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Abstract 

Background: Brucella is an intracellular bacterium that causes chronic infection in humans 
and domestic animals. The underlying mechanisms that cause prolonged illness are complex and not 
fully understood. Immune responses may have an important role in the chronicity of infection. Here, 
we evaluated the lymphocyte proliferation responses in patients with chronic and acute brucellosis.  

Materials and Methods: This descriptive - analytical study was performed on 22 patients with 
acute brucellosis, 21 patients with chronic brucellosis and 21 healthy people with the similar age, sex 
and genetic background as control group. Peripheral lymphocytes were isolated using Ficoll and the 
cellular proliferation was quantified in presence of antigen and phytohemaglutinin-A by MTT method.  

Results: The brucella antigen-specific stimulation index in patients with chronic brucellosis 
was significantly lower than the acute brucellosis patients (p=0.001). Also, stimulating the 
lymphocytes with phytohemaglutinin-A has shown that proliferative response in patients with chronic 
brucellosis was lower than the other groups (p=0.04).  

Conclusion: The results indicated that chronic brucellosis inhibits lymphocyte proliferation. 
This inhibition of lymphocyte proliferation may be due to the induction of anergy.   
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   مزمن و حاد بروسلوز به مبتلایان در لنفوسیتی تکثیر پاسخ بررسی
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  چکیده
 .شود می اهلی حیوانات و انسان در مزمن عفونت سبب که است سلولی داخل باکتري یک بروسلوز :هدف و زمینه

 بیماري ینا شدن مزمن درپاسخ هاي ایمنی ممکن است  .هستند ناشناخته و پیچیده بیماري این شدن مزمن هاي مکانیسم
  .گرفت قرار ارزیابی مورد  مبتلا به بروسلوز حاد و مزمنبیماران در لنفوسیتی تکثیر پاسخ مطالعه این در .باشند داشته نقش
 مزمن بروسلوز به مبتلا بیمار 21 حاد، بروسلوز به مبتلا بیمار 22 روي بر تحلیلی،- توصیفی مطالعه این :ها روش و مواد

 محیطی خون هاي لنفوسیت .گرفت انجام داشتند، انطباق بیماران با ژنتیکی زمینه و جنس سن، رنظ از که سالم فرد 21 و
 روش با کشت شرایط در آ-فیتوهماگلوتنین و ژن آنتی حضور در سلولی تکثیر میزان و ندشد جدا فایکول گرادیان محیط با

MTT شد گیري اندازه.   
 در داري معنی طوره ب مزمن بروسلوز به مبتلا بیماران در بروسلا هاي ژن آنتی اختصاصی تحریک اندیکس :ها یافته

 نشان آ- فیتوهماگلوتنین با لنفوسیتی تحریک در چنین هم ).p=001/0(بود کمتر بیماري حاد فرم به مبتلا بیماران با مقایسه
  ).p=04/0(باشد  میکمتر  کنترل گروه به نسبت مزمن بیماران در تکثیري پاسخ که شد داده
 القاء دلیل به است ممکن مزمن برسلوز به مبتلا بیماران در لنفوسیتی تکثیر پاسخ کاهشنتایج نشان داد که  :گیري جهنتی

   .باشد بیماران این در آنرژي پدیده
   مزمن حاد، تکثیري، پاسخ برسلوز، :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 منفی، گرم هاي باکتري بروسلا هاي گونه

 بیماري عامل که هستند سلولی درون و اختیاري هوازي بی
 بیماري .باشند می حیوان و انسان در )مالت تب(بروسلوز
 است بومی توسعه حال در کشورهاي از بسیاري در بروسلوز

 وارد ها آن محصولات و ها دام به زیادي خسارات و
 مشترك باکتریایی عفونت ترین شایع بیماري این .)1(سازد می
 مبتلا را نفر میلیون نیم از بیش سالانه و است انسان و دام بین
 سیستم هاي لسلو به اغلب بروسلا هاي گونه .سازد می

 ماکروفاژهاي درتوانند   میو برند می هجوم رتیکولواندوتلیال
 مغز، طحال، جمله از بدن مختلف نقاط در مستقر آلوده

 از بعد بیماران بیشتر .بمانند باقی استخوان مغز و قلب،کبد
 کم و شوند می مواج تب با همراه بیماري حاد فاز ابتلا وارد

 30 تا 10 در متاسفانه اما ،ندرو می پیش بهبودي سمت به کم
  .)2، 1(شود می مزمن بیماري موارد درصد

 بسیار اطلاعات بروسلوز بیماري اهمیت رغم علی
 در بیماري این ایمونولوژیک کنترل زمینه در محدودي

 ایمنی زمینه در موجود اطلاعات اغلب .دارد وجود انسان
دست  به حیوانی هاي مدل روي بر مطالعه از بروسلوز علیه

 بروسلوز به مبتلایان روي هایی بررسی چنین و است آمده
 اگرچه دهد می نشان مطالعات .)3-6(باشد  میمحدود بسیار

 در بیماري این عامل برضد بروسلوز بیماري به ابتلا هنگام به
 اساسی نقش سلولی ایمنی ولی ،شود می تولید بادي آنتی بدن

  .)7(دارد عفونت از بهبودي و دفاع در را
 القا در T هاي لنفوسیت اهمیت به توجه با

 در ایمونولوژیکی مطالعات است لازم ایمنی، هاي پاسخ
 بروسلوزیس به مبتلا بیماران در لنفوسیتی عملکرد خصوص

 علت شدن روشن منظور به بیماري این مزمن فرم ویژه به
از این  .گیرد صورت افراد برخی در بیماري این شدن مزمن

 هاي لنفوسیت بلاستوژنیک هاي پاسخ عهمطال این در رو،
 گروه با مقایسه در مزمن و حاد بیمار دسته دو محیطی خون

  .گرفت قرار ارزیابی مورد کنترل
  
  

  ها روش و مواد
 روي بر تحلیلی-توصیفی مطالعه یک تحقیق این

 بیمار 9 و مذکر بیمار 13( حاد بروسلوز به مبتلا بیمار 22
 به مبتلا بیمار 21 و )سال 38±17 سنی میانگین با مونث

 میانگین با مونث بیمار 10 و مذکر بیمار 11( مزمن بروسلوز
 یا حاد بروسلوز به ها آن ابتلاي که  است) سال4/43±10سنی

 محرز انمتخصص نظر زیر بالینی و آزمایشگاهی نظر از مزمن
 و بالینی هاي نشانه و علائم اساس بر بروسلوز به ابتلا .گردید

 .گردید تعیین شناسی باکتري و رولوژيس آزمایشات
 شش از کمتر( بیماري دوره اساس بر حاد بروسلوز تشخیص

 آزمایشگاهی هاي یافته و بالینی هاي نشانه و علایم ،)ماه
 از بیشتر یا برابر بادي آنتی تیتر یا و مثبت خون کشت(

 در دوبرابر افزایش یا و (STA) رایت آزمایش در 320/1
 .)8-11(شد انجام هفته دو فاصله به) ME-2 یا STA تیتر

 علایم پایین، تب واسطه به بیماري شدن مزمن مرحله
 بیماري دوره و مفرط ضعف و خستگی و بیماري موضعی

 و رایج هاي درمان به مناسب پاسخ عدم و )ماه شش از بیشتر(
قبل  که بیمارانی .)1(گردید مشخص آزمایشگاهی هاي یافته

 یا بروسلوز از غیر عفونیهاي   بیماريسایر به یا طی مطالعه
 از قبل که بیمارانی چنین هممبتلا بودند و  التهابیهاي  بیماري

 مثل التهاب ضد داروهاي با درمان تحت مطالعه به ورود
 داروهاي از غیر ها بیوتیک آنتی سایر یا کورتیکواستروئیدها

 خارج مطالعه از داشتند قرار مالت تب درمان در انتخابی
 و مرد نفر 13( سالم ناداوطلب از نفر 21 ،این بر علاوه .ندشد

 در شاهد عنوان به ) سال8/35±8 سنی میانگین با زن نفر 8
 و ماهیت از یافتن اطلاع از بعد افراد تمام از .شدند گرفته نظر

 با پژوهش این .گردید اخذ نامه رضایت فرم طرح، اهداف
-16 :کد( اراك پزشکی علوم دانشگاه اخلاق کمیته تایید
   .شد انجام )152-92

  
  محیطی خون اي هسته تک هاي سلول جداسازي

 کشت، اتاق به افراد خون نمونه ازانتقال پس
 محیطی خون اي هسته تک هاي سلول جداسازي مراحل

 15 فالکون به خون از سی سی 5 :گرفت انجام صورت بدین
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 رباف سی سی 5 .شد داده انتقال دیگري استریلمیلی لیتر 
 نیاز مورد خون کردن رقیق براي کهنیز  (PBS) فسفات

 فالکون یک در .شد هموژن خوبی به و گردید اضافه است
 وشد  ریخته)  Gibco شرکت( فایکول سی سی 4 استریل،

استریل  پاستور پیپت با را PBSو خون هموژن مخلوط سپس
 در دقیقه 15 مدته ب و داده انتقال فایکول روي به آرام آرام

 سانتریفوژ اتمام از پس .گردید یوژفسانتری g600 ردو
 فسفات بافر با و جدا فایکول روي از اي هسته تک هاي سلول
   .شد داده شوي و شست
  اي هسته تک هاي سلول کشت

 لیتر میلی در سلول میلیون 2 تا1 سوسپانسیون یک
 )گیبکو شرکت( RPMI-1640 کشت محیط از استفاده با

 100 مقدار .شد تهیه گاوي نجنی سرم درصد 10 حاوي
 کشت پلیت از حفره هر در فوق سوسپانسیون از میکرولیتر

 هنمون هر براي .شد ریخته )NUNC شرکت( اي حفره 96
 از سلولی تحریک جهت .شد گرفتهنظر در حفره سه

 میکروگرم 1 غلظتبا  )سیگما شرکت( آ-فیتوهماگلوتنین
 میکروگرم 5 لظتغ با بروسلا ژن آنتی کوکتل و لیتر میلی در
    .شد استفاد لیتر میلی در

 شده تایید سویه دو ژنی، آنتی کوکتل تهیه جهت
گردید و دیواره سلولی  مخلوط ملتنسیس و آبرتوس بروسلا
 از پس وشد  تخریب سونیکیت دستگاه کمک با باکتري

 تعیین و دیالیز کیسه کمک با فسفات بافر محیط در دیالیز
 ژن آنتی کوکتل عنوان به فتومتراسپکتر با پروتیین غلظت
   .گردید استفاده

  MTT روش به سلولی تکثیر بررسی
 مورد هاي حفره به ژن آنتی نمودن اضافه از پس

 درصد 5 انکوباتور در ساعت 72 مدت به کشت پلیت نظر،
CO2 )ساعت 72 از پس .شد انکوبه )آلمان ممرت شرکت، 

 دي 5و2 – تیازول متیل دي 5وMTT )4-3 محلول لاندا 10
 اضافه  به هر چاهک)سیگما شرکت بروماید، تترازولیوم فنیل
 قرار انکوباتور در مجدداً ساعت 6 الی 3 مدت به و شد

 متیل دي( DMSO لاندا 200 سپس و گرفت شد
 .گردید اضافه حفره هر به )سیگما شرکت ،سولفوکساید

 ، ایالات متحده Fax2000( ریدر الایزا دستگاه با سپس
نانومتر خوانده  545 موج طول در نوري جذب میزان )امریکا

  :شد استفاده زیر فرمول از تحریکی ضریب تعیین جهت .شد
 100 × کنترل OD/نمونه OD=(SI))تحریکی ضریب(

  آماري تحلیل
 از ها لنفوسیت تکثیري پاسخ میانگین مقایسه جهت

 .شد استفاده ویتنی -من آزمون و  پارامتریک غیر روش
  .شد گرفته نظر در 05/0 از کمتر ريدا معنی سطح

  
  ها یافته

 در لنفوسیتی تکثیر میزان که دهد می نشان نتایج
 به مبتلا بیماران در بروسلا هاي ژن آنتی اختصاصی حضور

 داري معنی طور به مزمن گروه با مقایسه در حاد بروسلوز
 در سلولی تکثیر پاسخ ).p=001/0 ،1 نمودار(است بیشتر

 در آ-فیتوهماگلوتنین کلونال پلی کننده فعال با تحریک
 با مقایسه در نیز حاد بروسلوز به مبتلا بیماران و کنترل گروه

 ،2 نمودار(بود بیشتر بیماري مزمن فرم به مبتلا بیماران
04/0=p.(   
  

  
 درمقابـل  محیطـی  خون هاي لنفوسیت تکثیري پاسخ .1 نمودار

ــی ــصاصی ژن آنتـ ــ اختـ ــروه در لابروسـ ــاي گـ ــورد هـ  مـ
  )  =p :***001/0(مطالعه
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 در محیطـی  خـون  هـاي  لنفوسیت سلولی تکثیر میزان .2 نمودار

  آ-فیتوهماگلوتنین میتوژن با تحریک
04 /0***: p= 

 
  بحث

ــه ــاي گونـ ــلا هـ ــولاً بروسـ ــلول در معمـ ــاي سـ  هـ
 بـه  بـستگی  ایمنـی  پیدایش و یابند می تکثیر رتیکولواندوتلیال

 Th1 هـاي  سـایتوکین  تولیـد  و میزبان هاي سلول مناسب پاسخ
 ذاتـی  ایمنـی  ياجزا که است شده مشخص خوبی به .)2(دارد
 بـدن  بـه  عفـونی  عامـل  ورود اولیـه  مراحل در سزایی هب نقش
  .)12(دارند

 پاسخ دهد، می نشان نتایج که طور همان
 ژن آنتی برابر در مزمن بیماران هاي سلول بلاستوژنیک

 امر این  علت.کمتراست حاد گروه با مقایسه در بروسلا
 طولانی دلیل به مزمن، بیماران در که باشد این است ممکن

 علیه ایمنی سیستم اختصاصی هاي پاسخ بیماري، دوره شدن
 فرآیند یک ایجاد به منجر بروسلا اختصاصی هاي ژن آنتی

 در که داد نشان نتایج چنین هم .گردد می آنرژي یا تولراس
 در لنفوسیتی تکثیر میزان نیز کلونال پلی محرك به پاسخ

 دیگر هاي گروه از کمتر مزمن بروسلوز به مبتلا بیماران
 نقش دلیل به است ممکن سلولی تکثیر کاهش .باشد می

   .باشد ایمنی پاسخ مهار در باکتري مدت طولانی
 وکینیکلی  توسط 2005 سال در که اي مطالعه در

 هاي لنفوسیت اختصاصی غیر پاسخ بررسی مینهز در همکاران
T نتایج گرفت، انجام مزمن و حاد بروسلوز به مبتلایان در 

TCD4 هاي لنفوسیت سطح افزایش از حاکی
TCD8 و +

 در +
  .)13(بود مزمن بیماران به نسبت حاد بیماران و سالم افراد

 در اي مطالعه طی نیز همکاران وپانگویتسیس 
 ایمنی هاي مکانیسم سرکوب که تندداش اذعان 2011سال
 آنرژي Th1 پاسخ نقص به منجر بروسلااز طریق  ذاتی

 .)2(گردد می مزمن بروسلوز به مبتلایان در T هاي لنفوسیت

 که شده داده نشان دیگري مطالعه در چنین هم
 مزمن و حاد بروسلوز به مبتلایان درTreg  هاي سلول تعداد

 افزایش شاید .)14(است بیشتر کنترل گروه با مقایسه در
 در ایمنی پاسخ مهار باعث بیماران در تنظیمی هاي سلول
  .گردد مزمن عفونت به مبتلا افراد

 مبتلایان درTCD8 و TCD4 هاي لنفوسیت نقش
 مورد 2002 سال در اي مطالعه طی بروسلوز بیماري به

 تکثیر و فعالیت افزایش از حاکی نتایج .گرفت قرار ارزیابی
 به نسبت مزمن و حاد بروسلوز به مبتلایان در ها سلول این

 پاسخ حیاتی اهمیت دهنده نشان امر این .بود کنترل گروه
  .)15(باشد می بروسلوز به مبتلایان در سلولی ایمنی

 رويبر 1993 سال در که اي مطالعه درچنین  هم
مشخص  ،گرفت انجام ملیتنسیس بروسلا به آلوده کودکان

 افزایش بیماران این در Tɣδ يها لنفوسیت سطح که شد
   .)16(است یافته

 در تکمیلی مطالعه یک طی نیز همکاران جرود و
 مبتلا بیماران Tɣδ هاي لنفوسیت  کهدادند نشان 2011سال

 شدت به بروسلا هاي ژن آنتی به پاسخ در حاد، بروسلوز به
 نمایند، می تولید IFN-ɣ به مقدار زیاد و یابند می افزایش

پیدا  کاهش اًشدید بیماري مزمن مرحله طی ها سخپا این ولی
   .)17(کنند  می

 در بیشتري مطالعات است لازم حال هر در
 سیستم نقش و بیماري شدن مزمن هاي مکانیسم خصوص

 در ها سیتوکاین و سلولی ایمنی خصوص هب ایمنی
   .گیرد صورت بیماري این ایمونوپاتوژنز

  
  گیري نتیجه

 تکثیر میزان که داد نشان حاضر مطالعه نتایج
 با مقایسه در مزمن بروسلوز به مبتلا بیماران در لنفوسیتی

 که دارد احتمال .باشد می کمتر حاد فرم به مبتلا بیماران
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 در آنرژي يالقا باعث بدن در پاتوژن مدت طولانی وجود
    .گردد  ها لنفوسیت

  
  قدردانی و تشکر

 شدار دانشجوي نامه پایان حاصل تحقیق این نتایج
 همکاري از نویسندگان بدین وسیله است شناسی میکروب

 و اراك پزشکی دانشکده و دانشگاه پژوهشی شوراي
 نهایت مطالعه این در کننده شرکت افراد و بیماران چنین هم

  .دنآور می عمله ب را سپاس
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