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 مقاله پژوهشي

 

 ) IFN-γ(ارزيابي پروليفراسيون سلولي و بيان داخل سلولي اينترفرون گاما 
  در بيماران مبتلا به بروسلوز

 
  ***آمينا كريمي نيا ، دكتر **مينو محرزدكتر ،  *عليرضا رفيعي دكتر

 
 ٥/١١/٨٣:   ،  پذيرش ٢٦/٣/٨٣: دريافت 

 

 :چكيده
عـلاوه بـرآن،    . استانداردي براي ارزيابي ايمني سلولي در مقابل عفونتهاي داخل سـلولي مـي باشـد               روش   T          تكثير سلولهاي   

امروزه بررسي سيتوكاينهاي داخل سلولي ابزار مهمي براي بررسي پاسخهاي ايمني در مقابل محركهاي مختلـف از جملـه عوامـل                     
 و بررسي توليـد داخـل سـلولي         Tليفراسيون سلولهاي   اين مطالعه با سنجش پاسخهاي پرو     . عفوني داخل سلولي محسوب مي شود     

 حـاد و مـزمن       فـرم   در خون كامل افراد سـالم و بيمـاران مبـتلا بـه دو               به ارزيابي پاسخهاي ايمني سلولي     (IFN-γ)اينترفرون گاما   
 .  مي پردازدبروسلوز

 با ميانگين سني  () نفر۱۳(يا مزمن )  نفر۱۴(وز حاد ـــ مبتلا به بروسل بيمار۲۷ ه هاي خون كامل رقيق شدهــــ نمون         
در حضور ميتوژن، باكتريهاي كشته شده بروسلا ملي )  سال٣٣/٣۵± ۲١با ميانگين سني (داوطلب سالم  ۲۲   و) سال٣۸/±۰۳ ٢/١٨
ررسي ب (CFC)تومتری ي با روش فلوس+CD3در سلولهای   IFN–γد داخل سلولی يتول . كشت داده شد،يس يا محيط كشت تنهاستن

ون يلاسيسنت توسط روش DNAبا سنجش ميزان ورود تيميدين نشاندار در روند سنتزز يتها نيک لنفوسي پاسخهای بلاستوژن.گرديد
 .دشابی ي ارز(LTT)ع يما

 IFN-γ           در تمامي گروههاي تحت مطالعه، انكوباسيون لنفوسيتهاي خون محيطي در حضور ميتوژن موجب بيان داخل سلولي
در حالي كه تنها سلولهاي بيماران مبتلا به بروسلوز در پاسخ به آنتي ژنهـاي بروسـلا  ملـي                    .  گرديد Tوليفراسيون لنفوسيتهاي   و پر 

 و پاسخهاي بلاستوژنيك CD3+ T در سلولهاي IFN-γبا اين حال بيان اختصاصي .  توليد نمودندIFN-γ  تكثير و تزايد يافته و تنسيس
  به بروسلوز مزمن بطور معنـي داري نسـبت بـه بيمـاران مبـتلا بـه بروسـلوز حـاد كـاهش نشـان داد                           لنفوسيتي در بيماران مبتلا   

)۰۰۱/۰P<( . بين درصد سلولهاي  مستقيم وجود ارتباطCD3+توليد كننده  IFN–γ   با انديكس تحريك پـذيري(SI) بيمـاران بـا   در 
 . يماران است در اين بTh1سمت ه  پاسخهاي ايمني بگرايش بيانگر بروسلوز حاد 

ــا       ــي  ي ــل تحريــك آنتــي ژن ــابي پاســخهاي ايمنــي ســلولي در مقاب ــراي ارزي ــن مطالعــه ب ــه شــده در اي            شــيوه هــاي اراي
 IFN–γبر اساس يافته هاي اين مطالعه، بيماران مبتلا به بروسلوز حاد با توليد . پلي كلونال روشهاي مفيد و قابل اعتمادي مي باشند

 را نشان مي دهند در حاليكـه در بيمـاران مبـتلا بـه فـرم                 Th1سلولي در مقابل آنتي ژنهاي بروسلا، پاسخهاي تيپ         و تكثير و تزايد     
 .مزمن بيماري چنين وضعيتي ديده نمي شود

  
   سيتو كاينهاي داخل سلولي/ پروليفراسيون سلولي  / بروسلوزانساني/ اينترفرون گاما  : كليد واژه ها
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١١                                                           دكتر عليرضا رفيعي و همكارانپروليفراسيون سلولي و بيان داخل سلولي اينترفرون گاما               
 

 :مقدمه 
بروسلوز انساني يك عفونت سيستميك مي باشد كـه               

علايـم   ).۱(سـازد  بسياري از انـدامهاي بـدن را درگيـر مـي          
 هفته بعد از ورود     ۴-۶ "بيماري غيراختصاصي بوده و عموما    

اكثر نشانه هـاي   . باكتريهاي بروسلا به بدن ايجاد مي شوند      
 عريــق، بيمــاري، شــكايتهاي جســماني نظيــر تــب مــواج، ت

بي اشتهايي، خستگي، كـاهش وزن و افسـردگي ناشـي از            
وضـعيت مقاومـت ميزبـان در برابـر     ). ۲(سردرد مي باشـد   

مطالعـات قبلـي    . بروسلا عمدتا در موش مطالعه شده است      
كـه سـلولهاي      نشـان مـي دهـد      آزمايشـگاهي در موشهاي   

CD4+ T    ترشح كننده سيتوكاين، اجـزاء اصـلي ايمنـي در 
ــل بروســلا م ــيمقاب ــ حســوب م ــن حــال  ). ۳(وندش ــا اي ب

  نيز نقش بسـزايي در ايجـاد ايمنـي       CD8+Tلنفوسيتهاي  
بطوريكــه ايــن ســلولها داراي ) ۴(حفاظــت دهنــده دارنــد 

فعاليت سيتوتوكسـيك در مقابـل ماكروفاژهـاي آلـوده بـه            
 .    )۵(بروسلا هستند

ابی پاسخهای اختصاصی سلولهای    يروشهای متداول ارز       
T  ي بـا اسـتفاده از      د سـلول  ير و تزا  يری تکث ي گ  شامل اندازه

 DNA در سنتز    (TdR[3H])بررسي ورود تيميدين نشاندار     
  PBMCط کشـت سـلولهای      ينها در مح ـ  يتوکايان س ـ ي ـا ب ي

ن سـلولها در مقابـل      ي ـون طولانی ا  يمی باشد که با انکوباس    
ت ي ـن روشـها قابل   ي ـا). ۶(رد  يآنتی ژن خاص انجام می پـذ      

ر سـلولها   يان سا يای منفرد را در م    ابی پاسخهای سلوله  يارز
ن را در يتوکايک س ـي ـش از يان ب ينداشته و امکان بررسی ب    

 ن روشـها  ي ـن بـا ا ي ـعلاوه بـر ا . هر سلول فراهم نمی سازند   
ار يتهای سلولی بس ـ  ينمی توان پاسخهای سلولی را در جمع      

  Tنها در سـلولهای     يتوکايان س ـ ي ـب ).۷(اندک بررسی نمـود   
منـی  يسم دفـاع ا   ين مکان يژن، نخست بالغ در پاسخ به آنتی      

نطـور در  يعـی و هم يسلولی می باشد که در پاسـخهای طب  
نها ابزار با   يتوکايان س يچگونگی  ب  . ر می گذارد  يها تاث يماريب

ر عــادی ي ـا غيــعـی  يی عملکـرد طب يارزشـی بـرای شناســا  
ابی  يــارز). ۸(باشــد مــي ط مختلــف ي در شــراTســلولهای 

ی در بدسـت    يبه سـزا  ت  ينها در سطح سلولی اهم    يتوکايس
 Tح در مورد نوع و نسـبت سـلولهای          يآوردن اطلاعات صح  

بررسـی  ). ۶(پاسخگو در مقابل آنتی ژنهای اختصاصی دارد    
تومتری ينها با استفاده از فلوس    يتوکايد داخل سلولی س   يتول

د ي ـی همزمان دستجات مختلف سلولی و تول      يامکان شناسا 
ن روش يــ بــا ا).۸(ن را در آنهــا فــراهم مــی آورد يتوکايســ

 زاران ـــــنها در هيتوکايد سيع توليری سريامکان اندازه گ

 
ــزا و هم  ــلول مج ــا يس ــور شناس ــد ينط ــان چن ن يی همزم

نکـه  يبلحـاظ ا . سـر مـی گـردد   ين در هر سـلول م  يتوکايس
   و    Th1هـا دارای اسـاس      يماريمنی در اکثـر ب    يپاسخهای ا 

Th2   ی  يزايمـار يک برای پژوهش رونـد ب     ين تکن ي می باشد ا
از ). ۹(ز سـودمند مـی باشـد      ي ـماری ن يشرفت ب يب پ يو تعق 

 نها انـدک   يتوکايان خودبخـودی س ـ   ي ـ ب پايـه آنجا کـه حـد      
ن روش   ي ـمی باشد، بدنبال فعال سازی کوتـاه مـدت ، بـا ا            

ی يک شده قابل شناسـا    يار اندک سلولهای تحر   يفراوانی بس 
  .)۸(است 

 در مقابل Tمطالعه پاسخهاي لنفوسيتهاي ن يادر      
 ژنهاي اختصاصي بيماران مبتلا به بروسلوز حاد يا تيآن

. تنسيس بررسي گرديد بروسلا ملي ژنهاي آنتي برابر در مزمن
علاوه بر اين پاسخهاي سلولي و سيتوكايني بيماران مبتلا 

 (PHA)مقابل فيتوهماگلوتينين به بروسلوز و افراد سالم در
  ..نيز بعنوان كنترل مثبت مورد ارزيابي قرار گرفت

 :روش كار
 نفـر   ١٥ نفـر زن،     ١٢ (   بيمار ٢٧  بر روی  ين مطالعه ا      

 آنهـا   یكه ابتلا )  سال ٠٣/٣٨± ٢/١٨مرد با ميانگين سني     
انجام به بروسلوز از نظر آزمايشگاهي و باليني محرز گرديد، 

 نفر به ۱۳ نفر مبتلا به بروسلوز حاد و ۱۴ از اين تعداد   .شد
هـيچ يـك از بيمـاران مـورد         . بروسلوز مزمن مبـتلا بودنـد     

 مبني بر ابتلا به ساير بيماريهـاي عفـوني          یمطالعه شواهد 
همچنـين  .  قبل يا در طي مطالعه نداشتند      ،غير از بروسلوز  

هيچ كدام از بيماران مـورد نظـر قبـل از ورود بـه مطالعـه                
ــل      ــاب مثـ ــد التهـ ــاي ضـ ــا داروهـ ــان بـ ــت درمـ تحـ

 از داروهـاي    كورتيكواستروئيدها يا ساير آنتي بيوتيكها غير     
 ٢٢علاوه بـراين    . انتخابي در درمان تب مالت قرار نداشتند      

داوطلب سـالم كـه از نظـر سـني و جنسـي بـا             افراد  نفر از   
 نفــر مــرد، بــا ١٢ نفــر زن و ١٠( بيمــاران نزديــك بودنــد 

بعنـوان شـاهد در نظـر       )  سـال  ٣٣/٣٥± ٢١ميانگين سني   
 . ندگرفته شد

اسازي باكتريهاي بروسلا    جد ابتلا به بروسلوز بر اساس          
ازخون، رديابي آنتي باديهاي اختصاصي با استفاده از تست         

 و  (SAT)رزبنگال، تست اگلوتيناسيون لولـه اي اسـتاندارد         
ــل -۲تســت  ــم و نشــانه هــاي  و (ME-2) مركاپتواتان علائ
تشـخيص  . دين گرد ييع ت و يافته هاي اپيدميولوژيك   باليني  

و ) يك سـال  كمتر از    ( بروسلوز حاد براساس دوره بيماري    
ضعف و بيحالي ،آرترالژي    : عمومي نظير علائم و نشانه هاي     

 اي ــــو يافته هي ــــــو ميالژي، تعريق، تب و بي اشتهاي
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ــگاهي ــايج  (آزمايش  ــ) ME-2 و SATنت ــام ش  .)۱۰ (د انج
بـيش  (بروسلوز مزمن يا رجعت نيز بر اساس دوره بيماري           

آزمـايش  (ولوژي مثبـت    و سـر  )  از شروع علايم   لاز يك سا  
SAT   و علايم بيمـاري مشـخص گرديـد       )  و كومبس رايت .

فرد مبتلا دچار دوره هـايي از دپرسـيون و سـپس تعريـق              
شده علايم اغلب  موضعي بوده، درگيري كبد و طحال نادر           

در مجموع علايـم    . مي باشد ولي اسپونديليت شايعتر است     
ي مفـرط   ابتلا به بروسلوز مزمن بسيار شبيه سندرم خستگ       

ضد بروسـلايي   درمانهاي  و اغلب به    ) ۱،۱۰(ديده مي شود    
 ).۱۱(  پاسخ مناسب داده نميشودرايج

تمامي افراد مطالعه بعد از اطلاع يافتن از ماهيت و        
اهداف طرح، فرم رضايتنامه را كه بر اساس دستورالعملهاي 
كميته اخلاق پزشكي وزارت بهداشت و درمان و آموزش 

شده بود، امضاء م يتنظي بر اجازه اخذ خون، پزشكي مبن
 نمونه هاي خون با استفاده از لوله هاي خلا دار .كردند
ماده ضد انعقاد هپارين  دارای (venipuncture) لياستر
 ٤نمونه ها در كمتر از .  گرديداخذ (IU/ml 10) سديم

 .ساعت بعد از نمونه گيري مورد آزمايش قرار گرفتند 
 و باكتريهـاي    (PHA)فيتوهمـاگلوتينين   : كشت خون كامل    

كشته شده بروسلا ملي تنسيس به ترتيب به عنوان كنترل          
هر نمونه . بروسلا استفاده گرديد   اختصاصي ژن آنتي و مثبت

 RPMI 1640كامـل  سـلولی  خون با افزودن محيط كشـت  
  (FCS)ســرم غيــر فعــال شــده گوســاله نــوزاد % ٣حــاوي 

سـيگما،  ( لوتـامين  گ-L 2mM، )سيگما، سدگس، فرانسه(
Cedex ،فرانسه( ، IU/ml۱۰۰   پني سـيلين و µg/ml۱۰۰ 

پنج برابر رقيـق    ) سيگما، سدگس، فرانسه  (استرپتومايسين  
 سـپس نمونـه هـاي خـون كامـل رقيـق شـده در               . گرديد
 چاهگي ته صاف در حضور يـا        ٩٦هاي كشت سلولي     پليت

 باكتري كشته شده بروسلا ملي ١×CFU/ml١٠٧ در غياب 
در دماي % CO2٥ در اتمسفر حاوي  Rev-1يس سويه ستن

oC۳۷  كشت داده شدند. 
نفوسيتي ل پروليفراسيون سنجش :سلولي تزايد و تكثير سنجش

 Piekoszewدر خــون كامــل براســاس روش اصــلاح شــده 
 بـا  كامـل  خـون  هـاي  نمونه، خلاصه بطور. گرديد انجام )۱۲(

م سـر % ٣حـاوي  RPMI1640كامـل  كشت محيط از استفاده
 ،)ســـيگما، ســـدگس، فرانســـه( (FCS) گوســـاله نـــوزاد

L 2mM-سيگما، (لوتامين گCedex ،فرانسه( ،IU/ml١٠٠ 
ــيلين و   ــي س ــين  µg/ml١٠٠ پن ــيگما، (استرپتومايس س
 ریــــتيلی ليم۱۵در لوله های فالکون ) سدگس، فرانسه

 
 )ماراتون، لندن، انگلسـتان   (ل مخصوص کشت سلول     ياستر

نمونه هاي خون كامل رقيق شـده         .پنج برابر رقيق گرديد   
ــا عــدم حضــور  حضــور در  فيتوهمــاگلوتينين 2.5µg/mlي

(PHA))  يا باكتريهاي كشته شده    ) سيگما، سدگس، فرانسه
 در  ×1)Rev-1 ) CFU/ml١٠٧ يس سـويه سبروسلا ملي تن

 ٧٢ چـاهگي تـه گـرد بمـدت          ٩٦پليتهاي كشـت سـلولي      
 كشـت   C٣٧°در دمـاي    % CO2٥ساعت در اتمسفر حاوي     

 ساعت قبل از اتمام زمان انكوباسيون بـه هـر           ١٨. داده شد 
بـا فعاليـت ويـژه      ( تيميدين نشاندار    3H- از µCi٥/٠چاهك  

Ci/mMolموجود ) ، انگلستان رآمرشام، بوكينگ همشاي  ) (٥
سپس سلولها توسـط    .  محيط كشت اضافه گرديد    µl٢٠در  

دستگاه هاروستر و با استفاده از آب مقطر بداخل فيلترهاي  
و شيشــه اي شســته شــده و بعــد از خشــك شــدن پشــم 

 DNA در فيلترها، مقـدار تيميـدين  نشـاندار  وارد  شـده            
ــايع    ــيون م ــانتر سينتيلاس ــتگاه ك ــط دس ــانتر(توس ) بتاك

. شـمارش گرديـد   ) فارماسيا، گايترسبرگ، مريلند آمريكـا    (
 ارائـه شـده اسـت كـه      (SI)نتايج بصورت انديكس تحريك

 .بصورت زير محاسبه گرديد
 
 

SI بعنوان مثبت قلمداد شد٢ بيشتر از . 
  :شناسايي داخل سلولي سيتوكاين ها

نمونـه هـاي خـون       :ماده سازي سلولي و تحريك آنتي ژنـي       آ
كامل رقيق شده در حضور يا عدم حضور باكتريهاي كشته          

 چاهكي ٩٦در پليتهاي   Rev-1 سويهB. melitensis شده 
كشـت  % CO2٥  حاوي اتمسفر  وoC۳۷ ته صاف در دماي

  نـي لي ساعت بعد سلولها به لوله هاي پلي ات١٨. داده شد

ml۱۵  ــد ــل گردي ــالكون منتق ــل  . ف ــزودن فرب ــا اف  -١٢ب
ــتات  ــتات -١٣ميريس ــين  (PMA) اس در (I) و اينومايس

 هين بـر اسـاس دسـتور العمـل شـركت سـازند          زحضور منن 
 .  ساعت دوباره تحريك گرديد٥بمدت 

ــول µL/ml۱۰۰   بعــد از تمــام انكوباســيون،        از محل
 mM۲۰  ، EDTA      در هر لوله اضـافه گرديـد و نمونـه هـا

 دقيقه در دماي محيط     ١٥ ثانيه ورتكس شده و      ١٠حداقل  
سپس سلولهاي قرمز خـون     . انكوبه و دوباره ورتكس گرديد    

 PH,7.2, 0/1mM) سـرد ACK   حجم محلول ٩با افزودن 

Na2 EDTA, 1mM KHCO3 , 150 mM NH4CI)  ٢٠و 
 دقيقه در   ١٠،  هقيقه انكوباسيون در دماي اتاق ليز گرديد      د
gدــوژ شده و مايع رويي دور ريخته شـــــ سانتريف٥٠٠.  

 حريك شدهچاهك ت) CPM( در دقيقه شمارش
 انديكس تحريك= چاهك تحريك نشده) CPM(شمارش در دقيقه 
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سلولهاي باقيمانده بعـد از دو مرحلـه شستشـو بـا محلـول            
 0.1% و%FCS 1حـاوي  PBSمحلـول (FACSشستشـوي  

NaN3(،  سلول در هر ميلي ليتر تنظيم       ١× ١٠٦  در غلظت 
 . شد 

نمونه هـا در لولـه هـاي پلـي          : زي ايمونوفلورسانس   رنگ آمي 
 بـه ميـزان   ) ٢٠٥٢فالكون شـماره     (١٢× mm٧٥رني  ياست

µL  ۲۰۰ ـ هـر  منتقل شده و بـه   مربوطه در لوله    µLهلول
انسـاني كونژوگـه بـا       CD3آنتي بادي مونوكلونال ضـد       ۱۰

CYQ   ــدت ــد و بم ــافه گردي ــاريكي و ١٥اض ــه در ت  دقيق
از دوبـار شستشـو بـا محلـول         پـس   .  انكوبه شـد   C٤°دماي

ئيـد  د، سلولها با افزودن محلـول پارافرمال   FACS شستشوي
بعـد از   . تثبيـت شـدند   ) IQPمحلول تثبيـت ،    (PBSدر% ١

ر شستشو با محلول شستشو، با افـزودن محلـول نفـوذ            ادوب
. د ي ـپذير كننده حاوي ساپونين جدار سلولها نفوذ پذيرگرد     

-FITCوگـه مونوكلونـال   با افزودن آنتي باديهاي كونژ آنگاه  

IFN-γ دقيقه انكوباسيون در تـاريكي در دمـاي          ٢٠ و °C۴ ،
 پس مسرانجا. هاي داخل سلولي رنگ آميزي شدنيسيتوكا

 PBS از محلـول   µL۵۰۰  ا در ـــــــ ـسلوله از شستشـو، 
سوسپانســـيون گرديـــده و بـــا دســـتگاه فلوســـيتومتري 

FACScan و نــرم افــزار lysis II ) نســون،ي ديك-بكتــون 
 . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت) ايفورنسانخوزه، كالي

 روش بـالا ولـي      لوله هاي كنترل ايزوتيپي نيز همانند           
  IFN-γبا مونوكلونال آنتـي بـادي سـازگار ايزوتيپـي بـراي          

و  FL1 بـراي تنظـيم حـد         هـا  اين لوله . تشگرنگ آميزي   
FL2  مبنـای از  مبنا  سلولهاي آن در نخستين      .استفاده شد 
 همچنـين سـلولهاي      .م گشـت  يتنظ ـهار لگـاريتمي    چحد  

ين كه بـراي شناسـايي وجـود        زتحريك شده در غياب منن    
دامنه % ٩٥ها رنگ آميزي شده بودند براي تعيين نيسيتوكا

 .کار رفتنده باطمينان رنگ آميزي زمينه، 
پـس از    :طرح بندي فلوسيتومتري و تجزيه و تحليـل داده هـا          

ــا اســتفاده از شناســايي موقعيــت لنفوســيت  ــاپرتوها ب ي ه
 سلولهاي  ،(FSc)و پرتوهاي مستقيم     (SSc)پراكنش جانبي 

CD3+پرتــوي پــراكنش جــانبي س بــر اســا (SSc)   و بــروز
بــين محــدوده در ايــن . ندحــد بنــدي شــد CD3مولكــول 
.  رويداد براي هر نمونه جمع آوري گرديد       ١٠٠٠٠-١٥٠٠٠

زيه و تحليل شده تج lysis IIداده ها با استفاده از نرم افزار 
و بصورت درصد سلولهاي بيان كننـده سـيتوكاين در بـين         

 (dot plat) نقطه اي طرح ستوگراميه با +CD3كل سلولهاي
 . نمايش داده شد

 
ش داده ينمـا  اريانحراف مع ± داده ها بصورت ميانگين      

براي مقايسه بين گروهها از آزمون يـك طرفـه          . شده است 
One-way ANOVA  بررسـي ارتبـاط بـين    . ه شـد استفاد

نجـام  از ضـريب همبسـتگي پيرسـون ا   با استفاده   پارامترها  
دامنـه اطمينـان در تمـام       %  ٩٥اختلافات بيشتر از    . گرفت

در نظـر   از نظر آماري معني دار >۰۵/۰Pبا مقدارآزمايشات  
 SPSSنرم افزار  ١٠نسخه  براي آناليز داده ها از   .گرفته شد 

 .استفاده گرديد
 :نتايج 

لنفوسـيتهاي بيمـاران    ک اختصاصـی    يپاسخهاي بلاستوژن       
 ديده مي شود    A۱نمودارهمانطور كه در      : بروسلوز    به مبتلا

، بعنـوان   PHAافراد سالم و بيمار در تحريك پلي كلونال با          
كنترل مثبت، تقريبا به يك نسبت تكثير و تزايد مي يابند           

)۰۵/۰P> (     بروسلوز در   ولي تنها سلولهاي بيماران مبتلا به 
برابر آنتي ژنهاي بروسلا پروليفراسيون نشان مـي دهنـد و           
لنفوسيتهاي افراد سالم در پاسخ بـه آنتـي ژنهـاي بروسـلا             

  .)٦٩/١ ± ٤٦/٠ (دادندتكثير و تزايد نشان ن
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تهای خون يلنفوس  SI)(تكثير و تزايد   پاسخهاي :١ Aنمودار
ر يک غي تحر در گروههای تحت مطالعه بر حسبطیيمح

 PHAاختصاصی با 
 

لنفوسيتهاي بيماران  (SI)علاوه بر اين انديكس تحريك 
 اختصاصيمبتلا به بروسلوز مزمن در برابر آنتي ژنهاي 

بطور معني داري كمتر از بيماران با بروسلوز حاد روسلا ب
در بطوريكه انديكس تحريك  ) B۱ نمودار(مي باشد 

 مي باشد كه ٠٦/١٢ ± ٣بيماران مبتلا به بروسلوز حاد 
بطور معني دار بيش از پاسخ بيماران با بروسلوز مزمن 

 اختلاف در پاسخهاي پروليفراتيو .)٩٥/٣  ±٠/٢(است 
بعلت تفاوت در پاسخهاي زمينه اي نمي باشد بطوريكه 

در بين سه گروه اختلاف ) كنترل( كشتهاي تحريك نشده 
 .)تاس داده ها نشان داده نشده(معني داري نداشت 
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تهای خـون   يلنفوس  SI)(تكثير و تزايد      پاسخهاي    :١ B نمودار
ک اختصاصی  ي در گروههای تحت مطالعه بر حسب تحر       طیيمح

  Rev-1هيس سويهای کشته شده بروسلا ملی تنسيبا باکتر
 .) می باشدP>۰٥/۰ نشان دهنده اختلاف معنی دار با *(
 

ــان  ــابي بي ــراي شناســايي   :+CD3  در ســلولهايIFN-γارزي ب
هاي داخل سلولي، ابتدا سلولها در حضور يا عـدم          نيسيتوكا

 سـاعت   ١٨حضور آنتي ژنهاي اختصاصـي بروسـلا بمـدت          
ســپس بــه منظــور افــزايش ســيگنالهاي . تحريــك شــدند

محركهـاي  سيتوكايني سلولهاي تحريك شـده بـا افـزودن          
PMA  و آينومايسين  (PMA/I)  تحريـك گرديدنـد    هدوبـار  . 

هرگروه هنگاميكه سلولها ابتدا با آنتي ژنهاي اختصاصي        در  
گشـت   تحريـك مـي    PMA/Iبرانگيخته شده و دوبـاره بـا        

بارز كننـده سـيتوكاين نسـبت بـه          +CD3 درصد سلولهاي 
، افـزايش   داشـته انـد   دريافـت    PMA/Iسلولهايي كه تنهـا     

 +CD3 در اين ارتباط درصد سلولهاي     . نشان داد چشمگير  
اين در گـروه شـاهد حتـي اگـر پـس از           بيان كننده سيتوك  

نيــز  PMA/Iتحريــك اختصاصــي بــا آنتــي ژن، دوبــاره بــا 
تحريك مي گشتند باز هم نسبت بـه سـلولهايي كـه تنهـا              

PMA/I     نتـايج سـلولهايي    . دريافت داشته بودند، كمتر بود
كه تنها با آنتي ژن تحريك شده بودند بدليل ناچيز بـودن            

همانطور كه در    .ده است  نشان داده نش   یسيگنال سيتوكاين 
  ديده مي شود تحريك آنتي ژنـي باعـث افـزايش           ٢ نمودار

(Up-regulation)    در صد سـلولهاي CD3+     توليـد كننـده 
IFN-γ        در حاليكه   ديگرد در بيماران مبتلا به بروسلوز حاد 
  افــراد مبــتلا بــه بروســلوز مــزمن در ســلولها  ايــن درصــد

 سـلوز حـاد اسـت     كمتـر از بيمـاران بـا برو        بطور معني دار  
گروه كنتـرل   ). >۰۵/۰P،  ٦/١٧ ± ٢/٤ در مقابل    ٥/٧±٤/١(

  نشـان  مبـتلا بـه بروسـلوز حـاد    تفاوت معني داري با گروه  
 .داد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CD3+ T را در سلولهاي IFN-γداخل سلولي ميزان بيان :  ٢ نمودار
شـان مـي    بيماران مبتلا به بروسلوز حاد يا مزمن و يا افراد سالم ن           

نمونه هاي خون كامل رقيق شده پـس از تحريـك يـا عـدم               . دهد
 بروسلا ملي تنسـيس     باكتريهاي كشته  با)  ساعت ١٨(تحريك اوليه 

مننـزين    در حضـور PMA/I سـاعت توسـط    ٥، بمدت   Rev1سويه  
 و  CD3مولكـول   رنگ آميزي سطحي بـراي      . دوباره تحريك شدند  

IFN-γ ميـانگين درصـد   داده ها.  داخل سلولي انجام شده است  ،
.   را نشان مي دهندSEM ±  [+CD3+ IFN-γ] سلولهاي دوگانه مثبت

  و  بين تحريك آنتي ژنـي      به ترتيب  ستاره ها اختلافات معني دار را     
 در گروه حاد در  مقايسه بـا گـروه مـزمن و افـراد                غير اختصاصي 

 . دهند مينشانشاهد را 
  و  P>۰٥/۰نشـان دهنـده اخـتلاف معنـی دار بـا             به ترتيب    ** و    *(

٠٠١/٠  P<می باشد(. 
 

 در مقايسـه بـا پروليفراسـيون        IFN-γآناليز بيان داخل سلولي     
  :ي بروسلوز اشكال باليني بيمارلنفوسيتي در بيماران مبتلا به 

به منظور تعيين عوامل مربوط به كاهش تكثير و       
 در پاسخ به آنتي  Th1تزايد سلولي و توليد سيتوكاين هاي

مزمن اشکال حاد و ژنهاي بروسلا در بيماران مبتلا به 
 بين دو گروه بيمار یبروسلوز، برخي از پارامترهاي اساس

اختلاف معني داري بين ميانگين سني و . مقايسه گرديد
هر دو گروه داراي . توزيع جنسي هر دو گروه مشاهده نشد
م از بيماران عوامل رژيم درماني يكساني بوده و هيچ كدا

سيستم ايمني يا دارويي كه باعث تغيير در مضعف 
 همانطور كه  .شمارش لكوسيتي شود را مصرف نمي كردند

 در  IFN-γميزان توليد  نشان داده شده است ۳ نموداردر 
مبتلا با پاسخهاي بلاستوژنيك در بيماران  +CD3 سلولهاي

ماران ي در بكه بطوري.رتباط مستقيم دارداحاد به بروسلوز 
داشت  افزايش >P)۰۵/٠(بطور معني دارير يهر دو متغ حاد

)٨٥/٠=r(. در بيماران با معني داريارتباطکه ــــحال آن  
 ).<۰۵/۰P(يده نشد بروسلوز مزمن د
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د اختصاصـی   يتول +CD3درصد سلولهاي   همبستگی  :  ۳نمودار
IFN-γ   طـی  ي مح تهای خـون  يد لنفوس ير و تزا  ي تکث پاسخهاي و

 شـود می  ديده  نطور که    هما  .س حاد يماران مبتلا به بروسلوز   يب
تعداد سـلولهاي   و   تهايلنفوس) SI(بلاستوژنيك  ن پاسخهای   يب

CD3+ كننده  د  يتولIFN-γ  ماران مبـتلا بـه بروسـلوز حـاد         ي ب
 .ده می شودي دr=۸۵/۰ و P>۰۵/۰همبستگی واضح و مثبت  

 
 :بحث
كلات مهـم بهداشـتي در      بيماري بروسلوز يكي از مش ـ          

كشــورهاي در حــال توســعه مــي باشــد كــه كشــاورزي و  
دامپروري سنتي بـه عنـوان يكـي از منـابع اصـلي درآمـد               

بروسـلا  باكتريهـاي    ).۱۳(خانواده ها محسـوب مـي شـود         
  را مـورد حملـه قـرار        سـلولهاي رتيكولوآنـدوتليال    معمولا  

لحـاق  مي دهند و تقريبا تمامي گونه هاي بروسلا با مهـار ا           
فاگوزوم و ليزوزوم قابليت بقا در ماكروفاژهاي موش، گاو و          

 بستگي به    در بروسلوز  پيدايش ايمني ). ۱۴(انسان را دارند    
ــلولهاي  ميزبـــان و توليـــد دفـــاعي پاســـخ مناســـب سـ

 . دارد  IFN-γ  نظيرييهاينسيتوكا
 بعنوان مكانيسمهاي اجرايي لازم     Tc1 و Th1سلولهاي        

مت در مقابل پاتوژنهـاي داخـل سـلولي         براي برقراري مقاو  
 بـا سـاپرس   Th2محسوب مي شوند در حاليكـه سـلولهاي     

وخيم تر   موجب شده، فعال ماكروفاژهاي دفاعي مكانيسمهاي
امـروزه ارزيـابي    ).  ۱۵(شدن وضعيت بيماري مـي گردنـد        

بيان سيتوكاين ها ابزار با ارزشـي بـراي شـناخت وضـعيت           
ايش زيـاد بـه تعيـين       گـر . )۱۶ (ايمني سلولي گشته است   

نقش اين مولكولهـاي مهـم در شـرايط مختلـف بـاليني و              
 براي بررسـي    ديجدتحقيقاتي، باعث انگيزه ايجاد روشهاي      

  .)۱۷ (توليد سيتوكاينها در نمونه هاي بـاليني شـده اسـت          
اي سـلولي در برابـر آنتـي    هروشهاي متداول بررسي پاسـخ   

فوسـيتها  ژنهاي اختصاصي نظير بررسـي تكثيـر و تزايـد لن          
(LTT)  كــــ در برابر تحري سيتوكاين هاارزيابي توليديا 

 
بررسـي ميـزان توليـد سـيتوكاينهاي        . اختصاصي مي باشد  

حضـور  مترشحه در سوپ كشـت سـلولي اغلـب بـه علـت              
ممكـن  غلظتهاي مختلف پذيرنده هاي سلولي يـا محلـول          

عـلاوه بـر    . )۱۸ (است در نتايج نهايي اختلال ايجاد نمايـد       
 اين روشها نمي توان بروز بيش از يك سـيتوكاين را            باآن،  

در هر سلول يا پاسخ سلولي  را  در  جمعيتهاي  بسيار كم                
  .)۱۷ (ارزيابي نمود

 شناسـايي   در اين مطالعه از روش فلوسيتومتري براي         
 در افراد سالم و بيمـاران مبـتلا         IFN-γداخل سلولي    توليد

فاده شد تـا بتـوان نـوع و         به فرم حاد و مزمن بروسلوز است      
ــر مشــخص   نســبت ســلولهاي پاســخگو را بطــور دقيــق ت

كـه بيشـترين تشـابه       همچنين از خون كامـل،    . )۸(ساخت
 نيآغـاز  فيزيولوژيك با شرايط بدن را دارد، بعنـوان نمونـه  

همخـواني   (in vitro)شد تا  نتـايج آزمايشـگاهي    استفاده 
 ـ.داشته باشد (in vivo)بيشتري با وضعيت بدن  لحـاظ  ه  ب

ممكـن اسـت بـروز       PMAاينكه فعـال سـازي سـلولها بـا          
بــا را  CD56و  CD4ســطحي برخــي از مولكولهــاي نظيــر 

 در ايـن مطالعـه درصـد        )۱۸( تغيير كاهشي مواجـه سـازد     
 . ارائه شده است IFN-γبارز كننده  +CD3سلولهاي 

نشـان مـي دهـد كـه         IFN-γاختصاصـي   نتايج توليد         
 در بـين  CD3+ Tيني در لنفوسيتهاي الگوي توليد سيتوكا

مراحل حاد و مزمن بيماري در بيماران مبتلا بـه بروسـلوز            
  بيماران مبتلا به CD3+ Tلنفوسيتهاي . متفاوت مي باشد

بروسلوز حاد نسبت به آنتي ژنهاي اختصاصي بروسلا پاسخ         
 توليـد نمودنـد در صـورتيكه        IFN-γداده و مقادير فراوانـي    

تلا به فرم مزمن بيماري در برابر آنتـي       سلولهاي بيماران مب  
گرچـه  . ژنهاي اختصاصـي بروسـلا پاسـخ چنـداني ندادنـد          

مطالعات مربوط به بررسـي پاسـخهاي ايمنـي در بيمـاران            
ولـي گـرايش    ) ۱۳(مبتلا به بروسلوز بسيار ناچيز مي باشد      

پاسخهاي ايمني سلولي در اين بيماري با وضـعيت ايمنـي           
انگلـي نظيـر فيلاريـازيس و       سلولي در بيماريهـاي عفـوني       

شـباهت  ) ۱۹(باكتريهاي داخل سلولي مثل سـل و جـزام          
 Th1در اين بيماريها الگوي سـيتوكايني نـوع         . داردزيادي  

طيف گسترده اي از پاسـخهاي ايمنـي و علايـم بـاليني را              
 .)۱۳(كنترل مي نمايند 

ــد        و پاســخهاي بلاســتوژنيك در  IFN-γكــاهش تولي
و همكاران   Giambartolomi ي با نتايجزمن بيمارمرحله م
بطوريكه نتايج آن تحقيق نيـز    . )۲۰ ( مي باشد  ستانيز همرا 

  بدنبال بقاء و استقرار Th1 بيانگر تنظيم كاهشي پاسخهاي

r= 0.85
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). ۲۰(داخل سلولي باكتري در طي فاز مزمن بيماري است          
ــين  ــه    Bertottoهمچنـ ــد كـ ــان دادنـ ــاران نشـ  و همكـ
ان مبتلا به بروسلوز حـاد در پاسـخ    بيمارγδ T لنفوسيتهاي

به آنتي ژنهاي بروسلا بشـدت تزايـد مـي يابنـد و مقـادير               
توليــد مــي نماينــد ولــي ايــن   TNF-α وIFN-γ فراوانــي

پاسخها در طي مرحله مزمن بيماري شـديدا كـاهش مـي            
 اين يافته ها با نتايج ساير محققين همخـواني          . )۲۱ (يابند

 نقش بـه سـزايي در       Th1اي  دارند كه نشان داده اند سلوله     
برقراري مقاومـت در عفونـت اوليـه بـا بروسـلا، ليسـتريا و          

 IFN-γايـن سـلولها بـا توليـد         ). ۲۲(مايكوباكتريوم دارنـد    
موجب حذف باكتريهاي بروسلا از بدن شده و بـراي بقـاي            
ميزبان در مقابل چالش با بروسلا هـاي بيمـاريزا لازم مـي             

تقيما باعـث توليـد      ممكـن اسـت مس ـ     IFN-γ). ۲۳(باشند  
ــيژني   ــگر اكس ــدياتورهاي واكنش ــي  (ROIs)م ــا نيتروژن  ي

(RNIs)            توسط ماكروفاژهاي فعال شده و يـا موجـب بـروز 
 ).۱۳(مرگ سلولي يا آپوپتوز در سلولهاي آلوده گردد 

 مطالعـه مـا تفـاوتي در         تحـت  بين تمـامي گروههـاي          
پاســخهاي بلاســتوژنيك در مقابــل تحريــك پلــي كلونــال 

(PHA)  اين يافته با گزارشي كه نشـان ميدهـد         . ديده نشد
 IFN-γو توليد غير اختصاصي      Tپاسخ ميتوژنيك سلولهاي    

در طي مرحله حاد بيماري كاهش و بعـد از درمـان آنتـي              
قـرار  ). ۲۴(بيوتيكي طبيعـي مـي شـود، همخـواني نـدارد          

 داشـــتن بيمـــاران مطالعـــه مـــا تحـــت رژيـــم درمـــاني 
بنـابراين،  . علت اين اختلاف باشـد    آنتي بيوتيكي، مي تواند     

عدم پاسخگويي بيماران مزمن بعلـت اخـتلال عمـومي در           
پاسخهاي ايمنـي نبـوده بلكـه ناشـي از اخـتلال در پاسـخ             

دار  كاهش معني  مچنينه. باشد مي بروسلا صاصيتاخ ايمني
پاسخگويي لنفوسيتهاي بيماران مبتلا به بروسلوز مزمن در        

روسلا و عدم مشاهده تفـاوت      برابر آنتي ژنهاي اختصاصي ب    
تحـت  معني دار پاسخ اين گروه نسبت به ساير گروههـاي            

مطالعه در برابر تحريك غير اختصاصي، نشان مي دهد كـه         
عدم پاسخگويي بيماران مبـتلا بـه شـكل مـزمن بيمـاري             
ناشي از اختلال در كل پاسخهاي ايمني نبوده بلكه اختلال          

ــا ناشــي از  ــکال در آنه ــي ااش ــخ ايمن ــيپاس ــهختصاص    ب
 داده اين يافته با مطالعات ديگر كه نشان . بروسلا مي باشد
  و پاســخهاي بلاســتوژنيك در طــي IFN-γانــد كــه توليــد 

ــتا       ــد، همراس ــي ياب ــاهش م ــاري ك ــزمن بيم ــه م  مرحل
 ). ۲۰،۲۵(مي باشد 

 ايـسلوله در IFN-γوجود ارتباط مستقيم بين توليد       

 
CD8+ T  افـراد   اختصاصـي در    با پاسـخهاي بلاسـتوژنيك

مبتلا به بروسلوز حاد نشـان مـي دهـد كـه در ايـن افـراد                 
 جمعيت اصلي لنفوسـيتهاي     IFN-γسلولهاي توليد كننده    

از آنجـا كـه هـم       . تكثير و تزايد يافته را تشكيل مي دهنـد        
 داراي CD8+ T و هـــم ســـلولهاي CD8+ Tســـلولهاي 

ــابراين هــر دو دســته از  CD3مولكولهــاي   مــي باشــند بن
.  در ايمني مقابل بروسلوز انساني نقش دارند       Tنفوسيتهايل

نتايج حاصل از بروسلوز موشي نيز بيـانگر نقـش سـلولهاي            
CD8 T      ۲۶-۲۸( در ايجـاد ايمنـي اوليـه و ثانويـه اسـت .(

استقرار باكتريهاي بروسلا در ماكروفاژها مستقر در برخـي          
 اندامها، هرچند باعـث كـاهش شـانس مواجهـه سـلولهاي           

 CD4 T  با آنتي ژنهاي بروسلا در بيماران مبتلا به بروسلوز
ولي شـرايط لازم بـراي فعاليـت و         )  ۲۹،۳۰(حاد مي شود    

 سيتوتوكسيك را در موش CD8+ Tتكثير و تزايد سلولهاي
  ).۳۱(و انسان فراهم مي سازد 
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