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 دهیچک

 شود. شناساییمشکلات سلامت محسوب می ءدر کشورهای درحال توسعه جز وهای شایع مشترک بین انسان و دام بروسلوز است : یکی از بیماریزمینه و هدف

 کیلودالتونی 31اهمیت دارند. پروتئین سطحی  واکسنهای آلوده، در طراحی های ایمنی در میزبانژنی سلول بروسلا از نظر میزان و نوع پاسخترکیبات آنتی

(BCSP31)ل نسبت به این پروتئین شک ،بروسلا ابورتوسهای ایمنی که حین عفونت میزبان موشی با پاسخ در این مطالعه بنابراین ها حضور دارد، در همه سویه

 .  ، مطالعه شدنددنگیرمی
 

روز نگهداری شدند؛ گروه  11عفونی و به مدت  444 بروسلا ابورتوسبا تلقیح  BALB/cنوترکیب تولید و تخلیص شد. یک گروه موش  BCSP31: هامواد و روش

 استفاده ELISAروش به شده  های عفونیاختصاصی در سرم موش بادیهای آنتیشد. از پروتئین خالص جهت ردیابی پاسخ نظر گرفته کنترل غیرعفونی نیز در

 .ندها با پروتئین نوترکیب ارزیابی شدطحالی موش هایسلول کشت نسبت به تحریک IFN-γو  IL-4 ،IL-12های سایتوکاینی شد. پاسخ
 

مشاهده  هایی که با سویه بیماریزا عفونی شده بودنددر سرم موش BCSP31نسبت به  IgG2aو  IgG1و مقدار  IgGهای اختصاصی : تیتر قابل توجه آنتی بادینتایج

قابل توجه  IL-4و همچنین پاسخ ذکر شده نسبت به پروتئین  IL-12و  IFN-γمگیر دهنده پاسخ چشهای طحالی نیز نشان. ارزیابی پاسخ سایتوکاینی سلولشد

 (.  p<0.05اند )دار بودههمه ارزیابی ها نسبت به گروه کنترل غیر عفونی معنی .باشدمی
 

 همورال و سایتوکاینی قابل توجهی نسبت بههای اختصاصی ، پاسخبروسلا ابورتوسدهد حین عفونت میزبان موشی با : مجموع این نتایج نشان میگیرینتیجه

 های ایمونیزاسیون استفاده نمود.توان در طراحی روشها، از این پروتئین میشود. براساس این یافتهکیلودالتنی ایجاد می 31پروتئین سطحی 
 

 .بادی، سایتوکاین، آنتیBCSP31، بروسلا ابورتوس :کلمات کلیدی

 

 

 مقدمه
های باکتری بیماریزای داخل سلولی اختیاری است. گونه بروسلا

دار ایجاد این ارگانیسم بیماری بروسلوز را در میزبانان مهره

های مشترک بین انسان و دام که جزو شایعترین بیماریکنند می

ها از دو طریق . پیشگیری از این بیماری در میان دام(1)هستند 

تخفیف حدت  های واکسنگیرد؛ استفاده از سویهتوأم صورت می

یافته که ایمنی حفاظتی بسیار قابل توجهی در میزبان حیوانی 

های آلوده. پاسخ ایمنی ایجاد نماید و نیز از بین بردن دامایجاد می

های تشخیص سرولوژی های واکسن با روششده توسط سویه

سازی های تشکیل شده حین ایمنتداخل دارند و آنتی بادی

سازند های عفونی را دشوار میهای واکسینه از دامتشخیص دام

های واکسن تخفیف حدت یافته برای انسان به شدت . سویه(2)

 باشند و شیوعدار میبوده و قادر به ایجاد بیماری علامتبیماریزا 

های انسانی در اثر آلودگی با این سویه ها نیز رخ داده است بیماری

ای جهت پیشگیری از بروسلوز .  هیچ واکسن تأیید شده(3-4)

   :شناسی، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه گروه باکتری، اشرف محبتی مبارز نویسنده مسئول

 Email: mmmobarez@modares.ac.ir    ،121-82883812تلفن:  مدرس، تهران، ایران.  تربیت
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سازی مؤثر که فاقد های ایمنانسانی وجود ندارد. طراحی روش

های تخفیف حدت یافته باشند، به بررسی مشکلات فعلی واکسن

رد ژن موهای میزبان به آنتیاجزاء سلول باکتری و ارزیابی پاسخ

یا  که میزبان حیوانی . هنگامی(1)نظر حین عفونت نیازمند است 

های شوند، پاسخهای بیماریزای بروسلا عفونی میانسانی با سویه

 اکتری در بدن میزبان شکلاختصاصی علیه اجزای مختلف سلول ب

های زیرواحدی گیرد. یکی از ارکان مهم طراحی واکسنمی

های مختلفی است که در طول عفونت با باکتری ژنشناسایی آنتی

ند شوهای ایمنی کارآمد در میزبان میبیماریزا، موجب القای پاسخ

سازی های ایمنتوان برای طراحی روشو از این ترکیبات می

های حیوانی عفونی، یکی از ابزار قابل اتکا جهت مود. مدلاستفاده ن

توانند با ارزیابی هایی هستند و محققین میچنین بررسی

رد های موژنهای همورال و سلولی اختصاصی نسبت به آنتیپاسخ

نظر که حین عفونت با باکتری بیماریزا در بدن میزبان شکل 

گیرد، نسبت به طراحی آزمایشات بعدی اقدام نمایند. پروتئین می

های ژن( یکی از آنتیBCSP31) بروسلاکیلودالتنی  31سطحی 

ها مشترک غشای خارجی باکتری است و در میان همه سویه

باشد که در تشخیص مولکولی و سرولوژی بروسلوز نیز مورد می

ژن سطحی . به عنوان یک آنتی(11-7)استفاده قرار گرفته است 

 ئین، این پروتبروسلاهای و یک پروتئین مشترک میان تمام گونه

تواند یک هدف مناسب جهت طراحی واکسن زیرواحدی باشد. می

های سیستم ایمنی میزبان هدف از مطالعه حاضر بررسی پاسخ

یت که در نهاژن پروتئینی است و اینموشی نسبت به این آنتی

ژن مذکور قابلیت استفاده در تحقیقات آتی مشخص گردد آیا آنتی

 طراحی واکسن را دارد یا خیر.
 

 هاروش مواد و
ژن پروتئین سطحی : rBCSP31تولید پروتئین نوترکیب 

( توسط embl M20404یابی )شماره دست بروسلاکیلودالتنی  31

است کلون شده (+)pET28aهمین تیم در پلاسمید بیانی 

 .E)اطلاعات در حال انتشار(. پلاسمید نوترکیب وارد سویه بیانی 

coli BL21  شد و پس از رشد در محیط مایعLB تولید پروتئین ،

های باکتری پس از القا شد. سلول IPTGمولار میلی 1با افزودن 

ساعت اینکوباسیون متعاقب القاء، با سانتریفیوژ جمع آوری و دو  4

1 The Council of European Convention ETS 123 on the Protection of 

Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes 

درصد شستشو داده شدند. توده سلولی  3/1بار با سرم نمکی 

 ,B (100mM NaH2PO4مولار  8حاصله در بافر حاوی اوره 

10mM Tris-HCl, and 8M urea; pH 8.5) از  پس و حل

جداسازی اجسام باقیمانده نامحلول سلول با رزین نیکل مجاور 

خوردن شد. مخلوط حاصل پس از یکساعت مجاورت همراه با هم

 اب استایرنی منتقل شد. رزینستون پلی مداوم در دمای اتاق به

 ;C (100mM NaH2PO4, 10mM Tris-HCl, and 8M ureaبافر 

pH 8.5) حاوی بافرهای از استفاده با اوره حذف. شد داده شستشو 

 و انجام( اوره مولار 1 و 1 ،2 ،4 ،1 ،8) اوره غلظت کاهشی شیب

 241 ایمیدازول محلول از استفاده با ها پروتئین نهایت در

 حذف برای. شدند آوری جمع و جدا ستون از مولارمیلی

( pH 7.4) نمکی فسفات بافر برابر در پروتئینی محلول ایمیدازول،

ه ب خلوص و مقدار پروتئین نوترکیب. شد دیالیز شب یک مدت به

 .شد تعیین اسپکتروفوتومتری و SDS-PAGEترتیب با روش 

 سر موش 14دو گروه شامل ایجاد مدل موشی عفونت: 

و گذشت انتخاب هفته از عمر آنها می 8الی  7که  BALB/cماده 

ها، با رعایت تمهیدات جداگانه نگهداری شدند. یک گروه از موش

 CFU/ml 411زیستی در قرنطینه، با سوسپانسیون حاوی ایمنی

به صورت داخل صفاقی  444 ابورتوس بروسلااز سویه بیماریزای 

روز نگهداری شده و رویداد  11ها برای مدت آلوده شدند. موش

بررسی قرار گرفت. گروه موش غیر علائم بیماری و بقای آنها مورد 

عفونی نیز به عنوان کنترل درنظر گرفته شد. انجام تمامی مراحل 

آزمایش روی مدل موشی تحت نظارت کمیته اخلاق پزشکی 

دانشگاه تربیت مدرس و با رعایت اصول استاندارد حقوق حیوانات 

 .(11)انجام گرفت  1کمیسیون اروپا

های های سالم و موشاز موشهای سرم: آوری نمونهجمع

ماه از تلقیح سویه بیماریزا، از  2شده پس از گذشت مدت عفونی

گیری به عمل آمد و سرم آنها جدا و طریق سینوس چشمی خون

 نگهداری شد.  -71در شرایط 

اختصاصی علیه  IgGهای بادیبررسی حضور آنتی

rBCSP31 :سرم اختصاصی ابتدا از آنتیrBCSP31  که در

تهیه شده بود )در همین آزمایشگاه( جهت  BALB/cهای موش

 های الایزا استفاده شدهتعیین مقدار بهینه برای بارگذاری پلیت
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ن یلیتر به عنوان غلظت بهینه معمیکروگرم در میلی 4بود و مقدار 

شده بود )اطلاعات نشان داده نشده است(. برای ارزیابی میزان 

های الایزای مجزا پلیت IgG2aو  IgG1تام، -IgGهای بادیآنتی

فر در با rBCSP31لیتر از میکروگرم در میلی 4درنظر گرفته شد. 

های های پلیتمیکرولیتر از آن به  چاهک 111کربنات تهیه و بی

درجه سانتیگراد نگهداری  4ها یک شب در الایزا وارد و پلیت

ها،  سه بار با بافر فسفات نمکی شدند. متعاقب آن، همه پلیت

(PBS; pH 7.4 حاوی )بافر  21درصد توئین  14/1(PBS-T )

ها با قد پروتئین همه چاهکهای فاشستشو داده شدند. جایگاه

درصد آلبومین سرم گاوی در  1میکرولیتر از محلول  311افزودن 

PBS  درجه سانتیگراد مسدود  37ساعت در  1و نگهداری به مدت

شدند. سپس شستشو با شرایطی که ذکر شد، سه مرتبه انجام 

موشی، هر کدام به  های سرممیکرولیتر از نمونه 111گرفت. 

ها شد. پلیتدر هر چاهک قرار داده 1:411ر و با رقت تکرا 4صورت 

ساعت روی صفحه متحرک  2درجه سانتیگراد به مدت  37در 

ها توسط دورانی نگهداری شدند. پس از طی این مدت، پلیت

PBS-T  سه بار شستشو داده شده و متعاقب آن به صورت جداگانه

موشی کانجوگه با  IgGبادی ضد میکرولیتر آنتی 111به ترتیب 

HRP (1:4111 ،)111 بادی منوکلونال ضد میکرولیتر آنتیIgG1 

)هرکدام با  IgG2aبادی منوکلونال ضد میکرولیتر آنتی  111و 

های الایزای مربوطه اضافه ( به هر چاهک در پلیت1:2111رقت 

ساعت نگهداری  2ها مجددا با شرایط فوق به مدت شد. پلیت

شسته شده.  PBS-Tها با باسیون، پلیتشدند. پس از اینکو

میکرولیتر به هر چاهک  111به مقدار  HRPسوبسترای آنزیم 

دقیقه از انجام  31اضافه شد. پس از  تام-IgG به مربوط پلیت

مولار به هر 1میکرولیتر اسید سولفوریک  41واکنش رنگزایی، 

نانومتر  441ها در طول موج چاهک اضافه و جذب نوری چاهک

پس از شستشو  IgG2aو  IgG1های مربوط به شد. به پلیتثبت 

کانجوگه شده  HRPبز که با  IgGبادی ضد میکرولیتر آنتی 111

درجه سانتیگراد  37ساعت در  2( اضافه و مجددا 1:4111)با رقت 

ها نگهداری شد. سپس طبق شرایطی که در بالا تشریح شد، پلیت

 441جذب نوری در  اضافه و HRPشسته شده، سوبسترای آنزیم 

 گیری شد.نانومتر در انتهای واکنش اندازی

های طحالی موش نسبت به فوسیتنارزیابی پاسخ ل

rBCSP31 :شده خارج و در بافر های سالم و عفونیطحال موش

PBS های استریل به صورت سوسپانسیون درآمد و در لوله

مع جاتیلنی مخروطی )فالکون( برای هر موش بطور جداگانه پلی

 xgها توسط سانتریفیوژ در آوری و روی یخ نگهداری شد. سلول

درجه سانتیگراد جمع آوری و دو  4دقیقه در  14به مدت  341

شستشو داده شدند. پس از  FBSدرصد  4حاوی  PBSبار با 

شد و تنها شستشوی آخر، مایع رویی یه صورت کامل دور ریخته

باقیمانده بافر در لوله معلق ها نگهداری و در مقدار ناچیز سلول

اده های قرمز استفشدند. از بافر لیز هایپوتونیک جهت حذف گلبول

 کلریدآمونیومگرم از پودر  3/8شود: شد که به این شکل تهیه می

 (.Sol A)شود رسانده میآب دیونیزه حل و به حجم یک لیتر  در

یونی قدرت  HCLبا  ودر آب دیونیزه حل  بازگرم پودر تریس 21

 Sol Aدرصد از  31نسبت  (.Sol B) شودمیتنظیم  pH 4/7روی 

بافر  گردد.میتنظیم  pH  4/7مخلوط و  Sol Bدرصد از  11با 

نگهداری  درجه سانتیگراد 4استریل و در  2/1توسط فیلتر 

به محتوای سلولی حاصل از هر لوله، بافر هایپوتونیک لیز  شود.می

دقیقه مجاورت در دمای  12س از های قرمز اضافه شد و پگلبول

 g×خنثی و سپس در  FBSدرصد  4حاوی  PBSاتاق، با افزودن 

درجه سانتیگراد، سانتریفوژ شد.  4دقیقه در  14برای مدت  341

دو بار  FBSدرصد  4همراه با  PBSها با های سفید لولهسلول

 11کامل حاوی  RPMIشستشو داده شده و در نهایت در محیط 

-سیلیناسیدهای آمینه غیر ضروری، پنی ،FBSدرصد 

استرپتومایسین و گلوتامین معلق و روی یخ نگهداری شدند. تعداد 

 4های لمفوسیت شمارش و سوسپانسیون های یکنواخت سلول

لیتر در میلی 1لیتر تهیه و به مقدار میلیون سلول در میلی

گانه کشت ای به صورت سهخانه 24های پلیت کشت سلول چاهک

لیتر از میکروگرم در میلی 4اده شد. به هر چاهک غلظت نهایی د

اضافه شد )این مقدار قبلا از طریق  rBCSP31پروتئین نوترکیب 

ها آزمایشات مربوطه در همین آزمایشگاه تعیین شده بود(. کشت

ساعت  72برای  2COدرصد  4در اینکوباتور با اتمسفر حاوی 

ها جمع آوری، سلولنگهداری شدند. سپس محیط رویی کشت 

و  IFN-γ ،IL-12نگهداری شد. میزان پاسخ  -71سانتریفیوژ و در 

IL-4 های سنجش سایتوکاین موشی های سلولی با کیتدر کشت

(R&Dاندازه ).گیری شد 

های بدست آمده از هر سری دادهو تحلیل آماری: تجزیه 

آوری و آرشیو شد. جمع Excel® 2013افزار ها در نرمسنجش
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IBM® افزار ها، با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل و مقایسه داده

(V. 20.0) ®SPSS  و به کارگیری آزمون مقایسه دوتایی استاندارد

Student t-test ها با مقدار انجام گرفت. اختلاف دادهp  کمتر از

 دار در نظر گرفته شد.به عنوان معنی 14/1
 

 نتایج
گرم میلی 1.3بیان و با غلظت  rBCSP31پروتئین نوترکیب 

میانگین جذب نوری نتایج   (.1 شکللیتر خالص شد )در میلی

شده نمایش داده 2 شکلدر  IgG2aو  IgG1تام، -IgGسنجش 

ارزیابی شدند و در هر سه مورد،  t-testاست. مقادیر با آزمون 

های عفونی و ها در موشبادیداری بین سطح آنتیاختلاف معنی

های (. مقادیر سایتوکاینp<0.05سالم مشاهده شد ) هایموش

نمایش داده شده است. تجزیه و تحلیل  3 شکلتولید شده در 

-ILو  IFN-γدهد پاسخ ، نشان میt-testهای آماری به روش داده

داری را اختلاف معنی rBCSP31نسبت به تحریک با  IL-4و  12

 (.p<0.05دهد )های عفونی و سالم نشان میبین موش
 

 و نتیجه گیری بحث
سازی های تخفیف حدت یافته جهت ایمنهاست از سویهسال

توان جهت های واکسن نمیشود. از این سویهها استفاده میدام

سازی انسان استفاده نمود چراکه موجب بیماری شدید ایمن

های واکسن نیز مشکلات زیادی را هم در گردند. تجویز سویهمی

های انسانی ها و هم در بروز بیماریعفونت در دامزمینه تشخیص 

هایی میان کنش. حین عفونت در میزبان، برهم(4)شوند سبب می

اجزای مختلف سول ارگانیسم بیماریزا و سیستم ایمنی میزبان 

گردد. شناسایی های ایمنی میایجاد شده و منجر به بروز پاسخ

که در طول عفونت، با سیستم ایمنی اجزایی از سلول باکتری 

گیرد آنها پاسخ اختصاصی شکل می میزبان برخورد داشته و علیه

های های ایمنی در ابداع واکسنو نیز ارزیابی سطح و نوع پاسخ

اکتری یک ب بروسلامؤثر برای پیشگیری از بروسلوز اهمیت دارند. 

ولی ی سلهای ایمنبیماریزای داخل سلولی است و فعال شدن پاسخ

. بررسی (11-12)باشد میزبان جهت پاکسازی آن ضروری می

ان پاسخ ایمنی سلولی را در میزب ژنی که قادر باشندترکیبات آنتی

ه سازی علیهای ایمنتوانند در طراحی سیستمتحریک کنند، می

 .(11. 14. 12)مورد استفاده قرار گیرند  بروسلاهای گونه

ای هکنش سلولمطالعه برهمهای میزبان از طریق بررسی پاسخ

و نیز بررسی اجزای ایمنی همورال  بروسلاهای ژنطحالی با آنتی

بردن به نوع عملکرد ایمنی میزبان علیه عفونت معیاری برای پی

اند بندی شدهها وجود دارد و از لحاظ وزن مولکولی دستهبروسلا

(18) .Brooks-Worrell  ژنی از عصاره آنتی 1332و همکارانش در

جهت ردیابی نوع  بروسلا ابورتوس 13استخراج شده از سویه 

. (13)های ایجاد شده نسبت به ارگانیسم بهره گرفتند پاسخ

Kazak  پاسخ سایتوکاینی  2111و همکارانش در سال

ارزیابی نمودند.  L7/L12سبت به های خون محیطی را نلمفوسیت

حاکی از این است که در افراد آلوده  CD8+و نیز  γ-IFNپاسخ 

د که با آینسبت به این پروتئین مهم پاسخ قابل توجهی پدید می

های حاصل از ارزیابی های مدل حیوانی که پیش از این انجام پاسخ

طراحی تواند در خوانی دارد و این پروتئین میشده بود نیز هم

. در این مطالعه، پروتئین (21. 21)ها کاربرد داشته باشد واکسن

بین  ژن مشترکبه عنوان یک آنتی بروسلاکیلودالتنی  31سطحی 

های مختلف باکتری به عنوان هدف ارزیابی تعیین شده است. گونه

در ژل  rBCSP31نتیجه الکتروفورز پروتئین نوترکیب  :1شکل 

آمیزی کلوئیدال رنگ G-250درصد که با کوماسی  4/12اکریلامید پلی

 rBCSPنمونه پروتئین  4تا  1: مارکر پرو تئینی و ردیف Mشده است. 

 دهد.تخلیص شده را نمایش می
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و همکارانش به صورت  Zhangتوسط  2112این پروتئین در سال 

و پیش از آن نیز  (7)فیوژن با پروتئین متصل شونده به مانوز 

توسط همین شخص و همکارانش به صورت فیوز شده با پروتئین 

GST  در هر دو مطالعه مذکور یک بخش (8)تولید شده بود .

ه که با اینکه در حلالیت اضافه شد BCSP31پروتئینی بزرگ به 

نی های ایمتواند پاسخپروتئین نوترکیب حاصل نقش دارد اما می

نسبت به هدف را تحت تأثیر منفی قرار دهد. در مطالعه حاضر، 

BCSP31  در سیستمpET28a(+)  تولید شده و تنها تعداد کمی

امینو اسید به ابتدای آن اضافه شده است. پروتئین حاصل از 

به طور کامل محلول بوده با توجه به عدم حضور  تحقیق حاضر

به  rBCSP31که با روش الایزای مستقیم بدست آمده است. در هر سه ارزیابی، پروتئین  rBCSP31اختصاصی علیه  IgGهای بادیسطح تولید آنتی :2شکل 

اند. در همه های عفونی و کنترل سنجیده شدههای اختصاصی موجود علیه آن در سرم موشبادیها متصل شده و آنتیژن هدف کف پلیتعنوان آنتی

 (.p<0.05دهند )داری را نشان میهای سالم اختلاف معنیهای عفونی با گروه موشآزمایشات، گروه موش

 

های عفونی و غیر عفونی استخراج و های طحالی موش. سلولrBCSP31های طحالی با ها در پاسخ به تحریک کشت سلول: سطح تولید سایتوکاین3شکل 

لیتر از میکروگرم در میلی 4ها توسط خانه کشت داده شدند. این سلول 24های در پلیت RPMIلیتر محیط تقویت شده میلیون در میلی 4به تعداد 

ها در محیط کشت با روش الایزا ترشح شده از این سلول IFN-γو  IL-4 ،IL-12ساعت اینکوبه شدند. میزان  72تحریک و  rBCSP31پروتئین نوترکیب 

 (.p<0.05دهند )داری را نشان میهای سالم اختلاف معنیهای عفونی با گروه موشاسنجیده شد. این در همه آزمایشات، گروه موش
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های قابل اعتماد تری را بدست های پروتئینی بزرگ، پاسخبخش

 دهد.می

نتایج مطالعه حاضر حاکی از قدرت برانگیختن پاسخ همورال و 

لمفوسیتی توسط  IFN-γو  IL-4 ،IL-12های سایتوکاین

BCSP31 ن دهد که ایبادی نشان میباشد. سطوح آنتیمی بروسلا

ا ای بپروتئین حین عفونت میزبان موشی به طور قابل ملاحظه

کنش داشته و مقدار آن در سلول باکتری به سیستم ایمنی برهم

بادی حدی است که قادر به القای میزان قابل توجهی آنتی

ژن ها نیز از سویی قدرت این آنتیباشد. تولید سایتوکاینمی

ها نشان میدهد و از سوی انگیختن پاسخمستقر در دیواره را در بر

دهد این نشان می IFN-γو  IL-12دیگر بالا بودن سطح پاسخ 

های ایمنی سلولی نقش دارد. پروتئین در القای و تقویت پاسخ

پاکسازی ارگانیسم بیماریزا از بدن فرد مبتلا نیز وابسته به 

 به عنوان BCSP31رسد از های سلولی است و به نظر میپاسخ

های ایمنی سلولی زا که قادر به تحریک پاسخژن ایمنیک آنتی

 استفاده نمود. بروسلااست جهت مطالعات واکسن 
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Abstract 

Background & Objective: One of the most common diseases between zoonosis - especially in developing countries – is 

brucellosis. Identification of Brucella cell antigen combinations in terms of the amount and type of immune 

response in infected hosts, are important in vaccine design.  31kDa Brucella cell surface protein (BCSP31) is shared 

among all Brucellae. We aimed to define specific immune responses to BCSP31 which are elicited during infection of 

murine host with B. abortus. Surface protein of 31 kDa (BCSP31) is present in all strains, and here, the host immune 

response during murine infection with Brucella abortus which are formed in proportion to the proteins are studied. 

Materials & Methods: Recombinant BCSP31 (rBCSP31) of B. abortus was produced and purified. One group of BALB/c 

mice were infected with pathogenic B. abortus 544 and maintained for 60 days; a no-infected group of mice also was 

considered. Specific serum antibodies directed to rBCSP31 was evaluated through ELISA. Splenocytes of mice were 

cultured and stimulated with rBCSP31; thereafter, IL-4, IL-12 and IFN-γ cytokine responses of spleen lymphocytes were 

assessed.  

Results: We detected a remarkable IgG titer along with IgG1 and IgG2a specific to recombinant BCSP31 in serum 

samples from infected mice. Significant titers of IgG, IgG1 and IgG2a antibodies than BCSP31 in the the serum 

of mice infected with the virulent strain were observed.  The Evaluation of Splenocytes responses to rBCSP31 

also showed a significant IL-12 and IFN-γ production along with remarkable IL-4 production in infected mice. All 

responses were significantly different from that of non-infected mice (p<0.05). 

Conclusion: These findings suggest that specific humoral and cell-mediated responses to BCSP31 is formed during 

murine host infection with B. abortus. Based on these findings, rBCSP31 can be used in further design of immunogenic 

strategies for vaccination against brucellosis. 
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