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 چکیده

بروسییلوز یییک بیمییاری مشییترک بییی  انسییان و دام بییوده یییه یییک تهدییید بییرای بهداشییت عمییومی و همننییی  بیمییاری 

سییایارید بروسییه اسییتلراد لیاییو پلی سییازی روشهیید  از اییی  ملال ییه بهینه شییود. یین ت پییرورش دام  میسییوب می

شییلی  گاوهییای های سییرولوژیک  هییت تژن در تسییتعنییوان آنتیییتییوان از آن بییه آبورتییوو سییویه خشیی  یییه می

ایی  ملال یه ییاربردی در آزمایشیگاه تیقییص و تولیید بلیش  بروسیلوز اندیام شید.  وایسینه با ای  وایسی  اسیتفاده نمیود.

میورد ت ییید  PCRبه ای  من یور ابتیدا سیویه خشی  بیا روش یشیت در میییی اخت ا یی بروسیه آگیار تکرییر و بیا روش 

پترولیییوم اتییر  -یلروفییورم  -ری بروسییه آبورتییوو بییه روش فنییل سییایارید خشیی  بییایتنهییایی  ییرار گرفییت و لیاییو پلی

مییورد تاهییید   PAGE –SDSو  LALهییای خشیی  بییه یمییک روش  LPSاسییتلراد گردییید و نتییایج سا ییل از اسییتلراد 

سییایارید خشیی  پییی از اسییتلراد و ترسییی  بییا میلییول پترولیییوم اتییر لیاییو پلی -یلروفییورم  -در روش فنییل   ییرار گرفییت.

بییود. همننییی  الکتروفییورز در ژل  پلییی  LPS ییورت گرفییت یییه ایدییاد للتییه، نشییانگر و ییود  LALمتییانول تسییت 

ییلییو دالتییون مشییاهده گردییید. بییر اسییاو اییی   11آمیزی نیتییرات نقییره بانییدی یمتییر از در یید( بییا رنیی  11آیریهمییید 

( LPS-Rایارید خشیی   سییپترولیییوم اتییر یییک روش ایییده آل  هییت اسییتلراد لیاییو پلی -یلروفییورم  -روش فنییل  ملال ییه

های سییرولوژیک و همننییی  ییییت الایییزا  هییت تشییلی  گاوهییای ژن در تسییتسییویه خشیی  بییوده و بییرای تهیییه آنتییی

 شود.وایسینه با ای  وایس  استفاده می

LAL ،SDS – PAGEسایارید خش  ، بروسه آبورتوو، سویه خش ، لیاو پلیواژگان کلیدی: 

                                                           
 alamiansaeed@gmail.comپست الکترونیک نویسنده مسئول مکاتلاه:  *

mailto:alamiansaeed@gmail.com
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 مقدمه

هییای گییرم منفییی، یویوباسیییل، بروسییهها بایتری

داخیییل سیییلولی اختییییاری، هیییوازی و سیییلت رشیییدی 

هسییتند یییه در گییاو، گوسییفند، بییز و انسییان ایدییاد 

بروسیییلوزیی  بیمیییاری مشیییترک بیییی  انسیییان و دام( 

میییهدی  1111 دسییاملار 2۱ در دیوییید بییروویننیید. می

میکرویوییییوو  عامیییل بیمیییاری را یشییی  نمیییود و

ملیتنسیییی  در ارتلاییاا بییا نییام یونییانی  زیییره مالییت( 

بروسییهها در سییال ساشییر بییر اسییاو  .دیییرگییذاری نییام

بنییدی  یینی طلاقه 13خییوار فنییوتیای و ژنتیکییی بییه 

 شوند.می

بروسیییه آبورتیییوو عامیییل تییی  مالیییت گیییاوی 

نمایییید، ایدیییاد تییی  میییواد میباشیییدیه در انسیییان می

هییای بییومی در ایییران بروسییلوز گییاوی یکییی از بیماری

بییوده یییه هیی  از ن ییر ا ت ییادی و هیی  از ن ییر بهداشییت 

عمیومی سیاهز اهمییت اسیت. اللاتیه ایی  بیمیاری توسییی 

های بروسییه ملییی تنسیییی، بروسییه سییویی و گونییه

 (.12شود  بروسه ینیی ه  ایداد می

 ینتییرل بییه وابسییته سییانان از بیمییاری در پیشییگیری

 گییاو در بیمییاری اییی . اسییت دامییی ملییازن در بیمییاری

 یییه آیییدمی و ییود آبورتییوو بییه بروسییه توسییی بیشییتر

 سییهمت و بهداشییت ن ییر از فییراوان اهمیییت بییر عییهوه

 تولییید یییاهش و  نییی  سییقی القییای دلیییل بییه،  ام ییه

 بییه تو ییه  ابییل ا ت ییادی خسییارات ایدییاد باعییو شیییر

گییردد.  هییت ینتییرل بیمییاری می گییاو پییرورش  یین ت

های زنییده تلفییی  سییدت هییا از وایسیی بروسییلوز در دام

تییوان ها میگییردد. از  ملییه وایسیی یافتییه اسییتفاده می

بییرای نشییلوارینندگان یو ییک   Rev.1بییه وایسیی 

در گییاو و گوسییاله  S19ماننیید گوسییفند و بییز و وایسیی  

ها آن اسیت یییه (. از م ایی  اییی  وایسی 1اشیاره نمیود  

مو یی  تیریییک تولییید  Smoothدلیییل فنوتیییپ بییه 

های هیییییای مداخلیییییه یننیییییده در تسیییییتبادیآنتی

سییرولوژیک م مییول شییده و در نتیدییه امکییان تفریییص 

هییای آلییوده از وایسییینه و ییود تشییلی  سییرولوژیک دام

 خشییی  سیییویه ییییک( RB51  ایریلایییا نیییدارد. وایسییی 

 Rough )وایسیناسییییون  هیییت آبورتیییوو بروسیییه 

 از -تو ییه  ابییل مزایییای علییت بییه یییه باشییدمی گاوهییا

 مداخلییه هییایبادیآنتی تولییید تیریییک عییدم  ملییه

 تشییلی  م مییول سییرولوژی هییایآزمایش در یننییده

 هایبرنامییه همزمییان اندییام امکییان نتیدییه در و بروسییلوز

 اخیییر هایسییال در -وایسیناسیییون و یشییتار و تسییت

بسیییییاری از  در S19  ییییدیمی وایسیییی   ییییایگزی 

 بییا  (.11اسیت   شیده  ملیه ایییرانیشیورهای  هیان از 

 هیییایآزمایش در ییییهای  بیییه تو یییه بیییا، و یییود ایییی 

 بیییه( Smooth   یییا  هایسیییویه از راییییج سیییرولوژی

 شیید هییایبادیآنتی و شییده اسییتفاده ژنآنتییی عنییوان

LPS  امکییان، شییوندمی داده تشییلی  بروسییهها  ییا 

 دارای یییه ایریلاییا سییویه بییا وایسییینه هییایدام شناسییایی

LPS  و ییود هییاآزمایش اییی  توسییی، باشییدمی خشیی 

  (.13، 1  ندارد

همیه  سیلولی دییوار  عمیده سایارید ترییی لیاو پلی

از  در ید 13 سیدود و باشیدمی منفیی گیرم هیایبایتری

 آن اسیتیکام در و داده خیار ی را تشیکیل نشیا  وزن

 Aبلییش لیاییید  سییه از سییایاریددارد. لیاییو پلی نقییش

اسییت.  شییده تشییکیل Oبلییش مریییزی و زندیییره 

 ف الییت ی نیی سییایارید،لیایو پلی ا ییلی خ و ییات

 زایی ییامهًتی  و یننیدگی ایمنییاندوتویسییک، تن ی 

 دلییل بیه، راسیتا ایی  (. در5، 1باشید  می شیده شناخته

 یننییدهتیریک  ییز  تییری مه  بروسییهها LPS یییهای 

 هیییایبادیآنتی عمیییده و بیییوده هومیییورال هایپاسییی 

 خشیی  LPS، اسییت آن علیییه میزبییان بییدن در تولیییدی

 عنییوان بییه توانییدمی RB51 سییویه آبوتییوو بروسییه

 هییایدام تشییلی  سییرولوژی هییایآزمایش در ژنآنتییی

 (. اسییتفاده۱، 1، 2  شییود گرفتیه بیه یییار آن بییا وایسیینه

های در تسییییت RB51 سییییویه خشیییی  ژناز آنتییییی

 شناسیییایی بیییرای د ییییص راهیییی توانیییدسیییرولوژی می

باشید. همننیی  از ایی   سیویه ایی  بیا وایسیینه گاوهای
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تییوان  هییت شناسییایی سییرولوژیک آلییودگی ژن میآنتییی

بییا عوامییل بروسییهیی خشیی  از  لایییل بروسییه اوویییی 

هییا( و بروسییه ینیییی  عامییل التهییاب بیرییه در  و 

باشیید(  عامییل بروسییلوز در سیی  یییه زهونوتیییک نیییز می

هییای متفییاوتی های اخیییر روشاسییتفاده نمییود. در سییال

بییادی علیییه بروسییهها من ییور تشییلی  پاسیی  آنتیبییه 

هییا، انیید. یکییی از اییی  روشمییورد اسییتفاده  ییرار گرفته

یارگیری آزمیایش الییزای نییر مسیتقی  اسیت ییه در به

ملال ییات مت ییدد، مناسیی  بییودن آن بییرای شناسییایی 

بروسییهیی مییورد ت یییید مرایییز  LPSهییای شیید بادیآنتی

(. اسییتفاده از 1تیقیقییاتی م تلاییر  ییرار گرفتییه اسییت  

توانییید  ییییتی بیییرای روش الییییزای نیرمسیییتقی  می

باشیید یییه گییامی  RB51هییا بییا سییویه وایسیناسیییون دام

اساسییی  هییت ینتییرل و ملاییارزه بییا بیمییاری بروسییلوز 

 باشد.

خشیی  سییویه  LPSهیید  از اییی  ملال ییه اسییتلراد 

 -یلروفیییورم  –بیییا روش روش فنیییل  RB51وایسیییینال 

ulus Amebocyte Limپترولیییوم اتریییه توسییی تسییت 

Lysate  LAL  و )PAGE–SDS  مییییییورد ارزیییییییابی و

 بررسی  رار گرفت.

 هامواد و روش

ی یییاربردی در آزمایشییگاه تیقیییص و اییی  ملال ییه

هییای بروسییلوز مؤسسییه ژنتوسیی ه بلییش وایسیی  و آنتی

 سازی رازی یرد اندام شد.تیقیقات وایس  و سرم

 RB51سییویه وایسییینال بییایتری بروسییه آبورتییوو 

هیییای در میییییی اخت ا یییی بروسیییه آگیییار روی بوآت

 در ییه ۹1 در انکوباسیییون سییاعت 12 از ای پیییشیشییه

گراد بییه  ییورت انلاییوه یشییت گردییید. سییای سییانتی

ا یرام توسیی آب مقلییر اسیتریل همییراه سیا مه شیییک 

شییدند تییا  ییرم از سییلپ مییییی  ییدا گییردد.  سییای 

سیییانتریفیوژ و میلیییول  11333سوساانسییییون در دور 

ور ریلته شد و بیا اسیت  سیرد سیه بیار شستشیو رویی د

مانییده اندییام گرفییت و در آخییر  ییرم همییراه اسییت  با ی

سییاعت  11در پلیییت اسییتریل ریلتییه شییده و بییه مییدت 

زیر هود بیولوژیک  یرار داده شید تیا  یرم ییامهً خشیک 

 (.۹گردد  

PCR  سههویهRB51  :  سییویه وایسییینال بییایتری

اسیییاانیا  CZVاز یمایییانی  RB51بروسیییه آبورتیییوو 

 هیت تاهیید سیویه وایسیینال  PCRتهیه گردیید. تسیت 

RB51 ییرار  هییای اخت ا ییی مییورد ت ییییدبییا پرایمر 

 (.۳گرفت  

خشهههن بروسههلا آبورتهههوس  LPSاسههتخراج 

 هییت اسییتلراد از  و ارزیههابی آن:  RB51سههویه 

پترولیییوم اتییر اسییتفاده شیید. در  -یلروفییوم  – روش فنییل

از روش  LPSاد سییازی اسییتلراییی  مرسلییه بییرای بهینه

برابیر سدی   5ترسی  استفاده شید بیه ایی   یورت ییه 

دست آمده، متانول سیرد بیه همیراه اسیتات سیدی  ییه به

گراد نگهیداری شیده بیود بیه در ه سیانتی -23در فریزر 

سوساانسیون اشیافه شید و بیه میدت ییک روز در فرییزر 

ب یید از اسییتلراد بییرای ارزیییابی  (. ۱مسییتقر گردییید  

LPS لیتییر از سوساانسیییون اسییتلراد میلی 2/3، مقییدار

آب مقلییر  2/3از ینتییرل مرلاییت ییییت و  2/3شییده و 

استریل بیه عنیوان ینتیرل منفیی بیه هیر وییال  داگانیه 

اشییافه و یییامهً مللییوا گردیدنیید و میتویییات ویییال بییه 

گراد  ییرار در ییه سییانتی ۹1سییاعت در دمییای  1مییدت 

 داده شدند.

PAGE-SDS : سیییایارید الکتروفیییورزیی لیایییو پلی

اندییام گرفییت بییه اییی   PAGE-SDSدر یید  11در ژل 

 ییورت یییه مییای  رویییی و میتویییات ترسییی  داده شییده 

 ۳3سییاعت در ولتییاژ  2بییه  ییورت  داگانییه بییه مییدت 

ولییت الکتروفییورز گردییید. سییای بییا روش نیتییرات نقییره 

 (.11آمیزی گردید  رن 

 نتایج

بییا  WboAیییه بییرای شناسییایی ژن  PCRدر روش 

T T T A G T   /Primers1: 5اخت ا یی هیایپرایمیر

T T G C C G T A A T A TA G G T C T A G 

/A A CC T G T C3   وG C C A A / Primers 2 : 5

C C A A C C C A A A T G C T  اندیام گردیید ییه
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Anealling  در یییه  5/5۳در ایییی  پروسیییه بیییا دمیییای

سییازی شیید و بیر روی آگییارز بییا نل ییت گراد بهینهسیانتی

بییایتری  یییه مؤییید bp ۳33بانییدی بییه انییدازه  در یید 1

باشید.  شیکل شیماره میی RB51بروسه آبورتیوو سیویه

1) 

 

 99: بروسلا آبورتوس سویه  A )شرکت سیناژن(. bp 1000: مارکر M ;هابه ترتیب چاهک  RB51.نتایج الکتروفورز بروسلا آبورتوس سویه  -1شکل 

 bp 900با وزن مولکولی  RB51بروسلا آبورتوس سویه  WboA: ژن  B: کنترل منفی.   C )کنترل مثبت (.

 

LPS  یلروفییوم  -بییا روش  فنییل اسییتلراد شییده- 

 Limulus Amebocyteپترولییییوم اتیییر بیییا تسیییت   

Lysate  )LAL  مییورد ارزیییابی  ییرار گرفییت و نتییایج بییه

اسییتلراد  LPSهای سییاوی شییکل ایدییاد للتییه در لولییه

 (.2شده مشاهده گردید  شکل 

 SDS– اسیتلراد شیده بیا روش  LPSتاهیید نهیایی 

PAGE  ایییی  در ییید  یییورت پیییذیرفت بیییه  11در ژل

ییلییو دالتییون مؤییید  11 ییورت یییه بانییدی یمتییر از 

سیایارید خشی  بروسیه آبورتیوو سیویه سرور لیاو پلی

RB51  ۹بود  شکل.)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: کنترل مثبت  B : کنترل منفی.   RB51. Aبروسلا آبورتوس سویه  ( R – LPS )ساکارید خشن ژلاتینه شدن توسط اندوتوکسین لیپو پلی -2شکل 

 RB51بروسلا آبورتوس سویه   C  :LPS کیت.

700 bp 

900 bp 

400 bp 

500 bp 

300 bp 

200 bp 

100 bp 

600 bp 

800 bp 

1000 bp 

M A B M C 
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شده  RB51ساکارید بروسلا آبورتوس سویه : استخراج لیپو پلی  Aآمیزی شده استبا روش نیترات نقره رنگ SDS-PAGEدرصد  14ژل -3شکل 

 کیلو دالتون . 14با ترسیب استات سدیم و متانول وزن مولکولی کمتر از  RB51ساکارید بروسلا آبورتوس سویه : استخراج لیپو پلی  B بدون ترسیب.

M مارکر پروتئین : 

 گیریبحث و نتیره

بیماری بروسیلوز ییک بیمیاری مشیترک بیی  انسیان 

باشیید یییه دارای  رخییه انتقییال بییی  سیوانییات و دام می

باشییید. ایییی  هیییای اهلیییی میدر سییییات وسیییش و دام

هییای اهلییی باعییو عوارشییی از  ملییه در دام بیمییاری

سیییقی  نیییی ، از دسیییت دادن  یییدرت تولیییید مریییل، 

گییردد بییه همییی   هییت یییاهش شیییر و یییاهش وزن می

بهتیییری  راه پیشیییگیری وایسیناسییییون در دام اسیییت. 

 ایریلاییا( بییا   RB51آبورتییوو سییویه وایسییینال بروسییه

  ابییل از مزاییای ییه (Rough  خشیی  دارا بیودن فنوتییپ

 تولییییید تیریییییک عییییدم تییییوان بییییهآن می تو ییییه

 هییییایآزمایش در یننییییده مداخلییییه هییییایبادیآنتی

 نتیدیییه در و بروسیییلوز تشیییلی  م میییول سیییرولوژی

 و یشییتار و تسییت هایبرنامییه همزمییان اندییام امکییان

ثلاییات فنییوتیای،  ابلیییت اسییتفاده از آن  وایسیناسیییون،

زاهی ییی  آن در انسییان در دام بییال  و آبسییت  و بیمییاری

 LPS یییهای  دلیییل بییه، راسییتا اییی  نمییود. در اشییاره

 هایپاسیی  یننییده تیریییک  ییز  تییری مه  بروسییهها

 بییدن در تولیییدی هییایبادیآنتی عمییده و بییوده هومییورال

 آبورتییوو بروسییه خشیی  LPS، اسییت آن علیییه میزبییان

 در ژنآنتییییی عنییییوان بییییه توانییییدمی RB51 سییییویه

بییه  وایسییینه هییایدام تشییلی  سییرولوژی هییایآزمایش

 شود. گرفته یار

 RB51در اییییی  ملال ییییه از سییییویه وایسییییینال 

یلکسیییون میکروبییی بلییش بروسییلوز مؤسسییه رازی، 

سییایارید اسییتفاده گردییید. بییرای اسییتلراد لیاییو پلی

-از روش فنییل RB51خشیی  بروسییه آبورتییوو سییویه 

پترولییییوم اتیییر اسیییتلراد گردیییید. نتیییایج  -یلروفیییورم

و   Nielsen دسییت آمییده از اییی  مرسلییه بییا نتییایجبه

   LPSبییرای اسییتلراد galanosهمکییاران یییه از روش 

اسییتفاده یردنیید، ملابقییت داشییت. بییه  RB51سییویه 

تللیی  شیده،   LPSمن یور بیالا بیردن مییزان ییفییت 

همکیییاران عمیییل ترسیییی   و Morenoبیییر طلایییص روش 

توسی متیانول سیرد و اسیتات سیدی   یورت گرفیت تیا 

ای دیگیر هیدسیت آمیده نسیلات بیه روشبه LPSییفیت 

دسییت آمییده به LPSافییزایش  شییمگیری داشییته باشیید. 

میورد ارزییابی  یرار گرفیت ییه  LALهمننی  بیا تسیت 

 لیاییو   LPS–Rباعییو ایدییاد للتییه و دال بییر و ییود 

 RB51سییایارید خشیی  ( بروسییه آبورتییوو سییویه پلی

باشیید. همننییی  از هییر دو فییاز، مییای  رویییی و مییای  می

ام گرفییت یییه اندیی  PAGE –SDSرسییوب داده شییده 

و مییای  ترسییی   LPS –Rنشییان داد مییای  رویییی فا یید 

بروسییه آبورتییوو سییویه   LPS –Rداده شییده سییاوی 

RB51 نشان داده شده است. ۹باشد یه در شکل می 



 آرمین کلانتریسعید عالمیان و 
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های اییی  پییتوهش، دیییواره خشیی  بییر اسییاو یافتییه

اسییتلراد و تللییی  گردییید  RB51سییویه وایسییینال 

هییای ملتلیی  سییایر میققییی  یارگیری روشیییه بییا بییه

سییازی آن  ییورت پییذیرفت. بییه اییی   ییورت یییه بهینه

  LPSمرسلییه ترسییی  بییه من ییور افییزایش خلییور 

دسییت آمییده بییه عنییوان یییک فرآینیید تکمیلییی بییه به

هییای ارایییه شییده توسییی سییایر میققییی ، بییه سییایر روش

تییوان گفییت بنییابرای  میمراسییل تللییی  اشییافه گردییید. 

های ژن اسییییتلراد شییییده در تسییییتاز اییییی  آنتییییی

سییرولوژیک  هییت تشییلی  گاوهییای وایسییینه بییا اییی  

 سویه وایس  استفاده نمود.

 سپاسگزاری 

از همکیییاری میییدیران ارشییید مؤسسیییه تیقیقیییات 

سییازی رازی و همکییاران بلییش بروسییلوز وایسیی  و سرم

   .آیدتشکر و  دردانی به عمل می

References

1- Avila-Calderon E D, Merino A L, Sriranga-

nathan N, Boyle S M, Rodriguez C. A History of 

the Development of Brucella Vaccines. BioMed Re-

search International. 2013; 8. 

2- Diaz-Aparicio E, Arellano-Reynoso B, Her-

rera E, Hernandez M, Suarez-Games F. Charac-

terization of the Transitory Immune Response in 

Cows Immunized with RB51 and its Implication on 

Diagnosis within Brucellosis EndemicZones.  Inter-

national Journal of Dairy Science. 2007; 2(4): 364-

371. 

3- Galanos C, Luderitz O, Westphal O. A New 

Method for the Extraction of R Lipopolysaccha-

rides.  European Journal Biochem. 1969; 245-249. 

4- Kreutzer D, Buller C S, Robertson D C. 

Chemical Characterization and Biological Proper-

ties of Lipopolysaccharides Isolated from Smooth 

and Rough Strains of Brucella abortus.  Infection 

and Immunity. 1979; 23(3): 811-8. 

5- Moreno E, Sherry S L, Jones L, Berman D. 

Immunochemical Characterization of Brucella Lip-

opolysaccharides and Polysacharides.  Infection and 

Immunity. 1981; 222-241. 

6- Moreno E, Pitt M, Jones L, Schurig G, Ber-

man D.  Purification and Characterization of 

Smooth and Rough Lipopolysaccharides from Bru-

cella abortus.  Journal of Bacteriology. 1979; 361-

369. 

7- Nielsen K, Smith P, Conde S, Draghi de Be-

nitez G, Gall D, Halbert G. and et. al. Rogh Lipo-

polysaccharide of Brucella abortus SRB51 as a com-

mon Antigen for Serologicsl Detection of B. ovis, B. 

canis, and B. abortus SRB51 Expoure Using Indirect 

Enzyme Immunoassay and Flurescence Polariza-

tion. Journal of Immunoassay. 2004; 25(2):171-182. 

8- Robles C A, Nielsen K, Willems P. Evalua-

tion of three different antigens in an indirect en-

zyme- linked immunoassay for the detection of anti-

bodies, against, Brucella, abortus SRB51 in vac-

cinated heifers. Veterinary Immunology and Im-

munopathology. 2009; 127(1-2): 153-155. 

9- Ramesh V, Yongqun H, Larissa S B, 

Schuring G G. Complementation of Brucella abor-

tus Strain RB51 with a functional WboA Gene Re-

sults in O – Antigen Synthesis and Enhanced Vac-

cine Efficacy but No Change in Rough Phenotype 

and Attenuation. Infect Immun. 2000; 68(7): 3927-

3932. 

10- Wang Z, Wu Q. Research progress in live 

attenuated Brucella vaccine development. Curr 

Pharm Biotechnol. 2013; 14(10): 87-96. 

11- Xinghang Y. and et al. Progress in Brucella 

Vaccine Development. Front . Biol. 2013; 8: 60-77. 

12- Zowghi E. Proceeding of Second Iranian 

National congress of Brucellosis,Shahid Beheshti. 

University of Medical Sciences, 2007 ]in Persian[. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24372253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24372253


New Findings in Veterinary Microbiology                                 Volume 1, Issue 1, Spring & Summer 2018 

28 

Optimization of Rough Lipopolysaccharide Extraction from Brucella abor-

tus by Phenol – Chloroform - Petroleum ether 

 
1 Kalantarirmin , A1*Alamian aeed S 

 
1- Brucellosis Department, Razi Vaccine and Serum Research Institute (RVSRI); Agricultural Research, Educationand 

Extension Organization (AREEO), Karaj, Iran. 

 

Receive: September 27, 2019; Revise: October 16, 2019; Accept: October 22, 2019 

 

Summary 

 

Brucellosis is an important zoonotic disease which threatens public health and livestock industry. The aim of 

this study was to optimize extraction of rough lipopolysaccharide from Brucella abortus which can be used as the 

antigen for the development of serological tests to diagnose vaccinated animals. This applied study was performed 

in the Brucellosis Research and Production Laboratory. For this purpose, the rough strain was cultured in Brucella 

agar specific medium and final diagnosis was performed by PCR method. The rough lipopolysaccharide of Bru-

cella abortus was extracted by phenol-chloroform-petroleum ether method and the results of rough LPS extraction 

were approved by LAL and SDS - PAGE methods. Extraction and precipitation of Lipopolysaccharide with cold 

methanol and sodium acetate was performed by using Phenol – Chloroform - Petroleum ether method. Then Lip-

opolysaccharide was identified by Limulus Amebocyte Lysate (LAL) test and formation of clots indicated pres-

ence of Lipopolysaccharide.  Also SDS – PAGE (14 % Polyacrylamide gel) followed by silver nitrate staining 

showed a 12 KDa band which indicates Rough Lipopolysaccharide. According to the results of this study, it seems 

that Phenol – Chloroform - Petroleum ether method is an excellent method for extraction of rough LPS of antigen 

for the development of serological tests and ELISA Kit to diagnose vaccinated animals.  
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