاژلین ضد اختصاصی IgG صفاقی
 قرار ارزیابی مورد مختلف روش سهکمک   بهسی سی 5/0

گرم آنتی   میلی5/0، مقدار پروفیلاکسی حالت در .گیرد می
 موشی يها وهگر به  ساعت قبل از عفونت24 و 2،  بادي

گرم   میلی3/0 و 5/0مقدار  ،درمانی حالت در .شود می تجویز
 تجویز  روز بعد از عفونت4 ساعت و 4 به ترتیب بادي آنتی

 4و نیز  عفونت از قبل ساعت 2 ،ترکیبی حالت در .شود می
 تجویز گرم میلی 5/0 مقدار به عفونت از بعد روز
 4 تا و عفونت از بعد ساعت 4 درمانی، کنترل گروه.شود می

 را پنم ایمی گرم میلی 5/0 بار 2 روز هر عفونت از بعد روز
 نرمال سرم تجویز .نمودند دریافت صفاقی داخل تجویز با

 همانند ترکیبی و یدرمان پروفیلاکسی، حالت در خرگوشی
  .گرفت صورت بالا درمانی هاي رژیم
  سوخته موش مدل

 24 ابتدا ،)15( ایان آلن هولدرروش اساس بر
 ها موش .شد تراشیده ها موش پشت سوختگی از قبل ساعت

گرم بر   میلی100(کلراید هیدرو کتامین مخلوط از استفاده با
 مقطر آب در )لیتر گرم بر میلی  میلی20( زایلازین و )لیتر میلی

 دادن قرار با سپس ،شدند هوش بی صفاقی داخل شکل به
 از عاري احیهن ،اینچ 5/1×5/1 ابعاد در آلومینیومی ورق یک

 سوزانده ثانیه 10 مدت به درصد 96 اتانول سی سی 5/0 با مو
 موش پشت ي  از ناحیهدرصد 15 تا 12 ،ترتیب بدین .شد

 به سالین سی سی 5/0 بلافاصله .دش 3 درجه سوختگی دچار
 در پوست رفته دست از آب جبران براي جلدي، زیر شکل
 عنوان به )25/0(استامینوفین از .شد تزریق ي سوختگی ناحیه

  بر طبق این روش،.گردید استفاده سوختگی از بعد مسکن
 کشنده هاي عفونت به شدت به شده سوزانده هاي موش

 دوز حداقل و یت نشان دادندحساس آئروژینوزا سودوموناس
  .دوب  پایین بسیار حالت این در کشندگی

   ایمن حیوانات چالش
 دریافت موش يها گروه بقاي سنجش منظور به
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 بهنسبت  B تیپ فلاژلین ضد اختصاصی بادي آنتی کننده
 يها سویه کشنده دوز برابر در درمانی غیر موشی يها گروه

PAO1 وPAK زایی ایمنی از ،آئروژینوزا سودوموناس 
 این (LD50) درصد 50 کشندگی دوز .شد استفاده غیرفعال

 تعیینایان آلن  دکتر توسط سوختگی زخم عفونت در سویه
 زیر تزریق شکل به باکتري 250 تا100 معادل که )15(شد

 .بود سوخته ناحیه با تماس شکل بهباکتري  108و پوستی
  واحد تشکیل دهنده کلونی5×102 تا 3 با موش، يها گروه

(CFU) استاندارد يها سویه از PAO1 وPAK  صورت به 
 تمامی میر و مرگ و بقا میزان و شدند الشچ جلدي تزریق
  .گردید ثبت و گیري پی هفته یک مدت به مذکور يها گروه

  ها  داده آماري تحلیل
 SPSS افزار نرم از  ها  داده تحلیل و تجزیه براي

 اساس بر  کمی هاي   داده نتایج و شد استفاده 21 نسخه
 یک واریانس آنالیز آزمون کمک به و تکرار بار سه میانگین

 جزیهت مورد )استیودنت تی( تی آزمون و LSD روش طرفه،
داري برابر با  سطح معنی و گرفت  قرار آماري تحلیل و

05/0<p شد گزارش. 

  
  ها  یافته

  آئروژینوزا سودوموناس يها سویه شناسایی
 سري یک از استفاده با PAK و PAO1هاي  سویه

 در رشد حرکت، اکسیداز، مثل ییبیوشیمیا هاي آزمون از
 یدتول و هیدرولاز د آرژنین سلسیوس، درجه 42 دماي

   .ندشد هویت تعیین پیوسیانین
 در b تیپ فلاژلین نوترکیب پروتئین بیان

  اشرشیاکلی
 و کشت رویی مایع روي بر مختلف آزمایشات

 به تولیدي هاي پروتئین بیشتر که کرد ثابت باکتریایی لیزات
 تجمع باکتري سیتوپلاسم داخل در بادي انکلوژن شکل

 پروتئین بالاي بیان به منجر کهشرایطی  بهترین و یابند می
 37 دماي در مولار میلی PTG  1با ساعته 5 القاء ،گردد 

 و دناتوراسیون روش با نوترکیب پروتئین .باشد می درجه
 شرکت( Ni-NTA ستون روي بر اوره کاهشی شیب متعاقبا
 از ایمیدازول حاوي بافر در محلول شکل به ) آلمانکیاژن
-SDS روش با هشد خالص پروتئین بررسی .شد جدا ستون

PAGE خوبی به نوترکیب پروتئین تخلیص که داد نشان 
 نشان 2 شکل که گونه همان ).1شکل(است گرفته صورت

 فلاژلین بیان از حاکی ایمونوبلاتینگ آزمایش نتایج ،دهد می
 واکنش و دالتون کیلو53 تقریبی مولکولی وزن با نوترکیب

 B تیپ یبنوترک با هیستیدینی ضد مونوکلونال بادي آنتی
  .)2شکل(است

  

  
 (M) شده؛ تخلیص ترکیب نو پروتئینSDS-PAGE  .1 شکل
 کلون یک از حاصل باکتریایی لیزات :1 چاهک ؛ پروتئینی مارکر

 لیـزات  : 5 و 4 ،3 ،2چاهک ؛)بیان کنترل( نشده القاء نوترکیب
 سـاعت  5  و 4 ،3 ،2 ترتیب به ،IPTG با شده القاء باکتریایی

 ترکیـب  نـو  پـروتئین  :7و 6 چاهـک  ؛  IPTG بـا  القاء از پس
 .شده تخلیص

  
 مونوکلونال بادي آنتی با نوترکیب فلاژلین ایمونوبلاتینگ .2شکل

 .هیستیدینی ضد

   توتال IgG بادي آنتی سنجش بررسی نتایج
ــل ــاي تحلی ــاري ه ــنجش آم ــال IgG س ــشان توت  ن

 هـاي  خرگـوش  بـین  داري معنـی  اخـتلاف  که )1نمودار(دادند
  ).p>001/0(رددا وجود یمنا وغیر ایمن
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 سـرم  توتـال  IgG شـده  گیـري  انـدازه  نوري جذب .1 نمودار

 فلاژلین نوترکیب پروتئین با کنش میان در شده تولید خرگوشی

  .پوشاننده
  

  اپسونیک فعالیت ارزیابی
 فاگوسیتوز ارتقاء توانایی بررسی منظور به
 فلاژلین ضد IgG  از طریقآئروژینوزا سودوموناس

 نوترکیب فلاژلین ضد بادي آنتی با باکتري این ب،نوترکی
 خرگوش کمپلمان و موشی ماکروفاژهاي ،)1:10 رقت(

 ،)کنترل گروه( خرگوشی نرمال سرم حضور در .شد انکوبه
 این .یافت کاهش اندکی زنده باکتریایی هاي سلول تعداد

 ضد بادي آنتی کردن اضافه که داد نشان چنین هم مطالعه
 سویه آئروژینوزا سودوموناس فاگوسیتوز یب،نوترک فلاژلین
PAO1 دقیقه،90 بعد از که طوري به دهد، می افزایش را  

در مقایسه با گروه بافر  زنده باکتریایی هاي سلول تعداد
 کاهش درصد 96/44فسفات سالین به میزان بیشتر از 

 ضد IgG که زمانی مقابل، در ).2 نمودار( )p>001/0(یافت
 مواجه PAK هترولوگ سویه با B تیپ یبنوترک  فلاژلین

ناشی  مرگبه  منجر توانست درصد 04/4 میزان به تنها ،شد
 بودن ختصم دهنده نشان این  و)p>02/0(شود فاگوسیتوز از

   .باشد می فلاژلین تیپ به بادي آنتی
  

  
 خرگوشی اختصاصی IgG اپسونوفاگوسیتوزي فعالیت .2 نمودار
 ســودوموناس يهــا ســویه ربرابــ در نوترکیــب فلاژلــین ضــد

 میـانگین  دهنـده  نشان ستون هر . PAK و PAO1 آئروژینوزا
 .)p> 05/0(  باشد می تکرار بار سه

  
  حرکت مهار ارزیابی

 ارزیابیآزمایش ارزیابی مهار حرکت به منظور 
 ضد یخرگوش کلونال پلی بادي آنتی عملکردي هاي فعالیت

 دوموناسسو يها سویه حرکت مهار در نوترکیب فلاژلین
 روش، این در .صورت گرفت PAO1 و PAK آئروژینوزا

 گروه عنوان بهبافر فسفات سالین  و ایمن غیر خرگوش سرم
 1 جدول در که طور همان .گرفت قرار استفاده مورد شاهد
 رقت با نوترکیب فلاژلین ضد بادي آنتی شود، می دیده

 مهار به قادر )p>001/0(کنترل گروه با مقایسهدر  1:100
 نیز کلونال پلی بادي آنتی .باشد می PAO1 سویه حرکت
 )p>05/0( کنترل گروه با مقایسه در را PAK سویه حرکت

 .دنک می مهار اندکی میزان به
  

 PAO1 آئروژینوزا سودوموناس يها سویه حرکت مهار .1جدول
 ـ ها داده .نوترکیب فلاژلین ضد  اختصاصی IgG با  PAK و ه ب

 حسب بر شده پخش باکتري قطر کرارت بار سه میانگین صورت
   .است شده محاسبه متر میلی
 مــورد ســویه

  آزمایش
IgG ــصاصی  اخت
ــد ــین ضـ  فلاژلـ

  نوترکیب

ــرم ــال سـ  نرمـ
  خرگوشی

ــسفات   ــافر فـ بـ
  سالین

PAO1 435/0±1/4  404/0±36/14  503/0±03/15  
PAK 529/0±30/14  305/0±9/14  150/0±83/15  

 
  کشنده سویه برابر در محافظت

 ضد بادي آنتی حفاظتی اثرات سیبرر براي
 موش مدل از آئروژینوزا سودوموناس نوترکیب فلاژلین
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 سودوموناس کشنده دوز درصد 50 با الشچ در سوخته
 7 مدت به ها موش میر و مرگ میزان .شد استفاده آئروژینوزا

 نتایج طبق .گرفت قرار بررسی مورد چالش از بعد مداوم روز
 فلاژلین ضد بادي آنتی ،)الف 3 نمودار( آمده دست به

 بقاء میزان ترکیبی درمان و پروفیلاکسی حالت در نوترکیب
 PAO1 سویه با چالش در درمانی غیر گروه با مقایسه در را

 ضد بادي آنتی ).p>0001/0( داد افزایش درصد 71/85تا 
به میزان  توانست ترکیبی درمان تحال در نوترکیب فلاژلین

 هترولوگ سویه با چالش برابر در ها موش درصد از 57/38
PAK 01/0( )ب 3 نمودار(محافظت کند<p.( حفاظتی اثر 

 ایمی درمانی مثبت گروه با نوترکیب فلاژلین ضد بادي آنتی
  .شد سنجیده پنم

 

  

 
 بـه   ب و الف ودارنم .درمانی مختلف هاي حالت در موشی مختلف يها  گروه  میر و مرگ میزان بررسی از حاصل  نتایج. وب الف . 3 نمودار
 .دهند می نشان PAK و PAO1 يها سویه با چالش در را موشی يها گروه میر و مرگ میزان ترتیب

  

  بحث
 فلاژلین برابر در شده تولید کلونال پلی بادي آنتی

 به ،PAO1 سویه آئروژینوزا سودوموناس B تیپ نوترکیب
 از ناشی میر و مرگ کاهش باعث توجهی قابل طور

 .شود می سوختگی زخم عفونت در آئروژینوزا سودوموناس

 حالت اندازه به پروفیلاکسی حالت در بادي آنتی تجویز
 سویه با چالشبرابر  در ها موش تظحفا در درمانی

 درحتی اثبات شد که  .است کارآمد PAO1 هومولوگ
 در، سرم نرمال خرگوشی اختصاصی غیر درمان کنترل گروه
 ها موش میر و مرگ حدودي تا تواند می پروفیلاکسی حالت
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 کاهشبافر فسفات سالین  درمانی غیر گروه با مقایسه در را
 متقاطع، هاي واکنش علت به که شد مشخص چنین هم .دهد
 ترکیبی درمان حالت در B تیپ نوترکیب فلاژلین بادي آنتی

 سویه با چالش در ها موش محافظت باعث تواند می
 فعال غیر و فعال زيسا ایمن امروزه، .شود PAK هترولوگ

به طور گسترده  آئروژینوزا سودوموناس هاي عفونت برابر در
 بیوتیکی آنتی درمان که چرا ؛)16 ،15(گیرد مد نظر قرار می

 .)17(است شده اکتسابی و ذاتی گسترده هاي مقاومت به منجر
 عوامل به پاسخ در سوختگی دچار بیماران که جایی آن از

ایمن  که رسد می نظر بهمواجهند، با محدودیت زمانی  عفونی
 و گیري پیش براي درمانی هاي راه بهترین  ازسازي غیر فعال

 افزون روز مقاومت دلیل به .)18(است بیماران این درمان
 مراکز در رایج هاي بیوتیک آنتی به آئروژینوزا سودوموناس

 درمانی عامل یک عنوان به بادي آنتی از استفاده ،درمانی
 نشان مطالعه این در .)18(باشد موثر و کارآمد یاربس تواند می

 B تیپ نوترکیب فلاژلین ضد IgG بادي آنتی که شد داده
 ها باکتري تواند می خرگوش در فعال سازي ایمن حاصل از

 تعداد .نماید تسهیل را فاگوسیتوز و نموده اپسونین را
 دقیقه در حضور 90بعد از  PAO1 سویه زنده هاي باکتري

IgG فلاژلین نوترکیب تیپ  ضدB درصد 96/44 به میزان 
در مقایسه با گروه کنترل و تحت شرایط آزمایشگاه کاهش 

 تیپ نوترکیب فلاژلین ضد IgG که زمانی مقابل، در. یافت
B هترولوگ سویه با PAK 04/4 میزان به تنها ،شد مواجه 

 این و شود فاگوسیتوز به وابسته مرگ باعث توانست درصد
 فلاژلین تیپ به بادي آنتی بودن اختصاصی هدهند نشان

 فلاژلین ضد IgG که شد مشخص مطالعه این در .باشد می
 سویه حرکت دتوان می 1:100 رقت در B تیپ نوترکیب
 ممانعت اثر و کند مهار کامل طور هب را PAK همولوگ

 نتایج .بگذارد PAK هترلوگ سویه حرکت روي بر کمی
صورت  همکاران و بارنا توسط  کهمشابهاي  مطالعه از حاصل

 فلاژلین ضد مونوکلونال بادي آنتی کهگرفت نشان داد 
 96(به میزان قابل توجهی را ها موش میر و مرگ تواند می

 .)19(دهد کاهش )کنترل گروه درصد 4 برابر در درصد
 از استفاده علت به ما تحقیق از آمده دست به نتایج

pET15BVP با نتایج  ریوي تعفون مدل و وکتور عنوان به
 داد نشان مونتاي .)20(بود متفاوتکامپودونیکو و همکاران 

برابر  در موش حفاظت باعث فلاژلی ضد بادي آنتی که
 آئروژینوزا سودوموناس از ناشی سوختگی زخم عفونت

 ارزیابی براي آزمایشگاهی هاي روش از یکی .)9(شود می
 یتوزاپسونوفاگوس آزمون ،بادي آنتی عملکردي فعالیت

 فلاژلین ضد IgG که دادند نشان همکاران و فائزي .باشد می
 دررا  ها موش میر و مرگ میزانتواند  می A تیپ نوترکیب

 میزان به PAK سویه با چالش درو  سوختگی زخم عفونت
 توانست بادي آنتی این که حالی در ،دهد کاهش درصد 75

 PAO1 سویه با چالش در ها موش حفاظت باعث حدودي تا
 ارزیابی در که کردند ثابت همکاران و تیلاکر .)21(شود

 هاي خرگوش و ها موش سرم آنتی اپسونوفاگوسیتیک، مرگ
 1:4 هاي رقت در MEP-KLH ي کونژوگه با ایمن

 50 از بیش مرگ باعث تواند می )موش( 1:8 و )خرگوش(
 سودوموناس از آن جایی که .)22(دگرد ها باکتري درصد

حضور دارد، احتمال  زیست محیط جاي  همهدر آئروژینوزا
ها در معرض سودوموناس آئروژینوزا قرار  این که خرگوش

 عمومی هاي بادي آنتی رو این از. یابد گیرند افزایش می
شاید این مسئله علت  و باشند می سودوموناسداراي 

  .)23(محافظت اندکی باشد که مشاهده شد
  

  گیري نتیجه
 فلاژلـین  ضد گوشیخر کلونال پلی هاي بادي آنتی

 اپـــسونیک مـــرگ افـــزایش و حرکـــت مهـــار بـــا B تیـــپ
 در حفاظـت  از بالایی سطح به منجر آئروژینوزا سودوموناس

   .دنگرد می باکتري این از ناشی سوختگی عفونت برابر
  

  قدردانی و تشکر
 دانـشگاه  سـوختگی  تحقیقات مرکز از وسیله بدین

 شـماره  بـا  را طـرح  ایـن  مالی حمایت که ایران پزشکی علوم
  .شود می تشکر و تقدیر ،داشت برعهده 93 ،24320-12-01
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