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 BLSژن يحامل آنت سيلاکتوکوکوس لاکت کيوتيواکسن پروب ياثر مصرف خوراک

در  ومارکريبه عنوان ب CRPخون و  يهاتينسبت لکوس راتييبروسلا آبورتوس بر تغ

 بروسلوز
 

*2 يعباس دوست ،)Student Ph.D(1 يزهرا فاتح
)Ph.D(، 1و3 يجام ديمحمدسع)Ph.D( 

 رانيشهرکرد، ا ،يواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،يشناسستيگروه ز -1

 رانيشهرکرد، ا ،يواحد شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلام ،يوتکنولوژيب قاتيمرکز تحق -2

  رانيشهرکرد، شهرکرد، ا يسلامت، دانشگاه علوم پزشک هيپژوهشکده علوم پا ،يو مولکول يسلول قاتيمرکز تحق -3

 ده يچك
 يذات يمنيا ريمس يباعث القا شود،يها از راه مخاط وارد بدن مکه عامل آن يعفون يهايماريدر ب يخوراک يهاواکسن هدف:

 کيستميس التهاب يومارکرهاي( به عنوان بPLR) تي( و نسبت پلاکت به لنفوسNLR) تيبه لنفوس ليخواهد شد. نسبت نوتروف
حامل  سيلاکتوکوکوس لاکت کيوتيواکسن پروب ياثر مصرف خوراک يبروسلا ثبت شده است. هدف از پژوهش حاضر بررس

مبتلا به بروسلوز در  يهادر موش يستيز يومارکرهايخون به عنوان ب يهاتينسبت لکوس يبروسلا آبورتوس بر رو BLSژن يآنت
 .با گروه کنترل است سهيمقا

گروه  ريز 6مطالعه شدند. گروه چالش به ( وارد رچالشيموش سالم )غ 60موش مبتلا به بروسلوز )چالش( و  60 ها:مواد و روش
، L. lactis/pNZ8148-Usp45-BLS ،2 )L. lactis- pNZ8148 ،3 )L .lactis ،4 )IRIBA Vac( 1نوع مداخله اعم از  6شد و  ميتقس

5 )pNZ8148  6و )PBS جز هها برا در همه گروهIRIBA Vac يکردند. از سرم به منظور بررس افتيصورت گاواژ به معده درهب 
با استفاده  تيو لنفوس ليشد. تعداد نوتروف يريگاندازه C (CRP) يواکنش نياستفاده شد. سطح پروتئ يکيهماتولوژ يپارامترها

 .محاسبه شد NLRو  PLRشد.  نييتع يخون يهااز شمارش کامل سلول
 افتهي شيچالش افزا ريغ نسبت به گروه يتوجههاي گروه چالش به طور قابل در موش CRPمطالعه سطح  نيدر ا ها:يافته

قادر به مهار عفونت و کاهش  L. lactis/pNZ8148-Usp45-BLS يکننده واکسن خوراکافتيدر يهاوش. م(>0001/0P) است
نسبت به گروه کنترل دارند، که پس از  يترکم PLRو  NLR سطحمبتلا به بروسلوز  يهابودند. موش هيدر سطح پا CRPغلظت 

 .(˂0001/0P) ديمشاهده گرد هاتينسبت لکوس شيافزا بيواکسن نوترک افتيدر
 يداريمعن يتفاوت آمار CRP نيچنو هم NLRو  PLR زانيچالش از نظر م ريگروه چالش و گروه غ يهاموش گيري:نتيجه

 .بروسلوز باشند کيستميالتهاب س يابيدر ارز يديمف ينشانگرها تواننديپارامترها م نينشان دادند. ا
  

 بروسلا آبورتوس س،يلاکتوکوکوس لاکت نگ،يکلون ،ي، واکسن خوراکCRP ت،يبروسلوز، لکوسهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
کوچک،  ،يگرم منف ل،يباسکوکو ينوع باکتر کيبروسلا 

بروسلوز  يماريو کوتاه است که در انسان موجب ب کيبار
 ق،يتعر ن،يتب متناوب، سقط جن با يماريب ني. ا[1] شوديم

همراه  يعضلان يو دردها يسردرد، افسردگ ،يخونضعف، کم
 شکلبه  يو گاه ليبه شکل باس يگاه يماريب نياست. عامل ا

درون  به عنوان انگل هايباکتر ني. اشوديمشاهده م يکوکس
. [2] شونديم ريتکث تيمونوس يهادر سلول يارياخت يسلول

از  يريجلوگ يمختلف برا يبردهابروسلا با استفاده از راه

در  ريقادر به زنده ماندن و تکث زبانيم يمنيفعال شدن پاسخ ا
از  يماريب شرفتيپ بهامر منجر  نياست. ا زبانيم يهاسلول

 چيکه ه ييجامرحله حاد به بروسلوز مزمن خواهد شد. از آن
وجود ندارد و  يماريب نيا هيعل ياشده دييتا يواکسن انسان

دانش در مورد  شيدرمان همواره با خطر عود همراه است، افزا
و کنترل  تيريو درمان بروسلوز به منظور مد صيپاتوژنز، تشخ

. [3]است  تيحائز اهم کيمناطق آندم در ژهيعفونت به و نيا
بدن انسان در  يمنيا ستميس يهاسلول نياول هالينوتروف

به  لي. نسبت نوتروف[4]بروسلا هستند  يمواجهه با باکتر

 23/10/1402 تاريخ پذيرش: 27/3/1402 تاريخ دريافت:                                  abbasdoosti@yahoo.com                 09133838830 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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 CRP( و PLR) تي( و نسبت پلاکت به لنفوسNLR) تيلنفوس
 نياند. استفاده از اشده ييالتهاب شناسا يبه عنوان نشانگرها

 طيالتهاب و شرا تيوضع يجهت بررس نيدر بال ومارکرهايب
که  دهدينشان م يمعمول است. شواهد علم يمنيا ستميس

 کنديم رفعاليغ ايبرده  نيعامل بروسلوز را از ب ونيناسيواکس
 ني)بروسلا لوماز BLS ،ييزايمنيسنجش ا يکردهاي. رو[5]

 شرفتيپ يمناسب برا ديکاند کي( را به عنوان BLSسنتاز( )
 ليبه دل BLS. [6]کنند يم ينيبشيپ رواحديبر ز يواکسن مبتن

 يژگيو ن،ييپا يساده، جرم مولکول يسازبالا، خالص انيب
 يطراح يبرا يژن مناسبيبالا، آنت ييزايمنيو ا يادجوانت

 يورود ريمس ،ي. سطوح مخاط[7]بروسلوز است  هيواکسن عل
 LAB يهاگونهاز  يها هستند؛ برخاز پاتوژن ياريبس يبرا

که به عنوان پروبيوتيک شناخته  سيلاکتوکوکوس لاکتمانند 
 يو با تحريک سيستم ايمني همراه هستند، به طور کل شونديم
ها را به عنوان امر استفاده از آن نيکه ا شونديم يتلق خطريب

 دييتا يخوراک ونيناسيبه منظور واکس يکيولوژيحامل زنده ب
به عنوان  L. lactisمطالعه با هدف استفاده از  ني. ا[8] کنديم
انجام شده  BLS بينوترک نيپروتئ ديمناسب جهت تول زبانيم

را که  PLRو  CRP ،NLR يومارکرهايبر ب rBLS انيب ريو تاث
 .دارند مورد سنجش قرار داد تيتب مالت اهم صيدر تشخ
 

 هامواد و روش
 In-vitro  ليو تحل هيتجزالف( 

 کشت يهاطيو مح ييايباکتر يهاهيسو .1
 يو روش گردآور باشديم يحاضر از نوع تجرب مطالعه

 يشگاهيآزما اتيو تجرب يااطلاعات از نوع مطالعات کتابخانه
مقاله با  نيا يپژوهش ياست. لازم به ذکر است که تمام کارها

 :)کد اخلاق يکامل اصول اخلاق تيرعا

IR.IAU.SHK.REC.1401.004) يانجام گرفته است. باکتر 
و لاکتوکوکوس  Top10 يهيسو يکلايشياشر
 نيا يبرا رانيا يستياز مرکز منابع ز  PTCC1336سيلاکت
 M17در براث سيلاکتوکوکوس لاکت يشد. باکتر هيته قيتحق

(Quelabدر دما )ز ا استفاده با. شد داده کشت 30℃ ي، کانادا
 براث  LB در Top10 يهيسو يکلايشياشر کردار،يشانکوباتور 

(Merck در )( رشد قهيدق در دور 200) 37℃ يدما، آلمان
 جاديا ي، آلمان( براMerck) يکيولوژيکروبيآگار م طيکرد. مح

با نسبت  هاطياز مح کيبه هر  هاتيآگار جامد در پل طيمح
 .اضافه شد 5/1%

 L. lactis/pNZ8148‑Usp45-BLS  ساخت .2
وکتور  اتيجزئ يآورجمع يبرا Addgene تيساوب از

نسخه  Gene  Runner و از pNZ8148 نيسيبر ن يمبتن يانيب

کننده محدود يهاميبرش آنز يهاانتخاب مکان يبرا 5/6
 يژن برا کي، (ORI) يمبدأ همانندساز کياستفاده شد. 

 repA ريتکث يهانيپروتئ يدو ژن برا کل،يمقاومت به کلرامفن

 کي، و (P nisA) نيسيتوسط ن ييپروموتر القا کي، repC  و
 pNZ8148 يانيدر وکتور ب يهمگ يسيرونو دهندهانيپا

ساخته شده است که  ياوکتور به گونه نيگنجانده شدند. ا
در  ژهيگرم مثبت، به و يهايکلون شده را در باکتر يهايتوال
 نيا دازهکند. ان انيب کيلاکت دياس يهاياز باکتر ييهاگونه

با استفاده از  يياست. سازواره نها 3167 مجموعا   يانيوکتور ب
و  Q2YKV1.1 يبا کد دسترس bp477 به طول BLS يقطعه ژن

با کد  Usp45 به نام يدينواسيآم 27 يديپپت گناليس يتوال کي
ژن همراه با  ت،يشد. در نها جاديا ABY84357 يدسترس

 يدر ناقل مبتن يعمصنوبه طور  (Usp45-BLS) ديپپت گناليس
 XbaI و KpnI برش يهاتيسا نيب pNZ8148 نيسيبر ن

 .( کلون شدني، چGeneray)  توسط شرکت
 pNZ8148 در وکتور BLS ژن نگيکلون دييتا .3
واکنش  يهاکياز تکن نگ،يصحت کلون دييتا يبرا
استفاده  يتوال نييو تع يمي، هضم آنز(PCR) مرازيپل يارهيزنج

 BLS ژن  PCRشده،  يطراح يمرهايشد. با استفاده از پرا

درصد الکتروفورز شد. با  1ژل آگارز  يانجام و محصول رو
 ياني، وکتور بXbaI و KpnI کنندهمحدود يهاميکمک آنز

 يتوال نييهضم شد. تع GENEray توسط شرکت بيترکنو
 .انجام شد GENEray توسط بيناقل نوترک يدينوکلئوت
 ونيترانسفورماس .4
 بينوترک ديپلاسم شن،ياستفاده از روش الکتروپور با

pNZ8148-Usp45-BLS هيبه سو تيبا موفق L. lactis  انتقال
 X) توريالکتروپور کي. به طور خلاصه، با استفاده از افتي

cell BIO-RAD Gene Pulser)با  نهي؛ چهار مرتبه پالس به
 2500اهم، ولتاژ:  200مقاومت:  کروفاراد،يم 25: تيظرف

 يبه کووت حاو 4/0 کووت ه،يکروثانيم 5-4ولت، زمان: 
 تريکروليم 6) بيو وکتور نوترک سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتر

 يباکتر يو کووت حاو (تريکروليبر م کروگرميم 2/0با غلظت 
 کروگرميم 2/0با غلظت  تريکروليم 6و وکتور فاقد ژن هدف )

 کتوکوکوسلا يباکتر ونيشد. سوسپانس اده( دتريکروليبر م
 کيوتيبيآنت يحاو M17Agar کشت طيمح يبر رو سيلاکت

( کشت داده شد. به تريليليبر م کروگرميم 25) کليکلرامفن
 به مقاومت ژن. شد انکوبه 30℃ يساعت در دما 72مدت 
-L. lactis/pNZ8148 انتخاب يبرا pNZ8148 در کليکلرامفن

Usp45-BLS شد  فادهاست بيترانسفورم شده با وکتور نوترک
 Colony-PCR توسط ريز يمرهايکه سپس با استفاده از پرا

 .شد ييشناسا
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Forward primer: 5′-
ATGAATCAAAGCTGTCCAAATAAAAC-3′. 

Reverse primer: 5′-
TTAAACAAGAGCAGCAATACGTGAAC-3′. 

 PCRونيانجام شد که شامل دناتوراس نهيبه طيدر شرا 
مرحله  35 قه،يدق 5 مدت به 94℃ يدر دما هياول

 مرياتصال پرا ه،يثان 30 مدت به 94℃ يدر دما ونيدناتوراس
 يدر دما يسازليو طو قهيدق 1 مدت به 53℃ يدر دما
در  يينها يسازليبود. سپس طو قهيدق 1 مدت به 72℃
 .انجام گرفت قهيدق 5 مدت به 72℃ يدما

 In-vivo  ليو تحل هي( تجزب
 يسازمنيا يبرا سيلاکتوکوکوس لاکت يسازهآماد. 1
 کروگرميم 5گلوکز و  %1 يحاو M17 طيمح در
 يدر دما تريليليدانمارک( در هر م-Sigma) کليکلرامفن
 يباکتر) L. lactis/pNZ8148 يهاهيسو کر،يش بدون 30℃
 سي( به عنوان شاهد و لاکتوکوکوس لاکتيناقل خال يحاو
رشد کردند. پس از بلوغ  pNZ8148-Usp45-BLS يحاو

 ونينانومتر، سوسپانس 600در  1/0 ينور يرشد به چگال
شو داده شد و وو سرد شست لياستر PBS دو بار در يباکتر
 يآورجمع يهاي. باکترديگرد( 4℃در  g4000) وژيفيسانتر

 %5 م،يکربنات سديمولار ب 2/0) ونيناسيشده در بافر واکس
 بر حجم گلوکز( در دوز يوزن ٪5/0و  ن،يکازئ زيدروليه

 CFU/mL
 [.9]درآمدند  معلقبه صورت  5×1010

 زيو روش تجو واناتيح .2

تا  15با وزن  BALB/cموش ماده  120مطالعه از  نيا در
 يخوراک ونيناسيهفته استفاده شد. واکس 8تا  6گرم و سن  20
به  pDNA ،pNZ8148-Usp45-BLS کروگرميم 100با 
 ميتقس ييتا 20موش به پنج گروه  100شد.  زيتجو واناتيح

 زيتجو يبه عنوان کنترل منف يموش اضاف 20به  PBSشدند و 
مورد استفاده در هر گروه را  يهاتعداد موش 1. جدول ديگرد

کنترل و  يهاهيسو انيب کيتحر يبرا نيسي. از ندهدينشان م
 108موش،  20گروه  کياستفاده شد. به  L. lactis بينوترک

-L. lactis pNZ8148( از CFU) يدهنده کلنليواحد تشک

Usp45-BLS سه  يدوره 3داده شد.  يخوراک پتيسه بار با پ
، 16-14، 2-0 يروز )روزها 15با فاصله  ياپيپ ماريروزه ت

 .( انجام شد30-28و 
 آزمون چالش. 3
موش از هر گروه دو  10چالش در مجموع  شيآزما يبرا

 ( در معرض52هفته پس از مصرف دوز آخر واکسن )روز 

CFU
به صورت  2308 يهيسو B. abortus ياز باکتر 410

 روز بعد )روز 4آلوده  يهاقرار گرفتند. موش يداخل صفاق
 e1000412 ،(PLoS Bio 8(6)،  (2010يهاهي( طبق توص56

گرفته شد،  کيآسپت طيخون در شرا يهاکشته شدند و نمونه
 يفاکتورها يبرخ يانجام و از سرم به منظور بررس وژيفيسانتر

 .استفاده شد ييايميوشيو ب يکيهماتولوژ

 
 ها و زمان بندی مداخلهبندی موشگروه .1جدول 

میانگین وزن  تعداد موش ترکیب تجویزی شماره گروه

 )گرم(موش 

 روز مداخله زمان مداخله نوع مداخله

1 L. lactis /pNZ8148-

Usp45-BLS 
ساعت به  8هر  خوراکی 18.7±0.2 20

 روز 3مدت 

0-2 ،14-16 ،

28-30 

2 L. lactis /pNZ8148 20 18.5±0.6 ساعت به  8هر  خوراکی

 روز 3مدت 

0-2 ،14-16 ،

28-30 

3 L. lactis 20 18.6±0.4 به ساعت  8هر  خوراکی

 روز 3مدت 

0-2 ،14-16 ،

28-30 

4 IRIBA Vac 20 18.3±0.8 ساعت به  8هر  تزریق زیرجلدی

 روز 3مدت 

1 ،14 ،28 

5 pNZ8148 20 18.6±0.7 ساعت به  8هر  خوراکی

 روز 3مدت 

0-2 ،14-16 ،

28-30 

6 PBS 20 18.7±0.9 ساعت به  8هر  خوراکی

 روز 3مدت 

0-2 ،14-16 ،

28-30 
 
 
و  يکيهماتولوژ يپارامترها يو بررس يريگخون .5

 ييايميوشيب
از قلب  ميمستق يريگبا اتر، خون يسازهوشياز ب پس

 g5000با دور  وژيفيها پس از سانترانجام گرفته و سرم نمونه

 يپارامترها يبرخ يو به منظور بررس هيته قهيدق 15به مدت 
 ها،تي، تعداد لنفوسCRPمانند  يکيو هماتولوژ يکيولوژيب

 شگاهيآزما اريها در اختو تعداد پلاکت هاليتعداد نوتروف
 يخون يهاقرار گرفت. شمارش سلول يطب صيتشخ
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صورت گرفت. سپس نسبت  H1 کيدستگاه اتومات يلهيوسهب
 تيبه لنفوس لي( و نسبت نوتروفPLR) تيپلاکت به لنفوس

(NLRمحاسبه شد ). 
 

 نتايج
ترانسفورم شده در  pNZ8148-Usp45-BLS دييتا .1

L. lactis 
دوگانه با  يميو ارزيابي هضم آنز PCRاستفاده از کلني  با

، پلاسميد نوترکيب XbaIو  KpnI کنندهدو آنزيم محدود
pNZ8148-Usp45-BLS يميتاييد شد. پس از هضم آنز 

با استفاده از  bp477باند  کيبه صورت  BLSدوگانه قطعه 
 ديحاصل شود که پلاسم نانيالکتروفورز جدا شد تا اطم

 (.1شده است )شکل ديتول تيب با موفقينوترک

 

 
 یمی: هضم آنز2 ،یمیقبل از هضم آنز بینوترک دی: پلاسمA 1 .1شکل 

 1Kb : مارکرMپپتید،  گنالیژن همراه با س bp477 بانددوگانه 

(Geneaid Biotech Ltd)تایوان ، .B 1 :L. lactis  با ترانسفورم شده

باند  لیو تشک mRNAدر سطح  BLSژن  انی: ب2ناقل فاقد ژن هدف، 

bp477  درL. lactis بیشده با ناقل نوترک ترانسفورم ،M :مارکرbp100 

 .L نیمخلوط پروتئ SDS-PAGEالکتروفورز  :C. )سیناکلون، ایران(

lactis  یباکتر: 1. بینوترکبه همراه پروتئین L. lactis  با استفاده از

: 2ه است، شد ترانسفورم pNZ8148-Usp45- BLS بینوترک وکتور

مورد نظر را  نیکه پروتئ فاقد ژن هدفتوسط ناقل  L. lactis یباکتر

کیلو  130تا  14پروتئینی  مارکر: M. ه استشد ترانسفورمکرد ینم انیب

در  بینوترک نیوجود پروتئبررسی  D:. دالتون )سیتومتین ژن، ایران(

 ی: باکتر1شده با استفاده از وسترن بلات.  ترانسفورم L. lactis یباکتر

L. lactis بینوترک وکتورشده با  ترانسفورم pNZ8148-Usp45-BLS ،

 مارکر: M، با ناقل فاقد ژن هدفترانسفورم شده  L. lactis ی: باکتر2

 .کیلو دالتون )سیتومتین ژن، ایران( 130تا  14پروتئینی 
 
 
 بينوترک L. lactis /pNZ8148-Usp45-BLS انيب .2

 نيو پروتئ mRNAدر سطح 
RT-PCR انيب يالگو يسطح نسب يريگاندازه يبرا 

ژل آگارز  يرو bp477استفاده شد. باند  BLSژن  ليتحو

(. B1شده است )شکل  يسيکه ژن هدف رونو دهدينشان م
نشان داد  نيبلات علاوه بر او وسترن SDS-PAGE يزهايآنال

را  BLS ني. گروه هدف پروتئشوديم ديمد نظر تول نيکه پروتئ
 انيطور که با بکرد، همان ديدالتون تول لويک 18 ندازهبا ا
 نيمشهود است، اما گروه کنترل ا SDS-PAGEژن در يآنت

از  ييها، نمونهD1(. در شکل C1نکرد )شکل  انيرا ب نيپروتئ
L. lactis بيترانسفورم شده با وکتور نوترک L. 

lactis/pNZ8148-Usp45-BLS ترانسفورم  يهايو باکتر
 يتحت بررس زي( نpNZ8148فاقد ژن هدف ) وکتورشده با 
 بلات قرار گرفت.وسترن
  CRP تريت زيآنال .3
شد.  يريگگروه قبل و بعد از چالش اندازه 2در  CRP تريت

ها طبق چالش پس از انواع مداخله ريغ يهاگروه ريدر تمام ز
ماند.  ng/ml4000 هيثابت و در حد پا CRPغلظت  1جدول 

چالش  ريغ يهاگروه ريدر ز يمعنا دار رييگونه تغ چيه
 رييغچالش ت ريچالش نسبت به غ يهارگروهيمشاهده نشد. ز

 يهاگروه رينشان دادند. در ز CRPرا در غلظت  يدارمعنا
PBS ،pNZ8148 ،L. lactis ،L. lactis-pNZ8148  گروه

(. ˂0001/0Pبالا بود ) اريبس CRPغلظت  راتييچالش تغ
 L. lactis/pNZ8148-Usp45-BLS رگروهيدر ز CRPغلظت 

چالش  ريخود، همتراز با گروه غ هيگروه چالش به سطح پا
 يمارياست که در ب نيدهنده اموضوع نشان ني. اگشتبر

فاکتور  نيو از ا کنديم دايپ شيافزا CRPبروسلوز سطح 
 يعفون يماريب صيدر تشخ ومارکريبه عنوان ب توانيم

 يواکسن خوراک زيبروسلوز بهره برد. تجو
L. lactis/pNZ8148-Usp45-BLS بر غلظت  ياثر بازدارندگ

 هيکاهش غلظت آن تا سطح پا عثداشت و با ومارکريب نيا
در گروه  IRIBA Vac زيپس از تجو CRPشد. کاهش غلظت 
(. ˂01/0Pمشهود بود ) گريد يهاگروه ريچالش نسبت به ز

 است. ترشيب اريبس بيواکسن نوترک يگذاراما اثر
 

 
های چالش و غیر در سرم زیر گروه C. غلظت پروتئین واکنشگر 2شکل 

 ±ها نشان دهنده میانگینبه عنوان شاهد استفاده شد. داده PBS. چالش

*** و p˂0.05 ،*p˂0.01** ،p˂0.001انحراف معیار است. 

p˂0.0001**** 
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 PLRو  NLR تريت زيآنال .4
 ريدر ز تيو پلاکت به لنفوس تيبه لنفوس لينوتروف نسبت

شد. کاهش  دهيچالش سنج ريگروه چالش و غ 2 يهاگروه
، PBSگروه چالش  ريدر چهار ز PLRو  NLRدار نسبت معنا

pNZ8148 ،L. lactis  وL.lactis-pNZ8148 زانينسبت به م 
گروه  ري(. ز˂0001/0Pچالش مشاهده شد ) ريدر گروه غ هيپا
-L. lactis/pNZ8148-Usp45 بيکننده واکسن نوترکافتيرد

BLS شياز گروه چالش موفق به افزا NLR  وPLR  تا حد
کننده واکسن افتي. گروه درديچالش گرد ريمشابه گروه غ هيپا

IRIBA Vac توانست  زينPLR و  هيرا به حد مطلوب پاNLR 
امر  نيدهد. ا شي( افزا˂05/0P) هيبه حد پا کيرا تا نزد

به عنوان  PLRو  NLRاز  توانياست که م نيدهنده انشان
 يعفونت بروسلا استفاده کرد. از طرف صيدر تشخ ومارکريب
از گروه  بينوترک يکننده واکسن خوراکافتيگروه در ريز

 شيمناسب خود موفق به افزا ييزايمنيا تيچالش با خاص
 .ها شدگروه ريبا سا سهيدر مقا PLRو  NLRنسبت 
 

 
های چالش ( در سرم زیر گروهPLR. نسبت پلاکت به لنفوسیت )3شکل 

ها نشان دهنده به عنوان شاهد استفاده شد. داده PBS. و غیر چالش

*** p˂0.05 ،*p˂0.01** ،p˂0.001انحراف معیار است.  ±میانگین

 ****p˂0.0001و 

 

 
های ( در سرم زیر گروهNLR. نسبت نوتروفیل به لنفوسیت )4شکل 

ها نشان به عنوان شاهد استفاده شد. داده PBS. چالش و غیر چالش

، **p˂0.05 ،*p˂0.01انحراف معیار است.  ±دهنده میانگین

p˂0.001 و ***p˂0.0001**** 

 
 

 گيریبحث و نتيجه
لاکتوکوکوس  يکردن باکتردر پژوهش حاضر، ترانسفورم 

 کيتکن لهيوسهب pNZ8148-Usp45-BLSبا وکتور  سيلاکت
 زيآمتيموفق انيانجام شد. صحت ب تيبا موفق شنيالکتروپور

 کيوتيپروب يدر باکتر نيو پروتئ RNAدر سطح  BLSژن 
 SDS-PAGEو  RT-PCRبا کمک  ،سيلاکتوکوکوس لاکت

انجام شده، از  يهابه مطالعات و پژوهش جهشد. با تو دييتأ
توان در انجام تحقيقات واکسن عليه تب اين وکتور ژني مي

کنترل و درمان  ص،يمالت استفاده کرد. به منظور نظارت، تشخ
ارائه شود که قابل اجرا در  ييهاراه حل ديبا ،يماريب

 يمشکل جد کيها به در آن يماريب نيکه ا يريفق يکشورها
مورد ابتلا در هر سال  500000است، باشند. رقم شده  ليتبد

 شود،يذکر م يقاتيو مقالات تحق هايدر بررس يبه طور متوال
است.  ترشيب اريبس رقم نيکه ا شوديزده م نيحال تخم نيبا ا
خوب  يهاتب مالت به واکسن هيعل ونيناسي. برنامه واکس[10]
 .Bو B. melitentis Rev. 1دارد. دو واکسن زنده،  ازين

abortus S19 يبرا ياديز تيگذشته با موفق يهادر دهه 
کنترل بروسلوز نشخوارکنندگان کوچک و گاو در سراسر 

 کيبه عنوان  زين B. abortus RB51اند.جهان استفاده شده
 کي چياست، اما ه شده شنهاديپ يبروسلوز گاو يواکسن برا
در  نيسقط جن ثاعها ب. آنستنديموجود کامل ن يهااز واکسن

 واناتيتوسط ح تواننديم شوند،يم رهدفيهدف و غ واناتيح
ها باعث تب مالت در انسان شده دفع شوند و همه آن نهيواکس

که  ميدار ازين يديمؤثر جد يهاما به واکسن جهيشوند. در نت
 . [11]باشند  خطريب يو جامعه بشر واناتيح يبرا

 لياز تب مالت دارد، و به دل ييبالا وعيش انهيخاورم
به شدت  ونيناسيمرتبط با تجارت گاو، واکس اديز يهانهيهز
. [12]اجتناب شود  يماريب نيتا از ا شوديم هيتوص
چون؛ به حداکثر  يبا اهداف ونيناسيواکس ديجد يکردهايرو

 ،يبه حداقل رساندن عوارض جانب ،يمحافظت يمنيرساندن ا
کم  ليو تحو ديتول يهانهيساده، و هز زيتجو من،يحمل و نقل ا

 بيو خطرات را کاهش دهد و بر معا يمنيمسائل ا توانديم
 يشده بروسلا که در حال حاضر برا فيزنده ضع يهاهيسو

غلبه کند.  شود،يمحدود کردن بروسلوز استفاده م
 هو استفاد يابيبه مکان دينسل جد ونيناسيواکس يهاياستراتژ

 جاديا يبروسلا برا ديجد کيمونوژنيا يهانياز پروتئ
 .[13]دارد  يبستگ ديجد بينوترک يهاواکسن
منجر به  کيژنت نهيدر زم عيشناخت وس ريدوره اخ در

 سيلاکتوکوکوس لاکت هيژن بر پا انيب ستميس نيتوسعه چند
گسترده شده و ژنوم  يکيژنت ياز ابزارها ياريشده است. بس

شده است؛  يتوال نييتع را ياخ سيلاکتوکوکوس لاکتکامل 
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. شوديتر ممحققان آسان يآن برا يکيژنت يکاردست نيبنابرا
شده توسط لاکتوکوکوس  ديهترولوگ تول نيپروتئ نيچند
 ،يروسيو يهاژنيگزارشگر، آنت يهاشامل مولکول سيلاکت
 يآلرژن، فاکتورها ن،ينترلوکيا ،ييايو باکتر يوتيوکاري
 يبالا ديهستند. تول هاميو آنز هانيوسيباکتر ،ييزايماريب

هدف  بهبسته  سيهترولوگ در لاکتوکوکوس لاکت يهانيپروتئ
 يساختمان اي ييالقا يمورد مطالعه با استفاده از پروموترها

در  ييالقا يحاصل شده است. پروموترها يلاکتوکوک
دارند. در صورت وجود  يترشيکاربرد ب يصنعت يهانهيزم

 کننديرا آغاز م نيپروتئ انيپروموترها ب نيا طيمحرک در مح
[14]. 

خود را از  يچرخه عفون زايماريب يهاسميکروارگانيم اکثر
و نفوذ  ييزاياگر کلن ن،ي. بنابراکننديشروع م يسطوح مخاط

نقطه متوقف شود، عفونت رخ  نيدر ا يعفون يهاسميارگان
محافظت  يارتقا يبرا يواکسن ديبا ل،يدل ني. به همدهدينم

 ،يکنون قاتيشود. بر اساس تحق جاديا يو مخاط يسلول
 هانهيگز نياز موثرتر يکي( LAB) کيلاکت دياس يهايباکتر
 يهنگام تواننديم رايهستند، ز يمخاط يهاواکسن جاديا يبرا

استفاده شوند،  هاژنيآنت يناقل زنده برا کيکه به عنوان 
را فعال کنند. هدف کار حاضر  يمخاط يمنيا

 يذات يمونوتراپيا کيبه عنوان  Lactococcus lactisيمعرف
 يمنيا ستميمحرک س نيپروتئ ديزا و توليماريب ريو غ ديمف
 .E ديتول ستميس يبرا ينيگزيبه عنوان جا rBLS-Usp45 يذات

coli [15]آن است  يايمزا ليبه دل. 
Akbari  کردند که بروسلا  انيب 2019و همکاران در سال

زا با خواص يمنيا اريبس نيپروتئ کي( BLSسنتاز ) نيلوماز
ساخت  يژن موثر برايآنت کياست که به عنوان  يکمک

در  ينقش مهم نيچنهم نيپروتئ نيشده است. ا يواکسن معرف
 انيب ،يسازهيمطالعه با هدف شب نيدارد. ا يمنيا ستميس يالقا

انجام  Rev1 سيتنسيبروسلا ملاز  BLSژن  يسازو خالص
کلون شد. سپس به وکتور  pTZ57R/Tدر وکتور  BLSشد. ژن 

 يتوال يحاو بينوترک اني+ منتقل شد. وکتور بpET32(a) انيب
منتقل شد و  E. coli BL21 (DE3) زبانيبه م BLSکدکننده 

 جيشد. نتا کيتحر IPTGمولار يليم 1/0آن با  انيب
 BLSکدکننده  يدر توال يجهش چينشان داد که ه يابييتوال

شد و با استفاده از  ميتنظ يتوال نييبا تع انيب جيوجود ندارد. نتا
 ميسد ديآم ليآکر يپل-سولفات ليالکتروفورز ژل دودس

(SDS-PAGEو وسترن )دالتون  لويک 18 نيبلات که نوار پروتئ
مطالعه  نيا جيشد. نتا دييرا به طور مناسب نشان داد، تأ

 .[16] کنديم دييروش کار مطالعه ما را تا يدرست

وکتور  2023و همکاران در سال  Tirbakhshمطالعه  در
 ديپپت گناليبه همراه ژن و س pNZ8148 بينوترک

(pNZ8148-Usp45-omp25) باکتري ديو سنتز گرد يطراح .
E. coli هيسو TOP10 يانيبا وکتور ب pNZ8148-Usp45-

omp25 ترانسفورم شد. با استفاده از  نيسيبر القا توسط ن يمبتن
هاي ترانسفورم شده از باکتري د،يپلاسم اجاستخر تيک

باکتري  وني. ترانسفورماسدياستخراج گرد بينوترک ديپلاسم
-pNZ8148 با وکتور سيلاکتوکوکوس لاکت کيوتيپروب

Usp45-omp25انجام گرفت.  شني، توسط روش الکتروپور
به روش رونوشت  ،RNAدر سطح  omp25ژن  انيب يبررس

در  omp25 بينوترک نيپروتئحضور  دييبرداري معکوس و تا
شد  يابي، ارزSDS-PAGE شده با روش يباکتري مهندس

[17]. 
PMNهستند که به  يذات يمنيا ستميس يضرور يها اجزا

 نياند و اولاختصاص داده شده يکروبيم يهاکنترل عفونت
تهاجم  هياول يهاهستند که در مکان ييهاتيلکوس

 هيعوامل اول نيچنها همPMN. شونديآزاد م سميکروارگانيم
 ياکتساب يمنيا ميهستند و در تنظ يذات يمنيدر پاسخ ا يسلول

بالغ از مغز استخوان به خون  يهاPMNز نقش دارند. ين
 يغشاها ريو ز ياتک هسته يتيفاگوس ستميو س يطيمح

است و از  ريها متغPMNعمر  مهي. نکننديمهاجرت م يمخاط
 يمختلف بستگ طيروز است و به شرا 6ساعت تا  6به  کينزد

، که شامل مغز ها در بافتمانند مکان آن يطيدارد. شرا
و خون  ،يلنفاو يهااندام ال،يکولواندوتليرت ستميس ،استخوان

 .[18]کوتاه کند  اي يها را طولانPMNممکن است طول عمر 
)موارد اشاره شده  گريهاي پژوهشگران دبررسي يافته با

هاي متعددي از شود که مثالدر بالا( به خوبي نشان داده مي
وجود  يهاي خوراکاين دست در مورد نتايج مثبت واکسن

سنتز و  pNZ8148-Usp45-BLSدارد. در مطالعه ما، وکتور 
 امتوان در انجتاييد نهايي شده است و از اين وکتور مي

فاده کرد. با توجه به سنتز تحقيقات واکسن عليه تب مالت است
و ترانسفورم کردن  pNZ8148-Usp45-BLSوکتور 

 لهيوسهب سيلاکتوکوکوس لاکت يباکتر زيآمتيموفق
 هيبا تک ک،يوتيپروب يباکتر نيدر ا BLS انيو ب شنيالکتروپور
 رسديژن، به نظر م نيمحصول ا يبالا تهيسيژنيآنت تيبر خاص

 يکيژنت يرواحديز يهاواکسندر مطالعات  BLSاز   توانيم
 ستمياستفاده از س ليدلهب نيچنتب مالت استفاده کرد. هم هيعل

 سيلاکتوکوکوس لاکت کيوتيپروب يباکتر يعني يکيولوژيزنده ب
ژن مورد نظر به عنوان واکسن به موجود زنده، يانتقال آنت يبرا
حل شده و  يميو قد يسنت يهااز مشکلات واکسن ياريبس
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 ميرا خواه يخوراک بينوترک يهااز واکسن يانداز روشنچشم
  .داشت
 

 تشكر و قدردانی
ن و است. پژوهشگرا ينامه دکترورد پايانآاين مقاله دست

 ودانند مراتب تقدير نويسندگان اين مقاله بر خود لازم مي
اد تشکر خود را از همکاران مرکز بيوتکنولوژي دانشگاه آز

ق حقيتاسلامي واحد شهرکرد، که ما را در به ثمر رساندن اين 
ط وسمنافع ت ارضتع گونهچيياري کردند، به آگاهي برسانند. ه

 .ه استنشد انيب سندگانينو
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Introduction: Oral vaccines in infectious diseases, whose agents enter the body through the mucous membrane, 

will induce the innate immune pathway. The neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) and platelet-to-lymphocyte ratio 

(PLR) have been documented as biomarkers of Brucella systemic inflammation. The purpose of this study is to 

investigate the effect of oral administration of the Lactococcus lactis probiotic vaccine carrying Brucella abortus 

BLS antigen on the ratio of blood leukocytes as biological biomarkers in mice with brucellosis compared to the 

control group. 

Materials and Methods: 60 mice with brucellosis (challenged) and 60 healthy mice (non-challenged) were 

included in the study. The challenge group was divided into 6 subgroups and 6 types of intervention including 1) L. 

lactis/pNZ8148-Usp45-BLS, 2) L. lactis-pNZ8148, 3) L. lactis, 4) IRIBA Vac, 5) pNZ8148 and 6) PBS received by 

gastric gavage in all groups except IRIBA Vac. Serum was used to check hematological parameters. C-reactive 

protein (CRP) level was measured. The number of neutrophils and lymphocytes was determined using a complete 

blood cell count. PLR and NLR were calculated. 

Results: In this study, the level of CRP in the mice of the challenge group increased significantly compared to 

the non-challenge group. (P<0.0001) The mice receiving oral vaccine L. lactis/pNZ8148-Usp45-BLS were able to 

inhibit the infection and reduce the concentration of CRP in They were basic level. Mice with brucellosis have lower 

levels of NLR and PLR than the control group, and after receiving the recombinant vaccine, an increase in 

leukocytes was observed (P˂0.0001). 

Conclusion: The mice of the challenge group and the non-challenge group showed a statistically significant 

difference in terms of PLR and NLR as well as CRP. These parameters can be useful markers in evaluating the 

systemic inflammation of brucellosis. 

 

Keywords: Brucellosis, Leukocytes, CRP, Oral Vaccine, Cloning, Lactococcus lactis, Brucella abortus 
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