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Abstract  

Background & Objectives: Mannheimia haemolytica is one of the main bacterial species involved 

in lung diseases in ruminants. This bacterium is a part of normal flora in upper respiratory tract of 

these animals. M. haemolytica is an opportunistic microorganism, gaining access to the lungs 

when host defenses are compromised by stress or infection with respiratory viruses or                

mycoplasma. Antibiotics are candidates for treatment of Mannheimiosis but the universal growth 

of antibiotic resistance reduces their effectiveness. Therefore, vaccines are used broadly to control 

this disease while the low durability of existing vaccines makes to need vaccine progress. The   

objective of this study was to prepare inactivated immunogen of M. haemolytica and to define the 

suitable dose for immunization of sheep. 

Material & methods: The polymerase chain reaction technique was used for identification of       

M. haemolytica. Formalin-inactivated immunogen adjuvanted with aluminum hydroxide and     

injected subcutaneously to sheep in different doses of 0.5, 1, 1.5 and 2 ml. 

Results: Elisa results advocates long-term humoral immunity in studied animals and 1 ml seems to 

be sufficient dose for immunization of sheep. 
Conclusion: Due to the lack of inactivated M. haemolytica vaccine in Iran, the results of this     

research are important in controlling M. haemolytica infection and provide useful information for 

making a suitable vaccine to prevent pneumonic pasteurellosis in Iran. 
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 چکیده

های ریوی در نشخوخوارگخنخنخدگخان های باکتریایی مرتبط با بیماریترین گونهیکی از اصلیمنهیمیا همولیتیکا باکتری سابقه و هدف: 

ی فرصت طلب است و زمانخی باشد و به صورت طبیعی در بوش فوقانی سیستم تنفسی حیوان وجود دارد. این باکتری یک گونه می

کخنخد. ها دسترسخی پخیخدا مخیافتد به ریههای تنفسی یا مایکوپلاسما به خطر میکه دفاع میزبان در اثر استرس و عفونت با ویروس

دهد. بخنخابخرایخن  ها را کاهش میبیوتیکی اثربوشی آن های درمان هستند، اما افزایش جهانی مقاومت آنتیها یکی از روش بیوتیک آنتی

های موجود بالا نیست و نیاز به بهخبخود شود اگرچه دوام واکسنای انجام میاستفاده از واکسن برای کنترل بیماری به صورت گسترده

زایخی و تعیین دز مناسب جهت ایخمخنخیمنهمیا همولیتیکا ها مورد نیاز است. هدف از این مطالعه، تهیه ایمونوژن غیرفعال  کارایی آن

 باشد.گوسفندان می

همراه ادجوانت آلوم در دزهخای ها استفاده شد. سپس ایمونوژن غیرفعال بهروش مولکولی جهت تعیین هویت جدایهها: مواد و روش

 لیتر به گوسفندان تزریق شد.  میلی 2و  1/0، 1، 5/0موتلف 

 1صورت طولانی مدت در گوسفندان بود. دز منخاسخب ها و ایجاد ایمنی هومورال بهبادینتایج الایزا نشان دهنده ترشح آنتیها: یافته

 دست آمد.  لیتر بهمیلی

در ایران، نتایج این تحقیق در کنترل عفونت آن حائز اهخمخیخت   M. haemolyticaبا توجه به عدم وجود واکسن غیرفعال گیری: نتیجه

 دهد.بوده و اطلاعات مفیدی را برای ساخت واکسن در ایران ارائه می

 ایمونوژن غیر فعال، گوسفند، الایزا. ،منهمیا همولیتیکاکلمات کلیدی: 

 1152/11/1پذیرش مقاله:                                 1152/2/10ویرایش مقاله:                                 1152/2/11دریافت مقاله: 

 سازی رازی، شیراز.*( آدرس برای مکاتبه: گروه میکروبیولوژی، مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم

  yahyatahamtan@yahoo.comپست الکترونیک:                    52134215333تلفن: 

 م دمه     

( یک کوکخوبخاسخیخ                 پاستورلا همولیتیکا                  سابق           منهمیا همولیتیکا                

گرم منفی، غیرمتحر  و بتاهمولیتیک مختخعخلخق بخه خخانخواده                                                   

پاستورلاسه است کخه یخک گخروه بخزر  و مختخنخوع از                                          

گاماپروت وباکترهای گرم منفی را در برمخی گخیخرد. خخانخواده                                                      

    Pasteurellaceae                                               دارای پل ومورفیسم بوده و اشکال برآمخده و

هخای     شود. اما عمدتا باسیخ                     ها دیده می          ای شک  نیز در آن                رشته    

میکرومتر(، گرم منفخی،                              2           1         5/2کوتاه یا کوکوباسی  با اندازه                                

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خخلاقخانخه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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اختیاری، اکسیداز م بت بخوده                                هوازی       فاقد ها ، غیر متحر ، بی                       

احیا  کرده و نیز سبب تخوخمخیخر                                و قادرند نیترات را به نیتریت                              

های غنی رشخد             سوتی بر روی محیط                    ها شوند و به              هیدرات      کربو    

کنند، کاتالاز، اکسیداز و آلکالین فسفاتاز م بت هستند و بخا                                                         می  

 .   ( 1    شوند    گیمسا به شک  دو قطبی دیده می                              رن  آمیزی           

های تنفسی گاو، گوسفند، بخز و                             پاستورولوز دراص  به بیماری                              

پخاسختخورلا         یخا      همولیتیکا             منهمیا        شود که توسط             خو  گفته می               
شود. این دو باکتری ممکن است به صخورت                                     ایجاد می          مالتوسیدا         

مشتر  یا هرکدام به تنهایی بیماری پاستورولوز را سبب شونخد.                                                          

را عام  بیماری در گوسفند و بخز و                                 همولیتیکا             منهمیا      معمولا       

(.    2کنند        را عام  بیماری در گاو قلمداد می                                 پاستورلا مالتوسیدا                 

ترین فخرم          معمول       منهمیا همولیتیکا                پاستورلوز ایجاد شده بوسیله                            

نمونیای حاد در گوسفند است که به آن منهمیوز نخیخز گخفختخه                                                     

افتد اما در اثخر                 صورت تکی اتفاق می                 شود. در ابتدا بیماری به                        می  

صورت گسترده ر                 استرس، دستکاری و حم  و نق ، شیوع به                                   

 دهد.    می  

  1سروتی           منهمیا همولیتیکا                اند که        مطالعات موتلف نشان داده                       

ترین عام  ایجاد پاسترولوزیس و تخب                                  ترین و رایج           مهم     4و     2و   

عخمخومخا از            4و   2،   1در گاوها سروتای                   (.      3باشند         در دام می         

از      4و     2های     شوند و سروتی              بازیابی می              حلق حیوانات سالم                  

آید. در گوسفنخدان                  دست می      اند به      مرده      BRD    در اثر          گاوهایی که            

  A1شود، در حالی که سروتیخ                         دیده می         2اهلی اک را سروتی                        

 . ( 0و 1باشد        عام  اصلی نمونیا در گاوها می                            

عنوان یک ع و طبیعخی                    اغلب به       منهمیا همولیتیکا                  با وجودی که             

میکروبیوتای دست اه تنفسی فوقانی وجود دارد، اما عفونخت بخا                                                         

آن ممکن است به طور مستقیم یا غیر مستقیم به دلی  عخوار                                                        

  فراوانی را بخه             اقتصادی         خسارات        آلودگی و مر  و میر حیوان                          

عخامخ       منهمیا همولیتیکا                  (.      4تحمی  کند             و دامداران            صنعت دام          

های متعددی است که انواع موتلفی از میزبانان را تحخت                                                   سندرم     

دهد. سندروم مهم پاستورلوز در حیوانات اهلی و                                             ت ثیر قرار می             

صورت بیماری دست اه تنفسی فوقانی به شک  رینیت                                              وحشی به       

 سوزش و التهاب موا  بینی و ترشحات بینخی( و بخیخمخاری                                                  

 باشد.       دست اه تنفسی تحتانی به شک  نمونیا می                                    

مخنخهخمخیخا        هخای     نکته قاب  توجه این است که بسیاری از گونه                                        
طخلخب بخاعخ  ایخجخاد                صورت پاتوژن فخرصخت                به    همولیتیکا         

. استرس ناشخی از شخرایخط                       شوند    های حاد و مزمن می                   عفونت     

های بخاکختخریخایخی یخا                  نامناسب محیطی، حم  و نق  و عفونت                                

منخهخمخیخا        ویروسی از عوام  مستعد کننده بیماری تنفسی بر اثر                                                 
پیش خیخری یخک            (.      2باشند         در نشووارکننده گان می                       همولیتیکا         

هخای     روش مناسب و مؤثر بخرای جخلخوگخیخری از عخفخونخت                                      

هایی چون بز و گوسفند اهخمخیخت                            پاستورلوزی است و در دام                       

  کخاهخد.     ها مخی     بسیاری دارد و از خسارات اقتصادی به دامداری                                          

بیوتیک درمانی، یک روش مفید برای کخنختخرل عخفخونخت                                             آنتی    

های میکروبی باع  شده که استخفخاده از                                    باشد، ولی مقاومت                  می  

مطالعخات نشخان                (.    1ها چندان موفقیت آمیز نباشد                              بیوتیک      آنتی    

هخائخی      بیخوتخیخک      به آنتی         منهمیا همولیتیکا                دهنده مقاومت باکتری                     

ها، تتراسایکلین، استرپتومایسین، سولفونامخیخدهخا،                                               مانند بتالاکتام              

 (.  15و 2باشد        ماکرولیدها و سولفامتازین می                           

هخای ایخمخنخی و حخفخ                  بنابراین واکسیناسیون با ایجاد پاس                                   

های حاف ه ایمونولوژیک، موثخرتخریخن اسختخراتخ ی در                                               سلول    

هخای     (. بروز بیخمخاری              11های عفونی است                 پیش یری از بیماری                 

هخا و فخن         های دارویی، تقا ا بخرای روش                          نو هور و مقاومت               

به طخور کخلخی اکخ خر                 های جدید را افزایش داده است.                              آوری    

حدود      منهمیا همولیتیکا                    های باکتریایی مورد استفاده علیه                                 واکسن     

(،    12کنند        درصد ایمنی در برابر آلودگی با باکتری ایجاد می                                               05

های بیشتری بخرای گسختخرش و پخیخدایخش                                در نتیجه تلاش            

   های مناسب لازم است.                    واکسن     

هدف از این تحقیق تمرکز بر تولید ایمونوژنی است که بتخوانخد                                                         

های تنفسخی           چشم انداز نوینی را برای مقابله و مبارزه با بیماری                                                 

ی جداسازی، خال  سخازی و                        در گوسفند ایجاد کند. در ادامه                             

(، این پ وهخش              13ها در تحقیق قب                    تعیین تی  کپسولی جدایه                      

با هدف تهیه ایمونوژن غیر فعال و در نهایت ارزیابی د ز مناسب                                                            

 زایی در گوسفندان انجام شد.                            برای ایمنی          

 

 ها  مواد و رو           

جدا شده از گوسفخنخد                   منهمیا همولیتیکا                  ، باکتری          در این پ وهش            
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سخازی رازی                             واکسخن و سخرم           مؤسسه تخحخقخیخقخات               توسط      

عنوان سویه اصلی مخورد اسختخفخاده قخرار                                   (، به     RVSRIشیراز         

( انخجخام         Experimentalگرفت. این پ وهش به صورت تجربی                                 

شد و جامعه آماری مورد پ وهش جهت تعییخن دز مخنخاسخب                                                

ی شیخراز بخود. حخیخوانخات                      ایمونوژن، گوسفندهای ن اد کبوده                              

مخنخهخمخیخا        عنوان جامعه آماری سابقه عفونت با                                  انتواب شده به             

 و یا واکسیناسیون در برابر این باکتری را نداشتند.                                                همولیتیکا           

فریز، مجخددا                  خیره شده در              منهمیا همولیتیکای                 های     تمام جدایه          

صورت جداگخانخه بخر                  وب شده و با رعایت شرایط اسپتیک به                                  

    2، آلمان( حخاوی               Merck شرکت          Blood Agarمحیط    روی     

های کشت داده شده                  کشت خطی داده شد. محیط                     خون گوسفند            

  درجه سلسیوس قرار گرفتخنخد.                          32ساعت در دمای                21به مدت        

هخای     ها از ن خر کخلخنخی              گذاری نمونه           پس از طی دوره گرموانه                     

 بررسی شدند.             منهمیا همولیتیکا                  مشکو  به          

، از روش مولکخولخی                  منهمیا همولیتیکا                در ادامه برای تایید نهایی                           

PCR                                                  ،استفاده شد که روشی بسیار دقیق، سری  و اختخصخاصخی

تخوسخط        PCRهای باکتری است. آزمخون                       برای ت یید وجود ژن                  

  Eppendorf, Mastercyclerدست اه ترمخوسخایخکخلخر مخدل                         

 radient                                    از    ، آلمان( صورت پذیخرفخت. در ایخن پخ وهخش

برای شناسایی همین ژن در                            Rpt2پرایمرهای الی ونوکل وتیدی                         

در فخرایخنخد                                 اسختخفخاده شخد.             منهمیا همولیتیخکخا                  های     جدایه     

بخا اسختخفخاده از کخیخت                                                               DNAاسختخوخرا          ،   PCRواکنش       

حجم مولو  واکنش در                    ایران( انجام گرفت.                      - شرکت سیناژن            

 (.  1میکرولیتر درن ر گرفته شد  جدول                                  20هر میکروتیوب              

مخنخهخمخیخا        توالی پرایمر مورد استفاده جهت شناسایی باکتخری                                              
 (.  11نشان داده شده است                       2در جدول         همولیتیکا           

 . PCRمولو  واکنش محتویات هر ویال : 1جدول 

Microliter PCR Ingredients   

2.5 PCR buffer 10X 1 

1 2MgCL 2 

0.5 dNTP 3 

1 Forward Primer 4 

1 Reverse Primer 5 

0.25 Taq polymerase 6 

16.75 Deionized water (double distilled water)  7 

2 (DNA) Test sample 8 

 .توالی اسید نوکل یک پرایمرها: 2جدول 

Target 
gene 

Primer Sequence (5’→3’) Amplicon size 
(bp) 

Rpt2 
F  TTT TAA ATATCCCATTT 

1022 
 R C TTTTCCACTT C T A 

ابختخدایخی         Denaturationبه صورت یک مرحله  PCRشرایط 

 دقیخقخه در  1سیک    30( که توسط C ̊  20دقیقه در 3ابتدایی  

C ̊  20  ،)1  دقیقه درC ̊  11  ثانیه در 35( و  C ̊22 .ادامه یافت )

دقخیخقخه  0به مدت  C ̊  22نهایی دمای   Extensionدر مرحله 

دقیقه  0به مدت  C22˚نهایی دمای   Extensionیافت. در مرحله

من ور جداسازی و تشوی  قطخعخات بهاستفاده شد. در نهایت 

DNAبخاشخد. ، الکتروفورز بر روی ژل آگارز روش مناسبی مخی

ها با استفاده از روش مولکولی، چنخد پس از تایید نهایی باکتری

 Brain Heartلیتر محیط  میلی 0کلنی تک از محیط بلاد آگار به 

Infusion Broth (BHI  شرکت Merck انتقال داده شد و در )

درجه سخلخسخیخوس در انخکخوبخاتخور شخیخکخردار  32دمای 

سخاعخت  21گذاری گخردیخد. بخعخد از گخذشخت  گرموانه

گذاری، غخلخ خت سخوسخپخانسخیخون بخاکختخری بخا               گرماخانه

استفاده از دست اه اسپکختخروفختخومختخر جخذب اتخمخی مخدل                

(Pharmacia biotech, Sweden)     13مشو  گردید.) 

منهمیخا های ی مناسب از میان جدایهبرای مشو  نمودن نمونه

 خیره شده در بانک باکتری آزمایش اه مخوسخسخه  همولیتیکای

سازی رازی شعبه شیراز، هر کخدام از تحقیقات واکسن و سرم

ها در رقخت ی آنکشت داده شد و همه BHIها در محیط جدایه

که با استفاده از روش کدورت سنجخی  ml/CFU  215 ×3یکسان 

میکرولیتر به دو  055به میزان  دست آمد،در اسپکتروفتومتری به

تزریق شخد. از مخیخان  (i.p)سر موش بصورت داخ  صفاقی 

های بعدی انتخوخاب ها، تعدادی جدایه جهت انجام آزمون نمونه

استفاده گخردیخد.   Balb/Cهای گردید. در این پ وهش از موش

 گرم بود. 22-11ها ماده و وزن جنسیت همه موش

بر اساس نتخایخج منهمیا همولیتیکا ی مناسب پس از تعیین سویه
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کشت داده شخد و  BHIها، این جدایه مجددا در محیط آزمایش

سازی باکتری، فرمالین با غل ت مخنخاسخب بخه جهت غیر فعال

سوسپانسیون باکتری با غل ت انتوخاب شخده ا خافخه و در 

درجخه سخلخسخیخوس  32انکوباتور شیکخردار و در دمخای 

 گذاری گردید.  گرموانه

ی ایمونوژن غخیخر اطمینان از استری  بودن نمونهدر ادامه جهت 

گذاری مناسب، از نمونه در شده با فرمالین، بعد از گرموانهفعال

کشت و در   BHIو   Nutrient Agar ،Blood Agarهای محیط

هخا بخه گذاری گردید. این محیخطدرجه سلسیوس گرموانه 32

ساعت از ن ر و عیت رشخد یخا عخدم رشخد  11و  21مدت 

برای تهیه ایمخونخوژن   . ( 10ها مورد بررسی  قرار گرفت   باکتری

غیر فعال، ژل آلوم تهیه و به باکتری غیر فخعخال شخده ا خافخه 

گردید. سوسپانسیون حاوی باکتری کشته شخده و ادجخوانخت 

 جهت تلقیح آماده شد.

گوسفند به دو گروه اصلی تست و کنتخرل تخقخسخیخم  05تعداد 

های تست و هخر گخروه تسخت گوسفند در گروه 15گردیدند. 

راس  15راس گوسفند و گروه کنترل نخیخز شخامخ  15شام  

ها در دو نوبت  دوز اول و دوز گوسفند بود. تزریق ایمونوژن

ای و بصورت زیر جلدی، انجام شخد. بوستر( با فواص  دو هفته

گروه تست در واق  شام  ایمونوژن غیرفعال شده با فرمالین بخه 

باشند و گروه کنختخرل شخامخ  تخمخام همراه ادجوانت آلوم می

ژن بود. ایمونوژن تهیه شده محتویات گروه تست به غیر از آنتی

( و آزمخون 3در دزهای موتلف به گوسفند تزریق شد  جدول 

بادی اختصاصی علیه باکتری بر الایزا برای تعیین میزان تیتر آنتی

 های جداسازی شده از گوسفندان انجام گرفت. روی سرم

در ادامه از تمام گوسفندان ایمن شده و گروه کنترل در فواص                                                             

های ونوجکت حاوی ژل فعال کننده                               زمانی مشو  توسط لوله                    

ها جدا شخده و در فخریخزر                                   گیری شد. سپس سرم                لوته خون        

 درجه سلسیوس جهت انجام آزمون الایزا ن هداری شد.                                                 -25

،   SPLاستیرن  شرکت              خانه از جنس پلی                 24های     از میکروپلیت            

ها استخفخاده شخد.                ژن  دهی  کوت کردن( آنتی                   کره( برای پوشش              

کخنخنخده       در بخافخر کخوت           منهمیا همولیتیکا                  مقدار مناسب باکتری                    

میکرولیتر از آن درون                        155بی کربنات ح  گردید و                        -کربنات        

درجخه        1در دمای         ساعت        21هر چاهک ریوته شد و به مدت                           

PBS/Tween 20    سلسیوس قرار گرفت. سپخس بخا مخحخلخول                              

در مرحله بعد در هخر چخاهخک                                       شد.     انجام       شستشو         ( 0.05)

 Bovine serumسرم آلبومین گخاوی                      1از محلول                155   

albumin    BSA                                     به من ور بلاکین  ا افه و بخه مخدت یخک )

  155قرار گرفت. پس از شستخشخو                          32         ساعت در انکوباتور                   

میکرولیتر سرم رقیق شده درون هر چاهک ریوته و بخه مخدت                                                    

  155گذاری شد. در ادامه،                     گرموانه         32         یک ساعت در دمای                 

( به هر چاهخک              1/1555میکرولیتر محلول کون وگه گوسفندی                                   

قخرار        32         مدت یک ساعت در انکوباتخور                          به  ا افه گردید و               

  155گرفت. پس از اتمام دوره انکوباسیون بخه هخر چخاهخک                                              

دقیخقخه در            12ا افه و به مدت                  TMBمیکرولیتر از سوبسترای                       

  155در نخهخایخت          شد.     گذاری       گرموانه       دمای اتاق و در تاریکی                       

من ور توقف واکنخش بخه                       به      12/0سولفوریک            میکرولیتر اسید              

ها ا افه گردید. در نخهخایخت، دانسخیختخه نخوری                                        تمام چاهک         

(         ELISA readerآمده توسط دست اه خوانش ر الایخزا                                    دست     به  

    BioTek Instruments         )نخانخومختخر           105طول مو          ، در      ، آمریکا

 (.  13خوانده شد             

نسخوخه         ANOVAو آزمون آنالیخز واریخانخس                        SPSSافزار       نرم   

ها استفخاده شخد. از                   شانزدهم برای تجزیه و تحلی  آماری داده                                     

(   Repeated ANOVAروش آماری آنالیز واریانس با تخکخرار                                     

 One wayبخادی و روش          برای ارزیابی ت ثیر زمان در تیتر آنتخی                                    

 های تست و کنترل مورد آزمون.مشوصات گروه: 3جدول 

روش 

 تزریق

دز تزریقی 

  میلی لیتر(

نام  مشوصات

 گروه

(s.c) 0/5  ایمونوژن غیرفعال + ادجوانت ژل

 آلومینیوم هیدروکسید

1 

(s.c) 1  ایمونوژن غیرفعال + ادجوانت ژل

 آلومینیوم هیدروکسید

2 

(s.c) 0/1  ایمونوژن غیرفعال + ادجوانت ژل

 آلومینیوم هیدروکسید

3 

(s.c) 2  ایمونوژن غیرفعال + ادجوانت ژل

 آلومینیوم هیدروکسید

1 

(s.c) 1 کنترل محتویات گروه تست بجز آنتی ژن 
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ANOVA                                      های موتخلخف           برای مقایسه میان ین مت یرها بین گروه

  با آزمخون            5/0ها با درصد خطای                 استفاده گردید. نتایج سنجش                         

 مورد تجزیه و تحلی  قرار گرفت.                                  
 

 ها  یا ته     

دارای حاشیه گرد و سطح مخحخدب                            های منهمیا همولیتیکا                      کلنی    

با همولخیخز           نسبتا ریز سفید یا کرمی                        های     کلنی    صورت      است و به        

آمخیخزی       . پس از رنخ             عیف بر روی محیط بلاد آگار دیده شد                                 

هخای     صورت کوکوبخاسخیخ               ها زیر میکروسکو  به                   گرم، باکتری           

. جهت تعیین هویت باکتخری بخه                            کوتاه و گرم منفی دیده شدند                          

در        R t2ح ور ژن           Single step PCR  روش آزمون مولکولی                 

بر روی ژل             PCRت یید شد. محصول                   منهمیا همولیتیکا                باکتری        

جخفخت بخاز           1522الکتروفورز آنالیز و باند حاص  با انخدازه                                         

 دست آمد.          به  

منهمیا همولیتیکخا                  بادی اختصاصی علیه باکتری                          در ادامه تیتر آنتی                  
ژن    ایمونوژن استاندارد یعنی آنختخی                            در گوسفندان دریافت کننده                          

  غیرفعال شده و ادجوانت آلوم  ژل آلومینیوم                                          منهمیا همولیتیکای                 

نشخان        1در نمودار           هیدروکسید( مورد بررسی قرار گرفت. نتایج                                        

بخادی را         داده شده است، نمودار سمت راست ت ییرات تیتر آنتی                                               

  4هفته اول و نمودار سمت چ  ت ییرات را در بازه زمانی                                                     1در    

بادی از هفته سخوم                  با توجه به نمودار تیتر آنتی                           دهد.      ماه نشان می           

  پس از تزریق دز یادآور،                        0،   1شروع به افزایش کرده و در هفته                               

به بیشترین مقدار خود رسیده و سپس در پایان هفختخه شخشخم                                                    

تدریج       شروع به کاهش کرد. این کاهش تیتر تا ماه دوم و سوم به                                                   

گخروه      ادامه داشت و در ماه ششم به حداق  میزان خود رسیخد.                                                  

داری تیتر ایمنخی                 دریافت کننده ایمونوژن با اختلاف آماری معنی                                         

 (.       5/50بالاتری نسبت به گروه کنترل نشان داد                                      

، منهمیا همولیتخیخکخادر ادامه برای انتواب دز مناسب ایمونوژن 

لیتر به گوسفند تزریق شد. نتخایخج میلی 2و  1/0، 1، 5/0دزهای 

بادی گوسفندان ایمن شده بخا دزهخای مربو  به میزان تیتر آنتی

لخیختخر میلخی 1آورده شده است. دزهای بالای  2فوق در نمودار 

داری لیتر داشت و اختلاف آماری مخعخنخیمیلی 1نتایجی مشابه 

( بنابراین از ن ر اقتصادی هم مخقخرون    >   5/50دست نیامد  به

بادی اختصاصی ایمونوژن همراه با هیدروکسید آلومینیخوم تیتر آنتی:  1نمودار 

 در گوسفندان.

های دریخافخت کخنخنخده بادی اختصاصی مربو  به گروهتیتر آنتی:  2نمودار 

 های موتلف ایمونوژن. دز

لیتر برای هر گوسفند اسختخفخاده میلی 1به صرفه است که از دز 

لیتر نیز تیتر کمتری نسبت بخه سخایخر دزهخا میلی 5/0شود. دز 

لیتر و سایر دزها تخفخاوت میلی 5/0داشت. در این رابطه بین دز 

 (. 2(  نمودار     5/50داری حاص  شد  آماری معنی
 

 بحث

M. haemolytica  وP. multocida هخای علت اصلی بخیخمخاری

های دامخی درصد از ک  بیماری 0/4ها هستند که تنفسی در دام
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دهند و خسارات اقتصادی قخابخ                             را در سراسر جهان تشکی  می                         

(. تاکنون مطالعات علمی زیادی در                                 14دنبال دارند               توجهی را به           

در کشورهای                M. haemolyticaخصو  جداسازی و شناسایی                        

از سواب بیخنخی،                 منهمیا همولیتیکا                (.      2موتلف انجام شده است                       

های گوسفند سالم و نشووارکنندگان با علائم  ات                                             ها و لوزه         ریه   

مخنخهخمخیخا        مطالعات موتلفی شیوع                         (.    12الریه جدا شده است                     

را در گوسفندان مناطق موتلخف                            همولیتیکا و پاستورلا مالتوسیدا                               

شخیخوع بخالای           (.      12و 11جهان از جمله ایران نشان داده است                                    

باع  افزایش تخحخقخیخقخات،                        بیماری منهمیوز در حیوانات اهلی                              

بنابراین، در ادامه                    سازی علیه این عفونت شده است.                              جهت ایمن        

( در زمینه جداسازی، شناسایخی                             13تحقیقاتی ما               کار قبلی گروه               

از سخواب           منهمیا همولیتیکا                های موتلف           سازی جدایه          و خال       

هخا، در        بینی و گلوی گوسفندان بیمار و تعیین تی  کپسولی آن                                                

های  خیره شده، ایمونوژن مخنخاسخب                               این مطالعه از میان جدایه                        

زایی در گوسفندان تهیه شد. هم نین در ادامخه دز                                              جهت ایمنی         

مناسب ایمونوژن در تزریق به گوسفند مخورد بخررسخی قخرار                                                   

 گرفت.     

باشخد      بطور کلی واکسیناسیون اقدام پیش یرانه ایمن و موثری می                                                    

های موتلف حیوانات نیز اهمیت بسیخاری                                    حتی در بین گروه                 که  

های قاب  توجهی در تحقیقخات                           در چند سال اخیر پیشرفت                      دارد.       

های مدرن و مؤثر صورت گرفتخه اسخت.                                   برای شناسایی واکسن                  

های تولید یک واکسن                      های متعددی برای طراحی استرات ی                                جنبه    

دهد واکسن علخیخه                  ها نشان می          وجود دارد. با این وجود، بررسی                             

هایی در کاربرد آن وجود دارد                               منهمیا تکام  یافته اما محدودیت                              

  منهمیا همولیختخیخکخا                مطالعه ی بیماریزایی                     .     که باید برطرف شود                 

ایخن     زایخی      اطلاعات ارزشمندی را در مورد فرآینخد بخیخمخاری                                        

های طبیعی آن مشو  کخرده اسخت.                             میکروارگانیسم در میزبان                       

های جخدیخد شخده، کخه                  این تحقیقات منجر به توسعه واکسن                               

ها در حال حا ر برای استفاده در حیخوانخات بخه                                           تعدادی از آن            

 . ( 21و 25صورت تجاری در دسترس هستند                             

، تامسون و همکاران نشان دادند یک روز پس از                                            1220در سال        

حم  و نق ، حیواناتی که سالم ماندند دارای تعداد کمختخری از                                                         

M. haemolytica                     بخادی      های بالاتر آنختخی              در حفره بینی و غل ت

نسبت به گاوهای بیمار بودند. بنابرایخن، واکسخیخنخاسخیخون بخا                                                      

توانخد       قب  از حم  و نق  می                        M. haemolyticaهای موثر          واکسن     

الریه ناشی از تب حمخ  و نخقخ  کخاهخش                                               به طور بالقوه  ات                 

هخخای                                     مخطخخالخعخه واکسخن              1215هخای     در سخال      .     (   22دهخد       

M. haemolytica                            های موجخود           زنده گسترش یافت زیرا واکسن

کخرد و گخاهخی            حفا ت مناسب در برابر بیماری را ایجاد نمخی                                        

شخدنخد. در          باع  افزایش شدت بیماری در حیوانات نیخز مخی                                        

انجام شخد            1211و همکاران که در سال                     Mantsumotoتحقیقات         

درصخد و          2/0استورا  شده با سالیخن                        منهمیا همولیتیکای                 از    

عنوان واکسن زیخر جخلخدی                      ادجوانت آلومینیوم هیدروکسید به                              

استفاده گردید. این واکسن مقاومت بیشتری نشان داد. اما چالش                                                           

پس از واکسیناسیون زیر جلدی منجر به نتایج متناق  شد. زیرا                                                          

استورا  باکتری با سالین گرم منجر بخه حخذف کخپخسخول و                                                 

 . ( 23های سطحی متعددی شد                        پروتین      

منهمیا        ی مناسب         در مطالعه حا ر، پس از مشو  نمودن سویه                                     
ژن غیر فعال با ادجوانت آلوم تهیه شخد و در                                          ، آنتی      همولیتیکا         

بخرای      عنوان حیوان هدف مورد بررسی قرار گرفخت.                                       گوسفند به         

های آلومیخنخیخومخی در یخک                      ادجوانت         1224اولین بار در سال                  

کار برده شد و سپس برای حدود یخک قخرن مخورد                                         واکسن به        

توانند به طور مخوثخر                    ها می     استفاده قرار گرفته اند. این ادجوانت                                   

ژن ها را جذب کنند و پس از ورود به بدن در بدن انخبخار                                                    آنتی    

ژن ها را آزاد می کنند تا یک پخاسخ                                   شوند. سپس به آرامی آنتی                       

هخا      بخرایخن، ادجخوانخت              ایمنی طولانی مدت ایجاد کنند. عخلاوه                                

های آزاد را بخرای تخجخمخ  در  رات الخقخا                                                        ژن    توانند آنتی             می  

هخای       ها توسط سخلخول              ژن    ( و در نتیجه جذب بهتر آنتی                          21کنند        

از طرف دی ر، یک                 ( را افزایش دهند.                   APCژن        دهنده آنتی            ارائه     

واکسن خوب نه تنها ایمنی محاف تی طولانخی مخدت ایخجخاد                                                             

 کند، بلکه ساخت آن ارزان است.                            می  

کخه حخاوی           M  haemolyticaژن غیر فعال             در این تحقیق ،آنتی                  

عنوان کمکی است، تهیه شد و گوسفندان                                    باکتری کام  و آلوم به                     

صورت زیخر جخلخدی               لیتر از ایمونوژن فوق به                       میلی      1دو بار با           

بالاتخر در             Igبادی      ایمن شدند. ایمونوژن فوق دارای تیتر آنتی                                       

بادی برای مدت طخولانخی                     و تیتر آنتی             بود   مقایسه با گروه کنترل                      
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های کام           های پ وهش حا ر با سایر واکسن                            بالا باقی ماند. داده                   

M. haemolytica                 هخمخ خنخیخن در ادامخه                    10مطابقت دارد .)

به گوسفندان                  ایمونوژن مذکور در دزهای موتلف به صورت                                       

و     1/0،   1موتلف تزریق شد. نتایج نشان داد که دزهای تزریقی                                                

داری نداشتند بنابراین بخا                          لیتر از ن ر آماری اختلاف معنی                            میلی      2

های مربو  بخه آن،                  های اقتصادی و کاهش هزینه                        تواجه به جنبه             

لیتر یک دز مناسب و کافی برای ایجاد ایمنی لازم در                                                 میلی      1دز    

 شود.    گوسفندان پیشنهاد می                   

ها      بادی    ایمونوژن تهیه شده در این پ وهش با تولید و ترشح آنتی                                                   

باع  ایجاد ایمنی هومورال شده و از عخفخونخت جخلخوگخیخری                                                             

می کند. پاس  ایمنی هومورال عام  مهمی در مخقخاومخت بخه                                                   

ایمنی هومورال نخوعخی پخاسخ                          است.        منهمیا همولیتیکا                عفونت       

هخا بخه       ها یا باکتخری            بادی در مقاب  ورود ویروس                        وابسته به آنتی              

  هخومخورال،            ایخمخنخی         اجخرایخی          باشد. در واقخ  عخوامخ                    بدن می      

باشند. سلامت واکسن مس له بسیار مهم اسخت و                                         می      ها   بادی     آنتی    

یک واکسن ابتدا باید ایمن باشد. در این تخحخقخیخق، سخلامخت                                                   

ترکیبات مورد آزمایش با بررسی و عیت حیوانات مشخوخ                                                  

های نامطلوبی مانند ت ییرات دمای بدن و سایر علائخم                                                   شد. نشانه         

مخراحخ  آزمخایخش              مح  تزریق در طول                  وی ه در         غیر طبیعی به            

مشاهده نشد. و عیت استری  بودن ایمونوژن نشخان داد کخه                                                    

هخمخ خنخیخن        های میکروبی زنده بود.                       ایمونوژن عاری از آلاینده                       

ت ییری در رفتار حیوان و یا واکنش مو عی و عمومی در هیخ                                                        

گروه از گوسفندان دیده نشد. و عیت کلی حیوانات ثابت بخود                                                       

های مورد آزمخایخش                 و افزایش غیرطبیعی دمای بدن نیز در گروه                                      

 مشاهده ن ردید.              

  در نهایت، نتایج تحخقخیخق حخا خر در کخنختخرل عخفخونخت                                                                         

M.  aemolytica                                        مهم بوده و اطلاعات مفیدی را برای ساخخت

واکسن مناسب برای پیش یری از پاستورلا و منهمیخا در ایخران                                                       

همانطور که مشو  است واکسن غخیخر فخعخال                                                 کند     فراهم می        

M  haemolytica                                             در ایران وجود ندارد بنابراین تهیه و بخررسخی

هخای     این واکسن جذابیت بیشتری نسبت بخه سخایخر واکسخن                                          

پاستورلوز دارد در این پروژه برای اولین بار در ایران، تهیه آسان                                                                

 ایمونوژن موثر منهمیا در گوسفند گزارش شد.                                        

 گیری    نتیجه     

جدا شده از              منهمیا همولیتیکا                های     در این مطالعه، از میان باکتری                             

ی مناسب و تهیه ایمونوژن اقخدام                               گوسفند، پس از انتواب سویه                         

سازی گوسفندان گردید. نتایج الایزا نشان داد گوسفندان                                                    به ایمن       

کنند. بخر اسخاس               بادی تولید می             شده، میزان متفاوتی از آنتی                          ایمن    

این نتایج، باکتری غیر فعال شده با فرمالین به همراه ادجخوانخت                                                            

آلوم، ایمونوژن قاب  قبولی است. شایان  کر است تخزریخق دز                                                       

سزایی دارد و پس از                    بادی ت ثیر به             یادآور در تولید و ترشح آنتی                           

بخادی      های تست، تیختخر آنختخی                  وی ه در گروه            تزریق دز بوستر به                 

سخازی      افزایش قاب  توجهی نشان داد. دز مناسب بخرای ایخمخن                                              

 دست آمد.          لیتر به ازای هر راس گوسفند به                             میلی      1گوسفندان          
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