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  چكيده 
ي جــنس هــا بــاكتري يكــي از مهمتــرين بيماريهــاي مــشترك بــين انــسان و دام اســت كــه بــر اثــر آلــودگي بــا ،بروســلوز: زمينــه و هــدف    

ي شـوك   هـا   پـروتئين  ،گيـرد   وقتي بروسلا در معرض افزايش درجه حرارت قرار مـي         . آيد  وجود مي ه  ب) تنسيس  بروسلامليبخصوص  (بروسلا
هـا،    د كـه تحـت ايـن شـوك        گيـر   ي در حرارتهاي مختلف قـرار مـي        تحت شوك حرارت   تنسيس  بروسلاملي ،در اين مطالعه  . كند  حرارتي سنتز مي  

)hsp(Heat Shock Proteinسپس با استفاده از روش . شوند ها سنتز ميSDS-PAGE الگوي سنتز ،hspبا اسـتفاده از  . شود ها بررسي مي
 هـدف از ايـن پـژوهش،    .گيـرد   در مقابل سرم انسان بيمار و كنترل، مورد بررسي قـرار مـي            ) hsp)hsp60روش وسترن بلات، ايمونوژنيسيته     

    .  پس از شوك در حرارتهاي مختلف استتنسيس بروسلامليبررسي خصوصيات پاسخ شوك حرارتي در 
 تحـت  هـا  بـاكتري سـپس  .  از انـسان جـدا شـد   تنـسيس  بروسـلاملي  بـاكتري  5. دباش ـ  اين مطالعه از نوع توصيفي تحليلي مي      : رسير    روش ب 

ي بروسلا با سديم دود سيل سولفات و ليزوزيم انجـام        ها  پروتئيناستخراج  .  درجه سلسيوس قرار گرفتند    42 و   40،  39هاي حرارتي در     شوك
براسـاس روش لامـي بـا بعـضي تغييـرات انجـام             ) SDS-PAGE(آميد در حضور سديم دود سيل سـولفات         اكريل  الكتروفورز در ژل پلي   . شد

و كنترل مـورد    ) مبتلا به بروسلوز  (در مقابل سرم انسان بيمار    ) hsp)hsp60بلات، ايمونوژنيسيته     در نهايت با استفاده از روش وسترن      . گرفت
   . بررسي قرار گرفت

تـرين بانـدهاي    عمـده .  كيلودالتـون قـرار داشـتند   10-100ي نشان داد كه باندهاي پروتئيني در محـدوده وزن ـ  SDS-PAGEنتايج  : ها  يافته    
 بانـدي   ، كيلودالتـون  60ي كنتـرل در محـدوده       هـا   بـاكتري در  .  كيلودالتون قرار دارنـد    14-20 و   20-30 و   45-75 در محدوده وزني     ،پروتئيني

 مقدار توليـد آنهـا افـزايش    ،ي شوك ديدهها ريباكت ولي در   مقدار آنها كم بود   ) كنترل( طبيعي باشد كه در حالت      مي hsp60شود كه     مشاهده مي 
تنسيس شوك ديده با سرم افراد بيمار بـا وسـترن بـلات، چنـدين بانـد                 پيكره بروسلاملي  يها  پروتئيندر واكنش   . قابل چشمگيري داشته است   

در واكـنش   . باشـد   ودالتـون مـي    كيل 100 و   60،  10شـود و در محـدوده          ديـده نمـي    ،شود كه در واكنش با سرم افراد كنتـرل          پروتئيني ديده مي  
ي با سـرم    ها  پروتئينشود كه در واكنش        شوك نديده با سرم افراد بيمار، چندين باند پروتئيني ديده مي           تنسيس  بروسلامليي پيكره   ها  پروتئين

 وجـود بانـد در      ،اد بيمـار   شوك ديده با سرم افـر      تنسيس  بروسلامليي پيكره   ها  پروتئيننكته قابل توجه در واكنش      . شود  افراد كنترل ديده نمي   
 شوك نديده با سرم افـراد بيمـار، در          تنسيس  بروسلامليي پيكره   ها  پروتئينهاست كه اين باند در واكنش         دالتوني در تمام نمونه    كيلو 60ناحيه  

پروتئينـي در   اختلافـي در بانـدهاي   ، درجـه سلـسيوس  39 و 40هـاي حرارتـي    در شـوك . باشد تر مي شود يا ضعيف   ها ديده نمي    بعضي نمونه 
SDS-PAGEدر مقايسه با كنترل مشاهده نشده است  .   

ي بـاكتري شـوك ديـده بـا سـرم افـراد بيمـار و كنتـرل،                  هـا   پـروتئين  و وسترن بلاتينـگ      SDS-PAGEنتايج بدست آمده در     : گيري      نتيجه
باشد و بيانگر واكنش سرولوژيك بدن      مي hsp60خصوص  ه  ها در شرايط شوك و ايمونوژن بودن آنها ب        hspدهنده افزايش سطح توليد      نشان

  . هاي زيرواحد استفاده كرد  نسن در تست الايزا يا در طراحي واكژ  به عنوان آنتيhsp60توان از  احتمالاً مي. باشد  ميhsp60انسان در مقابل 
             

  پروتئين – 3      شوك حرارتي– 2    تنسيس بروسلاملي – 1:    ها كليدواژه

  10/9/86: ، تاريخ پذيرش27/3/86  :تاريخ دريافت

I(دانشيار وPhDشناسي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درمـاني ايـران،    زشكي، گروه ميكروبشناسي، دانشكده پ  ميكروب
  ).مؤلف مسؤول*(تهران، ايران

II ( دانشيار وPhDران، ايراندانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، ته شناسي،  بيولوژي ملكولي، دانشكده پزشكي، گروه ميكروب.  
III ( استاديار وPhDشناسي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني بابل، بابل، ايران شناسي و ايمني  ايمونولوژي، دانشكده پزشكي، گروه ميكروب.  
IV ( دانشيار وPhDمات بهداشتي ـ درماني كرمانشاه، كرمانشاه، ايراندانشگاه علوم پزشكي و خد شناسي، شناسي و ايمني  ايمونولوژي، دانشكده پزشكي، گروه ميكروب.  
V (شناسي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني بابل، بابل، ايران استاديار گروه ميكروب.  
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  مقدمه
اي مشترك بين انسان و      يك از مهمترين بيماريه    ،بروسلوز    

ه ي جـنس بروسـلا ب ـ     ها  باكتريدام است كه بر اثر آلودگي با        
بروســلاملي تنــسيس و بروســلا آبورتــوس . آيــد وجــود مــي

ــده ــه  عم ــرين گون ــسان و دام    ت ــلوز در ان ــل بروس ــاي عام ه
   )2و 1(.هستند

 پاتوژنيسيته بيشتري نسبت به بروسلا      يستنس  بروسلاملي    
هاي گرم منفـي داخـل        كوكوباسيل ،بروسلاها. آبورتوس دارد 

سلولي اختياري هستند كه سلولهاي بيگانه خوار و غيربيگانـه          
ــوده مــي ــاكتري ايــن )4و 3(.ســازند خــوار را آل  اســپور و هــا ب

 نتيجـه   ، ويـرولانس بروسـلا    )5(.اگزوتوكسين مشخصي ندارند  
شرايط محيطي و داخـل سـلولي       . چندفاكتوري است يك پديده   
. شود   مي ها  پروتئين، موجب تغييراتي در مقدار بيان       ها  باكتري

 ها باكتريواكنشهاي متقابل ميزبان ـ پاتوژن در طول عفونت،  
هاي بيولوژيكي و فيزيولوژيكي مختلف       را در معرض استرس   

در داخـل سـلولي بـه تغييـرات      ي  هـا   بـاكتري  و   )6(دهد  قرار مي 
 مـانع از بـين رفـتن        ،ايـن امـر   . يابنـد    سازش مي  محيط اطراف 

. شـود   هاي دفاعي سلول ميزبان مـي        توسط سيستم  ها  باكتري
يكي از اين شرايط، شوك حرارتي است كه وقتي بروسـلا در            

ي هـا  پـروتئين  ،گيـرد  معرض افزايش درجه حـرارت قـرار مـي      
شـوند كـه    سـنتز مـي  ) Heat Shock Protein(شـوك حرارتـي  

. باشد   مي ها  باكتريمالاً يكي از فاكتورهاي پاتوژنز در اين        احت
محافظت شده اسـت     پاسخهاي شوك حرارتي در سطح بالايي     

هاي  دهد كه به محيط     ها اين اجازه را مي     و احتمالاً به ارگانيسم   
ماندن باكتري و انتـشار   زا سازش يابند و شانس زنده      استرس

  )6(.آن افزايش يابد
 در طــول ،)Gro ELاعــضاي خــانواده (هــاhsp    بعــضي از 

شــدت توســط سيــستم ايمنــي ميزبــان شناســايي ه عفونــت بــ
 احتمـالاً   هـا   پـروتئين شـوند و پاسـخ ايمنـي بـر عليـه ايـن                مي
مهمتـرين  . ايجاد كند ايمني محافظت كننده در ميزبان       ،تواند  مي

 62، پـــروتئين شـــوك حرارتـــي Gro ELعـــضو خـــانواده 
 بررسي  ، هدف از اين پژوهش    )6(.باشد  مي) hsp62(كيلودالتوني

 پس  تنسيس  بروسلامليخصوصيات پاسخ شوك حرارتي در      
  . باشد از شوك در حرارتهاي مختلف مي

  روش بررسي
در ايـن  . باشد تحليلي ميـ     اين نوع مطالعه از نوع توصيفي   

 از انـسان جـدا      تنـسيس   بروسـلاملي  سويه بـاكتري     5 ،مطالعه
ز بيمـاران مـشكوك بـه بيمـاري         براي تهيه نمونه باليني ا    . شد

ــستري در       ــا ب ــشگاه ي ــه آزماي ــده ب ــه كنن ــلوز مراجع بروس
ليتـر خـون       ميلي 5بيمارستان، با رعايت شرايط استريل مقدار       

هارت اينفيوژن براث منتقل      گرفته شده و به محيط كشت برين      
ــاي      ــه در دم ــار هفت ــدت چه ــذكور م ــيط م ــه 37و مح  درج

 مقـداري از خـون      ،همچنـين . سلسيوس گرم خانه گذاري شـد     
در . شـد زمايش براي جداسازي سـرم اضـافه        بيمار به لوله آ   

برداشـته و بـر      BHIمقـداري از محـيط       ،خلال اين چهار هفته   
 درصد خـون    5روي پليت محتوي محيط بروسلا آگار حاوي        

 Co2هاي مذكور به جـار       سپس پليت .  كشت داده شد   ،گوسفند
سـاعت، حـرارت     48-72مدت زمـان    (گذاري  خانه منتقل و گرم  

هـا از نظـر        پليت ،پس از اين مدت   . گرديد)  درجه سلسيوس  37
 )1(.رشد باكتري و خصوصيات كلني كنتـرل و بررسـي شـدند        

 ،هـاي تـك ايزولـه شـده      سرانجام پس از رشد باكتري از كلني      
هــاي  ســپس تــست. گرديــد آميــزي گــرام تهيــه مــي  لام رنــگ

انجـام  ) الاز، اوره، اكسيداز و كات    TSI و MR  ،VP(بيوشيميايي
 در حضور رنگ از محيط      ،جهت بررسي رشد باكتري   . شد  مي

 كنـار   IIكشت واجد كلني تك در زير هود آزمايشگاهي كلاس          
شعله بر روي محيط محتوي غلظتهاي مختلف از رنگ فوشين          

هـاي مـذكور بـه     سـپس پليـت  . و تيونين كشت خطي داده شـد  
  درجه سلسيوس در حضور    37 ساعت در دماي     48-72مدت  
Co22(.خانه گذاري گرديد  گرم(  

 در محيط بروسلا آگـار      ها  باكتريابتدا  : هاي حرارتي      شوك
 درجـه سلـسيوس     37 ساعت در دمـاي      48كشت داده شده و     

 از محــيط كــشت ،بعــد از آن. گرفتنــد  قــرار مــيCo2در جــار 
. به محيط كشت بروسلا براث كشت داده شـدند        بروسلا آگار   
 ليتـري   5/0ط كشت بروسـلا بـراث        در دو محي   ،از هر باكتري  

 درجـه   37محـيط بروسـلا بـراث در دمـاي          . كشت داده شدند  
 OD600nmشـدند تــا زمـاني كــه    سلـسيوس اتووگـذاري مــي  

 7كدورت آن با كدورت اسـتاندارد       ()7( برسد 1محيط كشت به    
هـاي   ت شـوك ح ـ تهـا  بـاكتري سـپس  ). مك فارلند برابر شـود   
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 )7(.رار گرفتنــد درجــه سلــسيوس قــ42 و 40، 39حرارتــي در 
بدين ترتيب كه از دو محيط كشت مربوط به هر باكتري، يكـي   

 درجه سلسيوس بـاقي     37 ساعت در دماي     3به عنوان كنترل    
قــرار  ســاعت در شــرايط شــوك 3مــي مانــد و محــيط ديگــر 

   )7(.گرفت مي
، 40،  39(ر باكتري در سـه درجـه حـرارت        هدر اين تحقيق،        
ارتي قرار گرفته و براي     مورد شوك حر  )  درجه سلسيوس  42

 30 ،پـس از آن   . هر مرتبه هم لوله كنترل در نظـر گرفتـه شـد           
بعد از دورريزي مـايع     .  سانتريفوژ گرديدند  xg5000دقيقه در   

 بار با سرم فيزيولـوژي شستـشو گرديـده و           2رويي، رسوب   
 شستـشو   pH=5/7مـولار بـا        ميلـي  10بار سوم با بافر تريس      

ــد ــت. گردي ــشت ،در نهاي ــراي ك ــاكترين  ب ــا ب ــوب در ه ، رس
 برابـر حجـم آن،      5از بافر فوق به تعليق در آمده و         ليتر    ميلي2

 -20 روز در فريـزر      5-7استن سرد اضـافه شـد و بـه مـدت            
در  بـا سـانتريفوژ      هـا   بـاكتري . درجه سلـسيوس قـرار گرفـت      

xg5000    دقيقه رسوب داده شدند و پس از تبخيـر     30 به مدت 
  .استن، در فريزر نگهداري شدند

ي بروسلا با سديم دود سيل سـولفات        ها  پروتئين    استخراج  
اساس انجام اين آزمايش، روش رزنباخ با بعضي        : و ليزوزيم 

ي پيكـره بـاكتري     هـا   پروتئين اكثر   ،در اين روش  . تغييرات بود 
دليـل تـاثير سـديم      ه   عمدتاً ب ـ  ،اين موضوع . شود  استخراج مي 

 گريـز و    هـاي آب    در حل كردن بخش   ) SDS(دودسيل سولفات 
   )8(.اثر ليزوزيم در هضم لايه پپتيد و گليكان است

محلـول  (TBS مرتبه با بافر تريس نمكـي        2 ،ها  باكتري    ابتدا  
) pH=5/7 بـا    NaClمـولار      ميلـي  100مولار تريس و       ميلي 20

 640 گــرم بــاكتري تــر در 16/0شستــشو داده شــدند ســپس 
ونيل فنيــل متيــل ســولف.  بــه تعليــق در آمــدTBSميكروليتــر 

هر يـك   ) EDTA(آمين تترااستات   و اتيلن دي  ) PMSF(فلوريد
ليتـر بـافر       ميلـي  8/4. مولار اضافه شد     ميلي 1در غلظت نهايي    

 حاوي  pH=2/7مولار با      ميلي 10بافر تريس باز    (تخريب كننده 
 ME-2 7/0 درصـد و     10، گليسرول   SDSدو درصد محلول    

 60ام   سـاعت در حم ـ    4اضافه گرديد، سـپس بـاكتري       ) مولار
پـس از خنـك شـدن محلـول،         . درجه سلسيوس قرار داده شد    

گـرم وزن خـشك        ميلـي  100گرم بـازاء هـر        يك ميلي (ليزوزيم

 درجـه   37خانـه    اضـافه گرديـد و يـك شـب در گـرم           ) باكتري
 دقيقـه در ظـرف      10 ،سپس محلـول  . سلسيوس قرار داده شد   

ــپس     ــت و س ــرار گرف ــوش ق ــه در 30آب ج  xg30000 دقيق
هاي كوچـك تقـسيم و در         مايع رويي در حجم   . سانتريفوژ شد 

هـا     كليـه نمونـه    ،سپس.  درجه سلسيوس نگهداري گرديد    -20
 قـرار گرفتـه و الگـوي        SDS-PAGEمورد الكتروفورز توسط    

. ي كنترل و شوك ديده بررسـي شـدند        ها  باكتريپروتئيني در   
اكريل آميد در حضور سديم دود سـيل    الكتروفورز در ژل پلي   

 براساس روش لاملي با     SDS-PAGE:(SDS-PAGE(سولفات
  )8(.بعضي تغييرات، بسته به هدف آزمايش انجام گرفت

هـاي    اي بـا كمـك فاصـله انـدازها و گيـره                 صفحات شيـشه  
ليتر محلول آگارز داغ       ميلي 2/0.  روي هم سوار شدند    ،مربوط

حجـم  . اي چرخانـده شـد      هاي قالب شيشه    چندين بار در كناره   
با مخلوط كـردن اجـزاي   ) ژل پايين(نندهمورد نياز از ژل جداك    

اجزاي ژل پايين و حجم مورد نياز آنها بـراي          . آن تهيه گرديد  
 565/3ليتـر بـافر ژل پـايين،           ميلـي  2ليتـر شـامل        ميلـي  8تهيه  
 05/0ليتر آب مقطر،       ميلي 335/2ليتر استوك اكريل آميد،       ميلي
ليتـر    ميلـي  05/0 درصـد و     10ليتـر پرسـولفات آمونيـوم         ميلي

TEMED 10     ژل در حـد فاصـل       ،سـپس .  درصد بـوده اسـت 
ليتـر     ميلـي  2/0. اي تا ارتفاع مناسب ريخته شد       صفحات شيشه 

شه روي سـطح ژل اضـافه       آب مقطر به آرامـي از كنـاره شي ـ        
 5ليتر ژل بالا با غلظـت          ميلي 3پس از انعقاد ژل پايين،      . گرديد
تـر  لي   ميلـي  49/0ليتـر بـافر ژل بـالا،           ميلـي  75/0شامل  (درصد

ليتـر     ميلـي  05/0ليتر آب مقطر،       ميلي 76/1استوك اكريل آميد،    
 TEMED 10ليتر     ميلي 05/0 درصد و    10پرسولفات آمونيوم   

آب روي ژل پايين، تخليـه و تـا ارتفـاع           . اضافه گرديد ) درصد
شـانه  .  شـد  هـا ريختـه     مناسب از ژل بالا در حد فاصل شيشه       

عقاد ژل بالا، شانه    پس از ان  .  برده شد  مربوطه، در ژل بالا فرو    
اي بـه تانـك    و فاصله انداز پايين جدا شـدند و كاسـت شيـشه          

يك حجـم بـافر نمونـه بـه يـك حجـم             . الكتروفورز متصل شد  
 15.  دقيقـه در آب جـوش قـرار گرفـت          10نمونه اضافه شد و     

هـا    ميكروليتر از هر نمونه با سـرنگ هـاميلتون درون چاهـك           
 ولت تا رسيدن رنـگ      50الكتروفورز با ولتاژ ثابت     . ريخته شد 

 ولـت تـا     150پس با ولتاژ ثابت     سنشانگر به انتهاي ژل بالا و       
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متـري انتهـاي ژل پـايين         رسيدن رنگ نـشانگر بـه چنـد ميلـي         
اكريل آميد با كوماسي آبي       آميزي ژل پلي    رنگ. صورت گرفت 

R-250 ژل   )8(.آميزي شدند   رنگ SDS-PAGE    در اسيد استيك
  . درصد نگهداري شد10

 نمونـه   10 ،در ايـن مطالعـه    ): وسـترن بـلات   (مونوبلاتينگ    اي
سرم انساني از بيماران مبتلا به بروسلوز داراي كشت مثبـت           

ايـن  . آوري شـد    بروسلا مراجعـه كننـده بـه آزمايـشگاه جمـع          
 ME-2 و تيتـر     1:320اي حداقل      داراي تيتر رايت لوله    ،ها  نمونه

 در تانـك    بلاتينـگ بـا روش انتقـال      .  بودند 1:160رايت حداقل   
طـور معمـول در بـافر تـريس         ه   ب ـ ،ايـن روش  . صورت گرفت 

  )9(. ارائه شد، انجام گرفتTowbinگليسين كه ابتدا توسط 
شـامل  (ليتـر بـافر انتقـال        ميلـي  100 مقـدار    :    انتقال در تانك  

، pH=3/8مـولار بـا        ميلـي  192مولار، گليـسين       ميلي 25تريس  
 تميز ريختـه    اي  در يك ظرف شيشه   )  درصد 15حاوي متانول   

 دقيقه در بافر    10بخش متراكم كننده ژل بريده شد و ژل         . شد
 فلوريـد   وينيليـدن دي  يك ورقه از كاغذ پلـي    . انتقال قرار گرفت  

)PVDF(        كاغـذ   . به انـدازه ژل بريـده شـدPVDF     بـا متـانول 
چنـدين  . خيس گرديد و در ظرف حاوي بافر انتقال قرار گرفت     

ها   سب با ژل تهيه و همراه اسفنج      لايه كاغذ صافي با ابعاد متنا     
به  PVDFآميد و ورقه      اكريل  سپس ژل پلي  . در بافر خيس شد   

اسـفنج در    لايه كاغذ واتمن و يك لايه        3صورت ساندويچ بين    
مجموعه بـلات در قالـب پلاسـتيكي        . هر طرف قرار داده شدند    

مربوطه محكم شد و در تانك بلات حـاوي بـافر انتقـال قـرار               
  . گرفت
 75مــدت نــيم ســاعت در شــدت جريــان ثابــت  ه قــال بــ    انت
مدت نيم سـاعت در شـدت جريـان ثابـت           ه  آمپر، سپس ب    ميلي
آمپر، پس از آن يك ساعت و نيم در شـدت جريـان                ميلي 100
 300آمپر و نهايتاً يك و نيم ساعت در شدت جريان              ميلي 200
  .آمپر انجام گرفت ميلي

ه ز انتقال، غشاء ب ـ پس ا : بادي      مرحله تشخيص با كمك آنتي    
ــوئين   10مــدت  ــسفات نمكــي حــاوي ت ــافر ف ــه در ب  5/0 دقيق
 5مـدت   ه   بار، هر بار ب ـ    4 سپس   .قرار گرفت ) PBS-T1(درصد

-PBS( درصـد  05/0دقيقه با بافر فسفات نمكي حـاوي تـوئين          

T2 (   بـادي اوليـه       ساعت در آنتـي    5/1مدت  ه  شستشو شد و ب

 PBS-T2قيقـه بـا      د 5 بار و هر بار      4غشا  . انساني قرار گرفت  
بـــادي   ســـاعت در آنتـــي5/1مـــدت ه شستـــشو شـــد و بـــ

 بار و هر    5-6غشا  . قرار گرفت ) كونژوگه با پراكسيداز  (ثانويه
 شستـشو شـد و سـپس در معـرض           PBS-T2 دقيقه بـا     5بار  

قـرار داده   ) آمينو بنزيـدين    دي(مقدار كافي از محلول سوبسترا    
 . شـدند  دقيقـه ظـاهر  5-10باندهاي پروتئينـي در عـرض     . شد

ــاد شستــشو شــده، خــشك  ،ســپس  غــشاها در آب مقطــر زي
   )9(.گرديده، در محل تاريك نگهداري شدند

  
  ها يافته

از انسان جـدا    تنسيس     سويه بروسلا ملي   5 ،    در اين مطالعه  
هـاي تشخيـصي لازم بـراي تـشخيص نهـايي ايـن               تـست . شد

 تحت شوك حرارتي در     ها  باكتريهمه  .  انجام گرديد  ها  باكتري
يك سـويه از هـر      .  درجه سلسيوس قرار گرفتند    42 و   40،  39

 .گرفتـه شـدند    كنتـرل در نظـر    عنـوان   ه  باكتري بدون شوك ب   
ــاكتري   ــروتئين ب ــپس پ ــده و  ،س ــتخراج ش  SDS-PAGE اس

ــت ــوي . صــورت گرف ــروتئين SDS-PAGEالگ ــا پ ــره ه ي پيك
 درجـه سلـسيوس و      42 شـوك ديـده در       تنـسيس   بروسلاملي

سـمت راسـت    (ن داده شده است    نشا 1كنترل در شكل شماره     
ماركر پروتئيني، سمت چپ باكتري شوك نديده و باند وسـط           

بانـدهاي پروتئينـي در محـدوده وزنـي         ). باكتري شوك ديـده   
  .  كيلودالتون قرار دارند100-10
 و  45-75ترين باندهاي پروتئيني در محـدوده وزنـي           عمده    
هـاي    ستنـسي   بروسـلاملي در  .  كيلودالتون قـرار دارنـد     30-14

ي ها  پروتئين بعضي   ، درجه سلسيوس  42شوك ديده شده در     
 مقـدار   هـا   پـروتئين جديدي ظاهر شدند و همچنـين بعـضي از          

  . توليدشان افزايش يافت
 و يك بانـد در محـدوده        78 يك باند در محدوده      ،در كنترل     
 كيلودالتون وجـود دارد كـه در شـوك ديـده مـشاهده       45-40
 60 در محـدوده     ،ي كنتـرل  هـا   ريبـاكت  در   ،همچنـين . شود  نمي

باشد كـه در      مي hsp60شود كه     كيلودالتون باندي مشاهده مي   
ي ها  باكتري ولي در    ؛ مقدار آنها كم بوده    ،)كنترل(حالت طبيعي 

 مقدار توليد آنهـا افـزايش قابـل چـشمگيري           ،شوك ديده شده  
  .داشته است
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 پيكره هاي  پروتئينSDS-PAGEالگوي  -1شكل شماره 
. ه سلسيوسـ درج42ده در ــ شوك ديشوك نديده وتنسيس  بروسلاملي

aفلش در اين رديف محل ( باكتري شوك نديدهhsp60دهد  را نشان مي( ،
b باكتري شوك ديده و cهاي مولكولي مختلف بر   ماركر پروتئيني با وزن

   . دهد حسب كيلو دالتون را نشان مي
  

 تنــسيس بروســلامليي پيكــره هــا پــروتئين    ايمونوبلاتينــگ 
 درجه سلسيوس و شـوك نديـده بـا سـرم            42شوك ديده در    

مربـوط بـه     hsp60 ابتـدا    ،در ايـن مطالعـه    : افراد بيمار و سالم   
 Stressكلونال ضد آن از شركت  بادي پلي اشريشياكلي و آنتي

gene   ــود ــات وجـ ــده و جهـــت اثبـ ــداري شـ در  hsp60خريـ
  .  شدي مورد نظر، بلات گذاشتهها باكتري

    Hsp60 اي ـهـــ ن نمونـــهـرل و همچنيــــوان كنتــــبـــه عنـــ
ـــلاي شــوك ديـبروســ ــا  ـ ــگ ب ــك بلاتين ــده در تكني ده و ندي
 ه نتيجه آن در شـكل     ــد ك ــمجاور شدن  hsp60بادي ضد     آنتي

 شـود   مشاهده مي گونه كه در شكل      همان.  آمده است  2 شماره
ش ـن ـ واك تنـسيس   بروسـلاملي  hsp60كلونال بـا      بادي پلي   آنتي
  . استده ـشداده 

ن بـا وزن مولكـولي      ــ ـبا يـك پروتئي    hsp60بادي ضد     آنتي    
  .استشده  كيلودالتون واكنش داده 14حدود 

 شوك  تنسيس  بروسلامليهاي پيكره         پس از تفكيك پروتئين   
، SDS-PAGE درجه سلسيوس و كنترل به روش        42ديده در   

ه انتقــــال داد PVDFبانــــدهاي پروتئينــــي بــــه صــــفحات 
سپس، واكنش سرم انسان بيمـار و سـالم بـا           ). بلاتينگ(شدند

ها مورد آزمون و مقايسه قرار گرفت كه نتيجه آن در             پروتئين
گونه كه در اين دو      همان.  نشان داده شده است    3  شماره شكل

ــروتئين  شــكل مــشاهده مــي  ــره  شــود در واكــنش پ هــاي پيك
دين بروسلاملي تنسيس شوك ديده با سرم افـراد بيمـار، چن ـ          

كـه در   ) 2 و   1نوارهـاي شـماره     (شـود   باند پروتئيني ديده مي   
 شوك ديـده بـا      تنسيس  بروسلامليهاي پيكره     واكنش پروتئين 

و در  ) 4 و   3نوارهـاي شـماره     (سرم افراد كنتـرل ديـده نـشد       
الگـوي رنـگ    . باشـد    كيلو دالتـون مـي     100 و   60،  10محدوده  

هـا    اسمير مانندي كـه در قـسمت بـالا و بخـش ميـاني سـتون               
بروسـلا   LPSهاي ضد     بادي  شود، مربوط به آنتي     مشاهده مي 

بيمـار و   (هـا    كيلو دالتوني نيز در همه نمونـه       14يك باند   . است
  . شود مشاهده مي) كنترل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

و بروسلا آبورتوس تنسيس   بروسلامليhsp60واكنش  -2شكل شماره 
 hsp60=1ر پروتئيني سمت چپ مارك: اشريشياكلي hsp60بادي ضد  آنتيبا 

 باكتري شوك ديده= 2  كاناداstress geneتهيه شده از شركت 
  تنسيس  بروسلامليباكتري شوك نديده= 3 تنسيس بروسلاملي
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تنسيس شوك  هاي پيكره بروسلاملي واكنش پروتئين -3شكل شماره 
و ) 2و 1نوارهاي شماره ( درجه سلسيوس با سرم افراد بيمار42ديده در 

  )4و 3نوارهاي شماره (سالم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ي پيكـره   هـا   پـروتئين     واكنش سرم انسان بيمار و سالم بـا         
 نشان داده   4  شماره  شوك نديده در شكل    تنسيس  بروسلاملي
  . شده است

ي پيكره بروسـلاملي تنـسيس شـوك    ها پروتئيناكنش ودر      
 چندين بانـد  ،)2 و 1نوارهاي شماره (سرم افراد بيماريده با   دن

ي پيكـره   هـا   پـروتئين شـود كـه در واكـنش          پروتئيني ديده مي  
نوارهاي (يده با سرم افراد كنترل    دبروسلاملي تنسيس شوك ن   

  . شود ديده نمي) 4و 3شماره 
ي پيكـــره هـــا پـــروتئيننكتـــه قابـــل توجـــه در واكـــنش     

 شوك ديده با سرم افراد بيمار وجود باند         تنسيس  بروسلاملي
 كه اين بانـد     ،ست ا ها  يلو دالتوني در تمام نمونه     ك 60در ناحيه   

 شوك نديده   تنسيس  بروسلامليي پيكره   ها  پروتئيندر واكنش   
شـود يـا      هـا ديـده نمـي       با سرم افراد كنترل، در بعضي نمونـه       

  .باشد تر مي ضعيف
  

  بحث
هاي ديواره سلولي بـه خـصوص غـشاي     ژن     علاوه بر آنتي 
، چنـدين نـوع     )2(كي هستند ژن تحري   ترين آنتي   خارجي كه عمده  

پروتئين ديگـر نيـز بـه عنـوان اجـزاي ايمونولوژيـك مهـم در                
  هايي كانديدهاي مهمي  ژن ن آنتيــچني. دـان بروسلا مطرح شده

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي زير واحد و نيز تشخيص طبي خواهنـد           براي تهيه واكسن  
ده ها انجـام ش ـ  ژن   تلاشهاي زيادي براي تهيه اين آنتي      )10(.بود
  )11(.است

 هـستند   ها  پروتئيناي از      دسته ،ي شوك حرارتي  ها  پروتئين    
 ميـزان سـنتز آنهـا در بروسـلا          ،كه در شرايط شوك حرارتي    

تنسيس شوك نديده با  هاي پيكره بروسلاملي واكنش پروتئين-4شكل شماره
 )4و 3نوارهاي شماره (و سالم) 2و 1نوارهاي شماره (سرم افراد بيمار
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 و قسمتي از پاسخ بدن عليه اين بـاكتري را           )12(يابد  افزايش مي 
آزمونهاي سرولوژيكي رايجي كـه     . دهد  به خود اختصاص مي   

 مـورد اسـتفاده قـرار       در تشخيص بروسلوز گاوي و انـساني      
ــي ــي   مـ ــين آنتـ ــاس تعيـ ــد، براسـ ــادي گيرنـ ــد   بـ ــاي ضـ هـ

 حتـي بعـد از اينكـه        ،هـا  بادي  اين آنتي . ساكاريدي است   ليپوپلي
 در تيتـر بـالايي    ،كننـد   بيماران از بيماري بهبودي حاصـل مـي       

   )8(.مانند باقي مي
هاي متقاطع قابـل تـوجهي     اين تستها واكنش  ،از طرف ديگر      

رو از مـدتها      از ايـن   )8(.ي گـرم منفـي دارنـد      ها  ريباكتبا ديگر   
 LPSي عـاري از     هـا   پـروتئين ها معطوف به يـافتن         تلاش ،قبل

تـر بيمـاري اسـتفاده        شده تا بتوان از آنها در تشخيص دقيـق        
  .نمود

ي شــــوك حرارتــــي هــــا پــــروتئين    بررســــي الگــــوي 
 شوك ديده و شوك نديـده بـا اسـتفاده از            تنسيس  بروسلاملي

 بررسـي ايمونوژنـسيته ايـن       ، و همچنـين   SDS-PAGEتكنيك  
در مقابل سرم انسان بيمـار و        hsp60خصوص  ه   ب ها  پروتئين

ســالم بــا اســتفاده از تكنيــك وســترن بــلات بــه هــدف يــافتن 
بعدي از آنها در تـشخيص      ژني جهت استفاده      كانديدهاي آنتي 

 روشهايي همچون الايزا و نيز امكـان اسـتفاده از           بروسلوز با 
هـاي زيـر واحـد از اهـداف ايـن         هـا در واكـسن      وژناين ايمون ـ 

بـه   hsp60 از   Gomezكـه    طـوري  مطالعه بـوده اسـت، همـان      
   )13(.عنوان واكسن استفاده كرده است

ي شـوك حرارتـي     هـا   پروتئين    در اين مطالعه، خصوصيات     
ــده در تنــسيس بروســلاملي  درجــه و 42 و 40، 39 شــوك دي

عمــده بــين الگــو اخــتلاف . بــاكتري شــوك نديــده انجــام شــد
 درجـه سلـسيوس، يـك افـزايش در          42الكتروفورز در شوك    

 كيلودالتـوني  60خصوص پروتئين ه  ب ها  پروتئينتوليد بعضي   
تـري     بانـد ضـخيم    ،بوده است كه در باكتري شوك ديده شده       

در مقايسه با باكتري شوك نديـده مـشاهده          hsp60مربوط به   
  . )1شكل شماره (شده است

 40-45 و   78هـاي      دو باند در محـدوده     ،رلهمچنين در كنت      
كيلودالتون وجود دارد كه در بـاكتري شـوك ديـده مـشاهده             

  . شود نمي
 در )6(. همخـواني دارد Jyhshium Lin با مطالعـه  ،اين نتايج    

 ،آن مطالعه نيز كه روي بروسلا آبورتوس انجام شـده اسـت           
ي شـوك   هـا   بـاكتري  در   60KDaيك افـزايش توليـد پـروتئين        

  .  مشاهده شده است،دهدي
 درجـه   39 و   40هاي حرارتـي       در شوك  ،در مطالعه حاضر      

 در SDS-PAGEسلسيوس اختلافي در باندهاي پروتئينـي در      
  . مقايسه با كنترل مشاهده نشده است

هـا در حـرارت   hsp توليـد  ،نيز Jyhshium Linه ــدر مطالع    
 ،ينهمچن ـ.  درجه سلسيوس در بيشترين حد خود بـود   46-42

 ساعت بود كه بـر      3مدت زمان شوك حرارتي در اين مطالعه        
حداكثر پاسخ شوك حرارتـي در  ، Jyhshium Linطبق مطالعه 

  )6(. ساعت گزارش شده است3-2
بادي   مربوط به اشريشياكلي و آنتي     hsp60 ،    در اين مطالعه  

خريـداري شـده و    Stress geneپلي كلونال ضد آن از شركت 
ي مـورد نظـر، بـلات       هـا   بـاكتري  در   hsp60جهت اثبات وجود    

  . گذاشته شد
ــالص       ــروتئين خ ــين   ، hsp60پ ــرل و همچن ــوان كنت ــه عن ب

هاي بروسلاي شوك ديده و نديده در تكنيك بلاتينگ بـا             نمونه
 2 مجاور شدند كه نتيجـه آن در شـكل           hsp60بادي ضد     آنتي

  . آمده است
ادي پلـي  ب ـ  آنتـي  شـود،   مـشاهده مـي   همانگونه كه در شكل         

 واكـنش داده اسـت كـه        تنـسيس   بروسـلاملي  hsp60كلونال با   
شدت باند مشاهده شده در بلاتينگ در باكتري شوك ديـده و            

 hsp60 يعني باند مشاهده شده در برابر        ؛ متفاوت بوده  ،كنترل
در (تــر بــوده اســت  شــوك ديــده ضــخيمتنــسيس بروســلاملي

دهنـده افـزايش سـنتز       كه اين نـشان   ) مقايسه با باكتري كنترل   
hsp60     بادي    آنتي ،همچنين. باشد   در شرايط شوك حرارتي مي
ــولي حــدود    hsp60ضــد  ــا وزن مولك ــروتئين ب ــك پ ــا ي  14ب

بادي ضـد     كيلودالتون واكنش داده است كه احتمالاً چون آنتي       
hsp60    باشـد بـا يـك پـروتئين ديگـر واكـنش              ، پلي كلونال مـي

  .متقاطع نشان داده است
 تنـسيس   بروسـلاملي ي  هـا   پـروتئين رسـي واكـنش         براي بر 

شوك ديده و نديده با سرم افراد بيمار و سالم، ابتدا بلاتينـگ             
، بـه روش انتقـال در تانـك انجـام           SDS-PAGEهاي    از نمونه 
 و سپس وسترن بلاتينـگ و ايمونوبلاتينـگ در مقابـل           )8(گرفت
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ي هـا   پـروتئين مقايـسه واكـنش     . سرم انساني صـورت گرفـت     
 شوك ديده و نديده با سرم افراد بيمـار و           تنسيس  بروسلاملي

   . آمده است4 و 3كنترل در شكلهاي 
ي باكتري شوك ديده با سـرم افـراد         ها  پروتئيندر بلاتينگ       

 100 و 60، 10خــصوص در نــواحي ه بيمــار، چنــدين بانــد بــ
كيلودالتوني مشاهده شده است كه ايـن بانـدها در واكـنش بـا           

ــده   ايــن نــشان.شــود ه نمــيســرم افــراد كنتــرل مــشاهد  دهن
 hsp60و واكنش بدن انسان در مقابـل   hsp60ايمونوژن بودن   

ي بـاكتري شـوك     هـا   پـروتئين  در بلاتينـگ     ،همچنين. باشد  مي
، 20، 10نديده با سرم افراد بيمار نيز چنـدين بانـد در نـواحي            

 كيلودالتوني مشاهده شـده اسـت كـه ايـن بانـدها در              60و  33
  . شود رل ديده نميواكنش با افراد كنت

 و )Jyhshium Lin)6ات ـت بــا تحقيقــــن قــسمــــج ايــــنتاي    
Ana PT)7(تـوان از   خواني داشته و بنابراين مي  نيز همhsp60 

. ژن احتمــالي در تــست الايــزا اســتفاده كــرد بــه عنــوان آنتــي
ي باكتري شوك ديـده     ها  پروتئين در وسترن بلاتينگ     ،همچنين

شـود كـه      كنترل چندين باند مشاهده مي    با سرم افراد بيمار و      
ــ ــدها در واكنـاي ـــن بان ــرل مــشاهده  ـ ــراد كنت ــا ســرم اف ش ب
  .شود نمي

 در مقايـسه واكـنش      ،    نكته قابل توجه ديگر در اين دو شكل       
 شوك ديده و نديده بـا سـرم         تنسيس  بروسلامليي  ها  پروتئين

ي هـــا پـــروتئينافـــراد بيمـــار ايـــن اســـت كـــه در واكـــنش 
 شوك ديده با سـرم افـراد بيمـار، وجـود            سـيتنس  بروسلاملي

هاسـت كـه ايـن      كيلو دالتوني در تمام نمونـه  60باند در ناحيه    
 شـوك نديـده     تنسيس  بروسلامليي  ها  پروتئينباند در واكنش    

هـا    در بعـضي نمونـه    تر بوده و يا       با سرم افراد بيمار، ضعيف    
ادي ـب ـ  ح آنتـي  ـش سط ـ ــده افزاي ـدهن اين نشان . شود  ديده نمي 
ري ـ توســط باكتـ ـhsp60 در اثــر افــزايش ســطح   ،در بــدن

  . دـباش مي
زاده و        در يكي از اين مطالعات كـه توسـط جـلال عبـدالعلي            

هـاي بروسـلا       واكـنش بـين ايمونـوژن      ،همكاران انجـام شـده    
آبورتوس با سرم انسان، بز و خرگوش با استفاده از تكنيـك            

اي ديگر    مطالعه در   ،همچنين )8(.ايمونوبلاتينگ انجام شده است   
واكنش ) 9(كه توسط دكتر علي مصطفايي و همكاران انجام شد        

سـويه  (ي عمده غشاء خـارجي بروسـلا آبورتـوس        ها  پروتئين
S19 (  تنسيس  بروسلامليو)  16سويهM (       با سـرم بيمـاران بـا

 در بررسي ديگـر توسـط       ،همچنين. وسترن بلات بررسي شد   
بـاكتري بـا     LPS، واكـنش    )14(دكتر علي مصطفايي و همكاران    

  . سرم انسان بررسي گرديد
در مطالعات ذكر شده، قسمتهاي مختلف باكتري بروسلا با           

 hsp60 ولـي ظـاهراً تـاكنون واكـنش          ،سرم واكـنش داده شـد     
ي شوك ديده نسبت به سرم انـسان بيمـار و سـالم             ها  باكتري

 انجام نشده و ظاهراً اين اولـين كـار          تنسيس  بروسلامليبراي  
 از واكـسن    ،همچنـين در يـك تحقيـق      . باشـد   ه مـي  در اين زمين  

DNA     كد كننده سوپراكسيد ديسموتاز از بروسـلا آبورتـوس 
محافظـت كننـده شـده      در موش استفاده شده كه باعث ايمنـي         

   )10(.است
ب ــ ـري مناســاز بـست  ــ ـس  د زمينـه  ــ ـتوان  ج مي ــن نتاي ــاي    
ـــب ـــراي شناخـ ــروتئينت ـ ـــه پ ــياـ ـــژن ي آنت ي بروســلا و ـ

تـر بيمـاري در       ت تـشخيص دقيـق    ــ ـاده از آنهـا در جه     ــاستف
انــسان و دام و تــشخيص حيوانــات آلــوده از واكــسينه شــده 
باشد كه در پيشگيري و كنترل بيماري در دام اهميت بسزايي           

  . دارد
ژن در تـست      عنـوان آنتـي   ه  ب hsp60توان از     براي مثال مي      

تـوان از     مـي ،  )Naoko)15الايزا استفاده كرد و يـا مـشابه كـار           
براي تشخيص اوليـه بيمـاري اسـتفاده         hsp60بادي ضد     آنتي

كرد كه البته اين موارد مستلزم كارهـاي تحقيقـاتي بيـشتر در        
  .باشد ها مي اين زمينه

وز عمدتاً بر پايه    امروزه روشهاي متداول تشخيص بروسل        
 اسـتوار اسـت كـه بـه دليـل تـشابه       LPSبادي ضد   يافتن آنتي 
ي هـا   بـاكتري هاي     ساير گونه  LPSبروسلا با    LPSي  ساختمان

 از حــساسيت ،گــرم منفــي از جملــه يرســينيا و اشريــشياكلي
 )8(.هـاي متعـددي دارنـد       بالايي برخوردار نبـوده و محـدوديت      

اي از تحقيقات متوجه يـافتن         بخش عمده  ،براي حل اين مشكل   
   )8(.تر است هاي پروتئيني اختصاصي ژن آنتي

 hsp60دهـد      نـشان مـي    ه نتايج مطالعه حاضر   گونه ك      همان
د پروتئيني تشخيص بيمار در انسان و       تواند به عنوان نامز     مي

.  مـد نظـر قـرار گيـرد        ،حتي حيوانات از جملـه بـز و گوسـفند         
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هـاي    در پيكـره بـاكتري از مزيـت        hsp60فراواني مقدار نسبي    
تري همچون الايـزا و   هاي دقيق ژني براي روش اين نامزد آنتي 

به عنـوان واكـسن زيـر واحـد محـسوب            hsp60 استفاده از    يا
  .گردد مي

  
  گيري نتيجه

 و وســترن بلاتينــگ SDS-PAGE    نتــايج بدســت آمــده در 
ي باكتري شوك ديده با سرم افراد بيمار و كنتـرل،           ها  پروتئين
هـا در شـرايط شـوك و        hspدهنده افزايش سطح توليـد       نشان

د و بيـانگر    ـباش   مي hsp60وص  ــخصه  ايمونوژن بودن آنها ب   
. باشـد   مـي  hsp60واكنش سرولوژيك بـدن انـسان در مقابـل          

ژن در تست الايزا يـا        به عنوان آنتي   hsp60توان از     احتمالاً مي 
  .هاي زيرواحد استفاده كرد در طراحي واكسن

  
  تشكر و قدرداني

شناسي دانـشگاه علـوم پزشـكي             با تشكر از گروه ميكروب    
، معاونـت محتـرم پژوهـشي دانـشگاه         )دانشكده پزشكي (ايران

ــات ســلولي و مولكــولي    ــران، مركــز تحقيق ــوم پزشــكي اي عل
دانشگاه علوم پزشكي ايران، كاركنان محترم مركـز تحقيقـات          
بيولوژي پزشـكي دانـشگاه علـوم پزشـكي كرمانـشاه، گـروه             

شناســي دانــشگاه علــوم پزشــكي  شناســي و ايمنــي ميكــروب
ه تـشخيص طبـي     ، آزمايـشگا  )بخـصوص خـانم محمـدي     (بابل

دكتر فيروزجايي، بيمارستان ميلاد و مركز طبي كودكـان كـه           
  . اند اي داشته همكاري صميمانه
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Abstract 
    Background & Aim: Brucella is one of the most important zoonotic diseases and is caused by the members of Brucella 
genus especially B. melitensis. The bacteria begin to synthesize heat shock proteins(hsp) when facing elevated 
temperatures. In this investigation, clinical isolates of B. melitensis were subjected to heat shocks and the hsps produced 
were surveyed by SDS-PAGE electrophoresis. The immunogenicity of hsp-60 was then investigated in both sick and 
healthy sera by Western blot.   
    Material and Method: In this analytical descriptive study, five B. melitensis isolated from sick people were cultured. 
The bacterial isolates were subjected to 39, 40, and 42˚C heat shocks and after lysing the cells by lysozome, cell proteins 
were extracted by SDS(sodium dodecyl sulfate). The extracted proteins were exposed to electrophoresis in SDS-PAGE 
followed by staining with Coomasie Blue. Finally, antibodies against hsp-60 in control as well as sick sera were surveyed by 
Western blot. 
    Results: SDS-PAGE gels revealed protein bands mainly in the range of 10-100 KDa. The major protein groups were in 
the range of 45-75, 20-30, and 14-20 KDa. The amount of 60 KDa protein band(hsp-60) was significantly enhanced 
following heat shock in comparison to unheated cells. The sera from Brucellosis patients reacted with several of these cell-
derived protein bands in Western blots, none of which were reactive with the sera from healthy individuals. These reactive 
proteins were in the range of 10, 60, and 100 KDa. The 60 KDa band was the most significant one and showed strong 
reactions with all Brucellosis serum samples. Significant differences in protein bands were detected by the electrophoresis 
of the cells subjected to 39 and 40˚C heat shocks in comparison to unheated bacteria.   
    Conclusion: The SDS-PAGE results indicated that Brucella melitensis begins to synthesize heat shock proteins when 
facing elevated temperatures. The Western blot protein bands of the heat shocked bacteria incubated with sera from sick 
and healthy individuals showed striking differences. This observation points to the immunogenic properties of hsps, 
especially the overwhelming response to hsp-60. Therefore, hsp-60 can be a good antigen candidate for ELISA test 
development as well as for engineering subunit vaccine against Brucella.   
 
 
 
 
Key Words:     1) Brucella melitensis    2) Heat Shock       3) Protein 
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