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Abstract 

Streptococcus pneumoniae is easily transmitted from humans to animals and causes pneumonia, 

especially in horses. Extensive human vaccination prevents transmission of the disease to the 

equine host. The immunogenicity of a vaccine is evaluated by various methods. The aim of this 

study was to design a test to evaluate the immunogenicity of pneumococcal conjugate vaccine as 

part of pre-clinical studies of vaccine production. After culturing Streptococcus pneumoniae 

serotype 19F in blood agar medium, the obtained colonies were labeled using fluorescence dye. 

On the other hand, the serum of BALB/c and DBA/2 mice immunized with pneumococcal 

conjugate vaccine was collected to determine antibodies with phagocytosis properties against 

Streptococcus pneumoniae. After exposure of the serum dilutions with the labeled bacteria, the 

phagocytic ability of bacteria by serum opsonins (opsonophagocytosis) was read by adding 

mouse macrophage cells using flow cytometry. In both strains, the percentage of cells in the 

serum that phagocytosed the bacterium decreased with decreasing serum dilution. 

Opsonophagocytic titers of 128 and 64 were reported in BALB/c and DBA/2 mice respectively. 

Contrastingly, the results of flow cytometry were significantly different from that of manual 

colony count test (r = 0.89, p≤0.001). According to the results of the present study, the BALB/c 

strain of mice was a better host to determine the efficacy of the vaccine. Also, the use of flow 

cytometry was more advantageous than manual assay method. As a result, the data obtained 

from this study brings us a step closer to producing an effective vaccine. 
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 چکیده 
واکسیناسیون گستترده  .شودمی خصوص در اسبهب و باعث پنومونی دهبه راحتی از انسان به حیوانات منتقل ش استرپتوکوک پنومونیه

هتد   شود.های مختلف ارزیابی میتوسط روشیک واکسن زایی ایمنی کند.میجلوگیری  میزبان اسببه  یماریانسان از انتقال این ب

بتالینی تولیتد صتورت بخشتی از مطالعتات پیشهپنوموکوک ب کونژوگهزایی واکسن ایمنی جهت سنجش یالعه، طراحی آزموناین مط

دستت آمتده بتا استت اده از رنت  ههای بدر محیط بلاد آگار، کلونی 19Fسروتیپ  استرپتوکوک پنومونیه کشت پس از. استواکسن 

بته  ،ایمتن شتده بودنتد کونژگه پنوموکوکواکسن  دز 3 که با DBA/2 و BALB/cهای از طرفی سرم موششدند. دار نشانفلورسنس 

 بتا میهای ستررقتپس از مجاورت  شد. آوریجمع استرپتوکوک پنومونیه علیه خواریی با خاصیت بیگانههایادیبمنظور تعیین آنتی

با اضافه کردن ماکروفاژ موشی  (اپسونوفاگوسیتوز) سرم ی موجود درهااپسونین توسط هاباکتری خواریبیگانه توانایی ،دارباکتری نشان

کته بتاکتری را فاگوستیتوز  در سرم هاییسویه موش با کاهش رقت سرمی درصد سلول در هر دو د.توسط فلوسایتومتری خوانش ش

فتی نتتای  از طر .گتزارش گردیتد DBA/2 64 و در متوش BALB/c 128 متوش  در اپسونوفاگوسیتیک تیتر .کردند کاهش پیدا کرد

طبق نتای  مطالعه حاضر  (. =001/0p≤ ،89/0rداری داشت )های زنده ت اوت معنیفلوسایتومتری با نتای  آزمون شمارش دستی کلونی

روش فلوستایتومتری است. از طرفی است اده از واکسن تعیین کارایی میزبان بهتری به منظور انجام  BALB/cسویه موش  مشخص شد

تر در نتیجه نتای  این مطالعه ما را یک قدم دیگر به تولیتد واکستن متونر نزدیتک .به روش سنجش دستی دارد مزایای بیشتری نسبت

  .کندمی
 

 .، فلوسایتومتری، واکسناسب ،استرپتوکوک پنومونیه: هاکلیدواژه
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 مقدمه

 Streptococcus) استتتتترپتوکوکوو پنومونیتتتته

pneumoniae )ری، ازی اختیتاهتوباکتری گرم مثبت، بی

 ,.Masomian et alرکتت استت )حفاقد اسپور و بدون 

و بتوده این باکتری عامل اصلی بیماری پنومونی  .(2020

ماننتتد ستتینوزیت، اوتیتتت، هتتا طیتتو وستتیزی از عفونت

ایجتاد  در انستان و است های مغزی راو آبسه باکتریمی

ستاکاریدی کپسول پلی. (Andrew et al., 2016) کندمی

گلیکان دیتواره وپیوند کووالان به پپتیتد ری که بااین باکت

است از لحاظ ایمونولوژیک در بتیش  سلولی متصل شده

 Anttila) مشخص و متمایز است ،نوع پنوموکوک ۹0از 

et al.,1999) کپسول پنوموکوکی ایمونوژن بوده و علیه .

رستد شود و به نظتر متیحفاظتی تولید میبادی آن آنتی

 باشتدمیه واگیری پنوموکتوک کنندترین عامل تزیینمهم

(2017., et alPark  ;2016., et al Daniels .)

(Converso  et al., 2018). عوامتل ایتن واقزیتت کته 

توانند از انسان به حیوان منتقل شوند، شاید می زابیماری

 6/61شتود کته آور نباشد. تخمین زده میچندان شگفت

طیتو وستیزی انسانی قادرند  زایبیماریدرصد از منابع 

کته  هابه این شکل از بیماری  .از حیوانات را آلوده کنند

زئونوز  ،کندیمنتقل م گرید حیواناتانسان عفونت را به 

 ,.Jia et al) شودگفته می (reverse zoonosis) مزکوو

در دامپزشتتتتکی  استتتتترپتوکوکوو پنومونیتتتته (.2021

 در ارتباط با بیماری در میزبتان است  استت. مخصوصاً

های تقال گسترده این باکتری از جمزیت انسانی به گلتهان

لتذا واکسیناستیون گستترده در  .اس  ثابت شتده استت

جمزیت انسان و است  بته نتوعی ایتن چرخته را ق تع 

کته  (. از آنجتاییChanter et al., 1997) خواهتد کترد

برخلاف بیمتاری هتاری کته واکسیناستیون گستترده در 

یتن بیمتاری بته انستان جمزیت حیوانی مانع از انتقتال ا

در مورد ایتن بتاکتری واکسیناستیون جمزیتت  ،گرددمی

ومیتر ناشتی از پنومتونی در انسان علاوه برکتاهش مر 

باعث ق ع چرخه انتقال به میزبان حیتوانی ختود  انسان،

هایی که ستاخت شود. لذا یکی از واکسنیزنی اس  می

 آن در برنامه آینتده انستتیتو پاستتور قترار گرفتته استت

 استت استترپتوکوکوو پنومونیتهعلیته  کونژوگهواکسن 

(Timoney, 2004). 

شتتامل کپستتول  ایتتن بتتاکتری واکستتن کونژوگتته

استت کته یافته به یک پروتئین حامتل پنوموکوک اتصال

 Dockrell) دارد IPDهای راب ه مستقیمی در کاهش فرم

et al., 2012; Chulmin et al., 2017). پتیش  الزتات م

تنتی و هتای درونف مشخص کتردن ویژگیبا هدبالینی 

رتبط بتا های کاندید از جملته متوارد متتنی واکسنبرون

 .(Stern, 2020) اشتتندبواکستتن می کتتارآییستتلامت و

های آزمایشتگاهی در تحقیقتات واکستن استفاده از مدل

ی را بته م الزتات بتالین پتیشمرحله انتقال از م الزتات 

در  .(Chiavolini et al., 2008) کنتدبتالینی تستهیل می

بتتا آن  زایتتینیتوستتزه واکستتن پنوموکتتوک ارزیتتابی ایم

بتا (. Saeland et al., 2000) استفاده از آزمون الیزا است

ستت و  بتته طتتور عمتتده کتته وجتتود ایتتن، افتتراد بتتال  

بتالای ایتن مقتدار را دارنتد،  کیهای پنوموکتوبادیآنتی

لتذا . هستتند مستزد یهای پنوموکوکچنان به عفونتهم

 زایتتیایمنیرزیتتابی دقیتت  بتته منظتتور ازمتتون الیتتزا آ

 زم را نداردهای پنوموکوک در افراد بال  کفایت لاواکسن

های بادییشود که ظرفیت حفاظتی آنتترجیح داده می و

 Sorensen) گیری شودبه طور مستقیم اندازه یپنوموکوک

et al., 2019)ستاکاریدی هتای پلیکه زنجیرهز آنجایی. ا

در  ختواریبیگانتهنوموکوک، این بتاکتری را از کپسول پ
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کتته مکانیستتم  (اپسونوفاگوستتیتوز) هاحضتتور اپستتونین

کنتد، اصلی پاکسازی پنوموکوک از ریه است مصتون می

هتتای اپسونوفاگوستتیتوز بتته های حیتتوانی و آزمونمتتدل

های عملکردی بادیمنظور ارزیابی ظرفیت حفاظتی آنتی

 et Papadatou  ;2003., et alRomeo) دانتیافته وسزهت

al., 2019). ای است که نتتای  حاصتل این اولین م الزه

ارزیتابی دوین دستورالزمل مشترک به منظتور از آن به ت

واکستتن کونژوگتته پنوموکتتوک در شتترایط  زایتتینیایم

انجامد. از جمله اهداف دیگر ایتن م الزته، میتنی درون

ون بهینه کتردن میتزان ستلول هتدف و بتاکتری در آزمت

فاگوسیتوز، مقایسه یتک ستویه جدیتد متوش کوچتک 

آزمایشتتگاهی بتتا ستتویه رایتت  و تزیتتین حتتداقل تیتتتر 

 باشد.اپسونوفاگوسیتیک می

 

 هامواد و روش

کارآزمایی بتالینی م الزه حاضر از نوع : مطالعه احیطر -

تمام مراحتتل اجرایتتی ایتتن ،باشتتدمی شتتاهدار اتفتتاقی 

در  1400ستال تتا مهتر  13۹۹از شهریور ستال پژوهش 

انجتام  مجتمع تولیدی تحقیقتاتی انستتیتو پاستتور ایتران

 .گردید

پنوموکتوک  واکستن: تهیه واکسن کونژوگه پنوموکوک -

 pneumococcal conjugate) کونژوگتتتتتتته

vaccine)(PCV13)  فایزرساخت شرکت (Patent No. 

WO 2013191459)  تهیته و در ایتران از انستیتو پاستور

 8تتا  2یشتگاه منتقتل و در دمتای مجاورت یخ بته آزما

 داری شد.نگه سلسیوو درجه

 :ستترپتوکوک پنومونیتها تهیه، احیتا و کشتت بتاکتری -

 19F [(ATCC 49619()IBRC-M 10819)]ستتروتی  

 از مرکتز خختایر ژنتیکتی استرپتوکوک پنومونیتهباکتری 

مجاورت یخ خشتک بته  و در (PTCC NO 1240) تهیه

 سلستیوو درجه 80منهای  دمای و درآزمایشگاه منتقل 

از  احیتای بتاکتری کشتت و به منظتور گردید.داری نگه

 trypticase soy) تریپتو کیس ستوی برا//آگتار محیط

broth/agar )ساخت شرکت مرک (Merck, Germany) 

فزودن خون پس از تهیه محیط کشت و ا استفاده گردید.

 ،دوفلو کتلاو زیر هتود لامینتار ،دفیبرینه گوسفند به آن

از محیط فتو  بته ویتال حتاوی بتاکتری  لیترمیلی 6-5

از آن بته پلیتت حتاوی  لیتترنتیم میلیمنتقل و بلافاصله 

درجتته  37 منتقتتل و در دمتتایمحتتیط کشتتت متتذکور 

 انکوبه شد.  2COدرصد  5سلسیوو با 

بترای : کردن بتاکتری استترپتوکوک پنومونیته دارنشان -

 فلوئورستتتئین رنتتت  کتتتردن بتتتاکتری از دارنشتتتان

 (FITC) (fluorescein isothiocyanate) ایزوتیوسیانات

طبتتت   (Sigma, USA) ستتتاخت شتتترکت ستتتیگما

تری در بزد از اینکه بتاک استفاده گردید. دستورالزمل زیر

پلیت حاوی محتیط به  ،محیط اختصاصی خود رشد کرد

در ستاعت  12 منتقل و به مدت (blood agar) بلاد آگار

انکوبتته   2COرصتتد د 5بتتا درجتته سلستتیوو  37دمتتای 

 داخل محیط متایعه های جدا شده بکلونیسپس  گردید.

درصتد عصتاره  نتیم اوی( حTodd-Hewitt) تاد هویت

 انکوبته گردیتد.ستاعت  3-4مخمر تلقتیح و بته متدت 

دمای اتا  به مدت  در وژیاستفاده از سانتریف با هاباکتری

میلتی لیتتر  5در و سپس  خارج g800× دقیقه با دور 10

بته حالتت ( M NaHCO3 [pH 8.0] 0.1)بیکربنات  بافر

رولیتتر یکگذاری، پنجتاه مبه منظور نشان تزلی  درآمدند.

دی متیتتل  از محلتتولگتترم میلی 10و  FITCاز رنتت  

شتده  ترکی با هم  (dimethyl sulfoxide) سولفوکساید

در مجتاورت  و سپس این ترکی  به مدت یتک ستاعت
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 5بتا  رجه سلسیوود 37 در دمای سوسپانسیون باکتری

درصد از  1با افزودن  در نهایتانکوبه شد.   2COدرصد 

ثبتوت فرآینتد درصد یک ش  تا صتبح  2پارافرمالدئید 

شتده  دارنشتانهتای باکتری ستپس .شتد باکتری تکمیل

لیتر بتافر اپسونوفاگوستیتوز توستط میلی 20شش بار در 

وژ شسته شتدند تتا زمتانی کته هتیی رنگتی در یسانتریف

شده  دارنشانهای رویی مشاهده نگردید. باکتری محلول

و بته دور از  سلستیوو درجه 4در دمای تا روز آزمون 

 داری شدند.نور نگه

 ماکروفاژهتتای موشتتی تهیتته و کشتتت رده ستتلولی -

(J774A.1) (Murine Macrophage like cell) : جهتتت

 dulbecco محتتیطاز ، J774A.1ستتلول رده  کشتتت

modified eagle medium (DMEM) بیوتیتتک و آنتی

شترکت نتوآوری  ستاختاسترپتومایستین –ستیلین پنی

ستترم جنتتین  ازهمچنتتین و  (INOCLON) گویازیستتتی

شترکت ستاخت ( fetal bovine serum, FBS) گتاوی

. یتک هفتته استفاده گردیتد (Gibco, Germany) گیبکو

زدایتی ستلول انجتام یتخ رونتدبزد از دریافتت ستلول، 

لیتتر محتیط میلی 5فالکون حاوی  ها بهپذیرفت و سلول

 85مانی ها زنتدهشمارش سلول .ندکشت انتقال داده شد

 25فلاستتک  یتتک دردرصتتد را تاییتتد کتترد. ستتپس 

لیتتر ستلول در هتر میلی  4-6 ×510 میتزانبه  لیتریمیلی

گلوتتامین، -درصتد ال DMEM، 1 حاوی محیط کشتت

درصتد  1درصد سرم جنین گاوی غیرفزتال شتده و  20

. بته منظتور کشتت داده شتداسترپتومایسین -یلینپنی س

جام آزمون ها با شرایط آزمایشگاه قبل از انسلول سازش

و  ها هر سته روز یکبتار پاستاژ داده شتدندسلول اصلی،

آلتودگی به منظور تشتخیص  لیتریمیلی 25یک فلاسک 

 .مایکوپلاسمایی تهیه گردید

ور بته منظت: (PCR)ای پلیمتراز آزمون واکنش زنجیتره -

در کشت  ییکوپلاسمایما یاز عدم وجود آلودگ نانیاطم

آن بتتا  یو تتتداخلات احتمتتال J774A.1ستتلول  یحتتاو

 کوپلاستمایما صی، آزمون تشختوزیآزمون اپسونوفاگوس

انجتام  1 با استفاده از پرایمرهای جتدول PCRبه روش 

ستتماهای موجتتود در لامایکوپ (DNA) ژنتتوم شتتد.

استتتتاندارد ستتتویه  و J774A.1هتتتای ستتتلولی کشتتت

 با استتفاده از کیتت( به عنوان کنترل مثبت) سمالامایکوپ

  Column Spin 10-EZkit DNA Genomic تجتاری

(Canada, Inc Basic Bio)   استاو پروتکتل کیتت،  بر

جهتتت انجتتام واکتتنش  لازمترکیبتتات  .شتتد استتتخراج

 .آمده است )ستینا کلتون( 2جدول ای پلیمراز در زنجیره

 ,UK) رلیمراز در دستگاه ترموسایکلای پواکنش زنجیره

Warrington, Biosystems Applied, 2720 ABI) 

برنامتته متتورد استتتفاده اختصاصتتی  گردیتتد. انجتتام

بررستتی  انجتتام گردیتتد. 3م تتاب  جتتدول  مایکوپلاستتما

 5/1پتتس از الکتروفتتورز روی ژل  PCR لاتمحصتتو

شده با اتیدیوم بروماید در زیتر آمیزیدرصد آگاروز رن 

 PCR اه ماوراء بنفش انجام گرفت. اندازه محصولدستگ

ستاخت شترکت  (bp) زوج بتاز 50 با استفاده از متارکر

مشتخص  (Fermentas, Germany) فرمنتاز کشور آلمان

 .گردید
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 جهت تشخیص آلودگی کشت سلول به مایکوپلاسماشده استفاده یمرهایپرا یتوال -1 جدول
  منبع                  )ج ت باز( اندازه باند

 

 نام پرایمر (′3–′5) توالی الیگونوکلئوتید 

Soheyli   et al., 2017 219      GCG ATG GCT AAC TAT GTC CC 

TCG CCT TTG GTG TTC TTC C 

 

F3-Myco 

B3-Myco 

 

 PCRهای مورد استفاده در یک واکنش نوع و مقدار مواد و محلول – 2جدول 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 اختصاصی جنس مایکوپلاسما PCR برنامه  – 3جدول 

 مدت )نانیه( لسیوس(دما )س نام مرحله

 20 ۹3  دناتوراسیون

 20 60  اتصال

 30 72 طویل شدن رشته الگو 

 

ن موآزین ه در اشددهستفات انااحیو: های مطالعتهگروه -

 ستتتویه از دو نمایشگاهی همخوآزسفید ش مواز نتتتوع 

BALB/c (22  و )سرDBA/2 (22  همگی متاده بتا )سر 

از بختش علتوم حیوانتات مجتمتع  گترم 20تا  15 وزن

از  هتاموش. تولیدی تحقیقاتی انستیتو پاستور تهیه شدند

 ستر( 20) و درمتان سر( 2) دو گروه شاهد به هر سویه

 ژنمحی ی فاقد پاتودر  هتای جداگانتهو در قفستقسیم 

ای هتمامی مداخلات جراحی و مراقبتد. داری شدننگه

گیری م تتتاب  بتتتا قبتتتل و بزتتتد از تزریتتت  و ختتتون

هتتای های کمیتتته ملتتی اختتلا  در پژوهشدستتتورالزمل

درمتتان و آمتتوزش زیستتت پزشتتکی وزارت بهداشتتت، 

کتتد تاییتتد اختتلا  پتتژوهش  ) پزشتتکی انجتتام گردیتتد

IR.PII.REC.1399.032). درمتان،  گتروههتای از موش

 از طری  سینوو پشت گیریخون نواکستزری  قبل از 

و  صورت پتذیرفت( retro orbital sinus) کاسه چشمی

 -70هتا در تا روز آزمون، سترم ها جدا گردید وسرم آن

 PCV تزریت  واکستن داری شدند.نگهدرجه سلسیوو 

بته گیری ختون ازروز پتس  28و  14 ،در روزهای صفر

انجتام میلتی لیتتر  5/0بته میتزان  صورت داخل صفاقی

نمونته  ،آخرین دز واکسنروز پس از تزری   10 د.یگرد

جدا و تا زمان  ،قبل از تزری  واکسنسرم همانند مرحله 

داری نگتهدرجته سلستیوو  -70انجام آزمون در دمای 

 حجم مورد است اده )میکرولیتر( غلظت محلول

 PCR X10 2بافر 
(mM) dNTP 10 1 

 F3 (mµ) 5 1پرایمر 

 B3 (mµ) 5 1پرایمر 

DNA  پلیمراز(u/µl) 5 1 

 14 - آب مق ر دیونیزه

DNA 5 - نمونه 

 25  حجم کلی

 



 همکاران   و  رامین فرهودی                                          بالینیمطالعه پیش :DBA/2و  BALB/c سویه موش آزمایشگاهی واکسن کونژوگه پنوموکوک در دو زاییای ایمنیارزیابی مقایسه

 

60 

های گتروه شتاهد بته جتای واکستن، آب به موش شد.

گیری به منظور تهیه سرم  تزریقی استریل تزری  و خون

گیری و جداسازی سترم بتدین نحوه خون انجام گردید.

+ هوشتی کتتامینازتزری  داروی بی ورت بود که پسص

به پهلوی چ  قرار  موش، )عرفان دارو، ایران( زایلازین

بته ملتحمته، پیپتت پاستتور  با فشتار ملایتمو  شده داده

 آوریآمده داختل میکروتیتوج جمتعجریان خون بیرون

آوری خون بتا استتفاده از بزد از جمع .(1)شکل  گردید

دقیقته بتا فشتار ملایتم عمتل  1گاز استتریل بته متدت 

متوش بتین  ستراز هر  تقریباً .گردیدبندی را انجام خون

های از قبل آمتاده خون در میکروتیوب لیترمیلی 1تا  5/0

 10و منظور جداسازی سترم بته متدت  هآوری شدجمع

  .وژ شدندیسانتریف 10000دقیقه با دور 

 

 
 یعموم یهوشیتحت ب پیپت پاستوربا استفاده  BALB/cموش  سینوو پشت کاسه چشمیاز  یریگخون -1شکل 

 

 هبت: با است اده از فلوسایتومتری آزمون اپسونوفاگوسیتوز -

ها در هر چاهک، ابتتدا تزداد باکتری سازیمنظور یکسان

 دار بته غلظتتنشانلوله آزمایش حاوی استوک باکتری 
 1×710لذا غلظت باکتری در هر چاهتک ) رسید 2× 810

های ستازی نمونتتهرقتاز طرفتتی  .(فتتته شتددر نظتر گر

، 32/1، 16/1، 8/1، 4/1، 2/1ستریالی ) صورتهسرمی ب

بتتتتتافر  ( بتتتتتا استتتتتتفاده از256/1 و 128/1، 64/1

به منظور  انجام گردید. در میکروتیوج اپسونوفاگوسیتوز

و ستلول  (J774A.1سازی نسبت بین سلول متوثر )بهینه

 410 بتا میتزان خانته ۹6 ( پلیتتدارنشان )باکتریهدف 

بته متدت  و سلول موثر در هر چاهک در نظر گرفته شد

انکوبته گردیتد. درجه سلستیوو  37ساعت در دمای  1

هتای کرولیتتر از هتر یتک از رقتیم 50در این فاصتله 

افتزوده شتد،  دیگتری ایخانته ۹6سرمی به کو پلیتت 

دار شتده بته کرولیتر باکتری نشتانیم 50سپس به میزان 

بتاکتری در  1×710) رقت های سترم حاویهای هکچا

درجته  37دقیقته  در  30اضافه شد و پلیت  هر چاهک(

 تکتان دادهبصتورت افقتی  rpm200  بتا دور سلسیوو

، محتویتات پلیتت گذشت زمان انکوباسیونشد. پس از 

کته  و پلیت نهایی هبه پلیت حاوی سلول اضافه شد فو 

بته متدت  های سرمی بتودحاوی سلول، باکتری و رقت

 با دور (shaker incubator)دقیقه در شیکر انکوباتور 30

rpm 200  در انکوبتاتور دیگر دقیقه  30بصورت افقی و

سته چاهتک بته آزمتون مزمولی قرار گرفت. در پلیتت 

در  (J774A.1 ستلول تنهتا حتاوی) منظور کنترل سلول

در دستتگاه ها نمونتهنظر گرفته شد. به منظتور ختوانش 
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هتتر چاهتتک توستتط بتتافر  فلوستتایتومتری محتویتتات

لیتر رسید و تا زمتان یک میلی حجم اپسونوفاگوسیتوز به

ها نمونته .داری شتدنگته خوانش در تاریکی و روی یخ

متورد ارزیتابی  PARTECتوسط دستتگاه فلوستایتومتر 

ختوانش  ستلول 3000. در هر نمونه حداقل قرار گرفت

ستاطع شتتده و  4۹4در طتول متتوج   FITCرنت  شتد.

زنتده در طتول  J774A.1 هایسنس ستلولسیگنال فلور

افزار اندازه گیری شد. نتای  حاصل توسط نرم 518موج 

Flow Jo™ Basic Tutorial  گردیدآنالیز. 

بررسی  به منظورهای زنده: روش سنجش دستی کلونی -

 هیتتبتتر پا توزیدو روش اپسونوفاگوستت همبستتتگی بتتین

هتای زنتده، روش سنجش دستی کلونی و یتومتریفلوسا

هتای زنتده در هتر یک شمارش اولیته از تزتداد باکتری

هتای چاهک به ثبت رسیده و پس از اضافه کتردن رقت

بته پلیتت حتاوی ستلول  مخلوط باکتری و سرم، سرمی

دقیقته در شتیکر  30و پلیت نهایی به متدت  هاضافه شد

دقیقه در  30بصورت افقی و  rpm200  انکوباتور با دور

های زنده شمارش کلونی ت.انکوباتور مزمولی قرار گرف

در ایتتن مرحلتته انجتتام شتتد. تیتتتر اپسونوفاگوستتیتوز 

درصتد یتا بیشتتر  50صورت عکس رقتتی کته در آن به

ها در مقایسته بتا شتمارش اولیته رد دهتد، مر  کلونی

   گزارش گردید.

های حاصله، و تحلیل داده تجزیه: هاتحلیل آماری داده -

  یضترانجتام شتد. از  SPSS-18افتزار با استفاده از نرم

 Pearson’s product moment) رستتونیپ یهمبستتتگ

correlation coefficient)  به منظتور اثبتات همبستتگی

 05/0کمتر از   p-valueارزش بین دو روش استفاده شد.

های جفتت دار در نظر گرفته شد.  تفاوت بین دادهمزنی

 ۹5مشخص شتد. فاصتله اطمینتان  paired t-testتوسط 

 د به عنوان میانگین تیتر هندسی تخمین زده شد. درص

 

 هایافته

کشتت حتاکی از رشتد نتتای   :J774A.1کشت سلول  -

 اًهای ماکروفاژ موشتی تقریبت. سلولمناس  سلول داشت

 (.2)شکل  کردندبار کو فلاسک را پر  هر سه روز یک

 

 
 از پاساژ  روز اول )راست( و سوم )چ ( پس J774A.1های وللتصویر س -2شکل 

 

 بتا: بررسی حضور مایکوپلاسما در سوسپانسیون سلولی -

در  bp 21۹ بانتد مشاهدهعدم  و PCR ناستفاده از آزمو

تتوان نتیجته گرفتت کته نمونه سوسپانسیون ستلولی می

کنتترل مثبتت . کشت سلولی عاری از مایکوپلاسما است

جفتت بتاز در ژل  21۹ م اب  انتظار یک بانتد بتا طتول

 (.3)شکل  جاد نمودآگارز ای
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نمونه  -3ستون  .کنترل منفی )آب مق ر( -2 ستون. کنترل مثبت )مایکوپلاسما( -1ستون . مرازای پلیالکتروفورز محصول واکنش زنجیره -3 شکل

 (درصد 5/1(. )آگارز )فرمنتاو زوج باز 50مارکر -4ستون . J774A.1سوسپانسیون سلول  

 

 دارنشتانهتا پتس از کتریکشتت با: مانی باکتریزنده -

شدن نشان از عدم وجود باکتری زنده داشت که حتاکی 

 شتدندار و فتیکس آمیز بتودن فرآینتد نشتاناز موفقیت

 باکتری بود.

بودن آزمتتتتون اپسونوفاگوستتتتتیتوز اختصاصتتتتی -

 هتتتایبادیفزالیتتتت آنتی 1 نمتتتودار: فلوستتتایتومتریک

 سترم 2نمتودار  و BALB/c هتایموشسرم عملکردی 

استتترپتوکوک  19Fعلیتته ستتروتی   DBA/2 هتتایموش
نشتتان  J774A.1 هایستتلول در حضتتور را پنومونیتته

ابتدا باید ناحیته  های اصلیقبل از خوانش نمونهدهد. می

مشخص شود. این  )ماکروفاژها( های مورد م الزهسلول

 با دادن نمونه کنترل سلول به دستگاه مشتخص شتد کار

ناحیته جمزیتت و(. الت-2 نمتودارالتو( و )-1 نمودار)

 سلولی که اطراف آن با خ توط مشتکی مشتخص شتده

های )ناحیه خاکستتری( جمزیتت زنتده تکتی از ستلول

J774A.1 محتور افقتی بیتانگر انتدازه  دهتد.را نشان می

و محتتور عمتتودی  (FSC)( forward scatterستتلول )

 (side scatter) های درون ستتلولیپیچیتتدگیبیتتانگر 

(SSC) های گروه شتاهد و درمتان نمونه خوانش .است

  FITCکه م اب  بتا طتول متوج رنت  FL1روی کانال 

و  (یتتا  ب) 1 نمتودارمتورد گرفت. در  صورت ،ستا

 و ست ح زیتر منحنتی در درصتد ،(یتتا  ب) 2 نمودار

 J774A.1 یستلول درصتد جمزیتتبیتانگر سمت چ  

ست ح زیتر  و و درصتد بدون فزالیت اپسونوفاگوسیتیک

جمزیتت ستلولی درصتد یانگر بسمت راست  منحنی در

J774A.1  باشتتد.می فزالیتتت اپسونوفاگوستتیتیک بتتا 

 هتای شتاهدرفت در گتروه موشهمان ور که انتظار می

کته واکستنی دریافتت  ب(- 1نمودار ) BALB/cسویه 

هتای ها و در گتروه موشدرصد سلول ۹8 ،نکرده بودند

درصد جمزیتت ستلولی فاقتد  DBA/2  ۹7شاهد سویه 

تتا  ج) 1نمودار  (.ب- 2نمودار ) بودند فلورسنسرن  

های ستلول فزالیت اپسونوفاگوستیتیکدرصد ( بیانگر ی

J774A.1 ستترم متتوش  رقتتت ستتریالی 8 در حضتتور

BALB/c کته بته ترتیت   استت بزد از تزریت  واکستن
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 32/1 ،64/1 ،16/1، 8/1، 4/1، 2/1 هتای رقت مربوط به

بیتانگر  نیز (یتا  ج) 2نمودار  باشد.می 256/1و  128/1

 J774A.1های ستلول فزالیت اپسونوفاگوستیتیکدرصد 

بزتد   DBA/2سرم در موش  رقت سریالی 8 در حضور

موش بتا کتاهش در هر دوسویه  .است از تزری  واکسن

در  هتای عملکتردیبادیسترمی )کتاهش آنتی هایرقت

هایی که باکتری را فاگوسیتوز کردند درصد سلول ،(سرم

درصتد جتذب بتاکتری  حتداکثرنیز کتاهش پیتدا کترد. 

در متورد هتر دوستویه  J774A.1 توسط سلول دارنشان

درصتتد در  65) ام رد داد.2/1 ستترمی در رقتتتمتتوش 

 (.DBA/2درصد در موش  45و  BALB/cموش 
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که اطراف  یسلول تیجمز هیناح( الو) ..J774A.1های سلول ورقبل و بزد از واکسن در حض BALB/cموش سرم  هایرقت آنالیز فلوسایتومتری -1 نمودار

هیستوگرام بیانگر  (ب). )کنترل سلولی( دهدیرا نشان م J774A.1 یهااز سلول یزنده تک تی( جمزیخاکستر هی)ناح مشخص شده یآن با خ وط مشک

بدون فزالیت اپسونوفاگوسیتیک و درصد  J774A.1های سلول درصدبیانگر  شکلهر  چ باشد. )درصد سمت می 8/1نمونه سرم قبل از واکسن در رقت 

، 4/1، 2/1رقت  8سرم بزد از واکسن در  هایهیستوگرام بیانگر نمونه (ج تا ی) فلورسنس می باشد. J774A.1جمزیت سلولی  درصد بیانگر راستسمت 

 .باشدمی 256/1 و  128/1، 64/1، 32/1، 16/1، 8/1
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که اطراف  یسلول تیجمز هیناحالو( ) ..J774A.1های سلول قبل و بزد از واکسن در حضور  DBA/2سرم موش  هایرقت تومتریآنالیز فلوسای -2نمودار

هیستوگرام بیانگر  (ب))کنترل سلولی(.  دهدیرا نشان م J774A.1 یهااز سلول یزنده تک تی( جمزیخاکستر هی)ناح مشخص شده یآن با خ وط مشک

بدون فزالیت اپسونوفاگوسیتیک و درصد  J774A.1های سلول درصدبیانگر  شکلهر  چ باشد. )درصد سمت می 8/1سن در رقت نمونه سرم قبل از واک

، 4/1، 2/1رقت  8سرم بزد از واکسن در  هایهیستوگرام بیانگر نمونه (ج تا ی) باشد.فلورسنس می J774A.1جمزیت سلولی  درصد بیانگر راستسمت 

 .باشدمی 256/1 و  128/1، 64/1، 32/1، 16/1، 8/1

تیتر اپسونوفاگوسیتیک بته : تعیین تیتر اپسونوفاگوسیتیک-

 50 بیشتتر از آندر  کهاست سرمی  صورت عکس رقت

 J774A.1های سلول فاگوسیتوز توسط  هاباکتریدرصد 

هایی بتا جتذب فاگوستیتیک تیتر نمونه. دشونمی جذب

ده و دارای درصد به عنتوان منفتی تلقتی شت 20کمتر از 

حداکثر درصتد جتذب بتاکتری  باشند.می 4تیتر کمتر از 

در ستتتترم پتتتتس از  J774A.1های توستتتتط ستتتتلول

بتا میتانگین انحتراف  BALB/cدر متوش  واکسیناسیون

 DBA/2 10± 44و در متوش ( 3)نمودار  65 ±1  مزیار

منحنتتتی فزالیتتتت ( گتتتزارش گردیتتتد. 4)نمتتتودار 

 رقتتت 8 در J774A.1های ستتلولاپسونوفاگوستتیتیک 

)منحنی  از واکسن بزد ( ومنحنی خاکستریقبل ) سرمی

 و در متتوش 3 در نمتتودار BALB/cدر متتوش  ستتیاه(

DBA/2 طور که . همانداده شده استنشان  4 در نمودار

مشخص است تیتر اپسونوفاگوستیتیک  منحنیدو از این 

 ام(128/1)عکس رقت  128مزادل   BALB/cدر موش 
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 (ام 64/1)عکتس رقتت  64 مزتادل DBA/2و در موش 

جذب فاگوسیتیک  که درصد جاییاز آن (.ها)فلش است

بتترای هتتر  ستترمی قبتتل از واکسیناستتیونهای در نمونتته

منفتی  ،تیتتر اپسونوفاگوستیتیکبتود  8کمتر از  دوسویه

در گتروه درمتان  )منحنتی خاکستتری(. شودگزارش می

 FITCدار شتده بتا کمترین درصد جذب بتاکتری نشتان

در  256/1 رقتت سترمیدر  J774A.1های توسط سلول

باشتد کته می  DBA/2و  BALB/cهر دوستویه متوش 

های عملکتردی در ایتن بادینشان از کاهش شدید آنتی

 باشد.رقت می

 

 
ی( در موش های سرمی قبل از واکسن )خاکسترسیاه( و نمونههای سرمی پس از واکسن )منحنی رقت فزالیت اپسونوفاگوسیتیک در نمونه -3 نمودار

BALB/c .یهاسلول توزیها توسط  فاگوسیدرصد باکتر 50از  شتریاست که در آن ب یبه صورت عکس رقت سرم کیتیاپسونوفاگوس تریت J774A.1  جذب

 ( )فلش(.128) شوندیم

 

 
در موش  ی قبل از واکسن )خاکستری(های سرمسیاه( و نمونههای سرمی پس از واکسن )منحنی رقت فزالیت اپسونوفاگوسیتیک در نمونه -4 نمودار

DBA/2 .یهاسلول توزیها توسط  فاگوسیدرصد باکتر 50از  شتریاست که در آن ب یبه صورت عکس رقت سرم کیتیاپسونوفاگوس تریت J774A.1  جذب

 ( )فلش(.64) شوندیم
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اپسونوفاگوستتتیتوز بتتتر پایتتته همبستتتتگی دو روش -

: ی زنتدههتافلوسایتومتری و روش سنجش دستتی کلونی

مشخص است، نتای  حاصتل  4گونه که در جدول همان

از آزمون فلوسایتومتریک همبستتگی ختوبی بتا آزمتون 

، ≥001/0pهتتای زنتتده داشتتت )شتتمارش دستتتی کلونی

89/0r=)میانگین تیتر هندسی . (geometric mean titer) 

(GMTبه )فلوستایتومتریک در آمده توسط آزمتون دست

بالاتر از آزمون شمارش دستی  های پس از واکسننمونه

میانگین (. =05/0pدار نبود )بود. اگر چه این تفاوت مزنی

در هتر دو روش  های قبل از واکستننمونهتیتر هندسی 

 بسیار نزدیک هم بود.

 

 
 سرمی قبل و بزد از واکسن هایدر نمونه زنده یهایکلون یو روش سنجش دست یتومتریفلوسا هیبر پا توزیدو روش اپسونوفاگوس یهمبستگ -4جدول  

 همبستگی (GMTمیانگین تیتر هندسی ) استرپتوکوک پنومونیهسروتیپ 

روش شمارش دستی  روش فلوسایتومتری

 کلونی

 r value P value Slope بزد قبل بزد قبل 

19F 7 120 6 112 8۹/0 >001/0 83/0 

 

 گیریو نتیجه بحث

در  هاستتترپتوکوک پنومونیتتزایی یراهمیتتت بیمتتا

هایی استت کته بیشتترین است در ارتباط با  دامپزشکی

پنومونی و های متزددی گزارش تماو را با انسان دارند.

منتشر ها در این اس  را مشکلات دستگاه تنفسی فوقانی

، 2017در م الزه جیندرو و همکاران در سال  .اندکرده

از  استتترپتوکوک پنومونیتته  3ستته جدایتته از ستتروتی  

سابقه مبتلا بته علایتم تنفستی فوقتانی جتدا های ماس 

ها زمانی متوجه اهمیت موضوع شدند که این . آنگردید

 دهتتای مقتتاوم بتته دارو بتتوها از نتتوع ژنوتی جدایتته

(Ginders et al., 2017). ستال واتمتور و همکتاران در 

ای از جدایه هتای پنوموکتوک انستانی و مجموعه 1۹۹۹

بتا استتفاده  پنومونیه استرپتوکوک 3اسبی را از سروتی  

 شتتتدهدهیق زتتتات بر یطتتتول یختیچنتتتدراز آنتتتالیز 

(restriction fragment length polymorphism)  جتدا

ها اشاره به این موضوع داشتتند کته اگتر چته کردند. آن

زای مهتم در یتک عامتل بیمتاری استرپتوکوک پنومونیته

تواند باعث ایجتاد پنومتونی در ، همچنین میانسان است

بتا توجته  .(Whatmore  et al., 1999ها نیز شود )اس 

گزارشتتات متزتتدد انتقتتال ایتتن بتتاکتری از انستتان بتته بتته

ها و های مستتتابقه، ارزش بتتتالای ایتتتن استتت استتت 

زایی مهم این باکتری در نوع انسان، مراحل تولید بیماری

در اولویتتتت  استتتترپتوکوک پنومونیتتتهواکستتتن علیتتته 

 ایتران قترار گرفتت سازی دنیا و نیتزهای واکسنشرکت

(Turner et al., 2017)  از جمله متوارد م تر  در تهیته

بتا  یک واکسن، کتارایی آن واکستن استت کته مزمتولاً

در م الزه حاضتر  رسد.تنی به اثبات میهای درونآزمون

پس از تزری  واکستن پنوموکتوک بته دو ستویه متوش 

زایی واکسن با دو روش فلوسایتومتری و همخون، ایمنی

 ش دستی ارزیابی شد.شمار

ها، اشتن این نکته که بته جتز شتامپانزهبا در نظر د 

انستان  ،استرپتوکوک پنومونیتهتنها میزبان طبیزی باکتری 

 کتارآییدر ارزیتابی آزمایشگاهی زیادی  هایمدل است،
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 اندم تتر  شتتده استتترپتوکوک پنومونیتته علیتته واکستتن

(Borsa et al., 2019 .) رت به حال در م الزتات صتوتا

گرفتتته بتترای ایجتتاد پاستتخ ایمنتتی م لتتوب درشتترایط 

کوچتتتک  های حیتتتوانی از متتتوشگونتتته ،تنتتتیدرون

 موش صتحرایی ،(Saeland et al., 2000) آزمایشگاهی

(Woudenberg et al., 1979و ) خرگوش (Nau et al., 

اند. مدل آزمایشگاهی به کار گرفته شدهبه عنوان  (1994

ثته بزرگتتر جهی بتا های آزمایشگادرست است که مدل

آوری نمونه با حجتم بیشتتری را بته محقت  امکان جمع

دهند ولی از طرفی امکان بکارگیری تزداد کمتری در می

هتای آمتاری به داده هر گروه م الزه باعث عدم اطمینان

گردد. لتذا بیشتتر م الزتات متدل متوش می پژوهشآن 

ایشتتگاهی را بتته علتتت اقتصتتادی بتتودن، کوچتتک آزم

، بکتارگیری تزتداد تر()گونته پستت خلاقیملاحظات ا

نتان بتالای محاستبات بیشتر در هر گروه م الزته و اطمی

 et; Berical 2011 et al.,Fernsten ) اندآماری برگزیده

2016 .,al). آزمتتون 2003و همکتتارانش در  ستتندر ،

 و HL60ستلولی اپسونوفاگوسیتوز را بتا استتفاده از رده

نمونه سرم واکسینه  55های خون محی ی روی لکوسیت

دستتتی از روش هتتا آنانتتدازی کردنتتد. راه انستتان شتتده

استتاندارد  به عنوان روششمارش کلونی زنده باکتریایی 

 در همکاران و جستر .(Sandra et al., 1979) کردندیاد 

تحریتک ماکروفاژهتا علیته همبستگی بتین  ،1۹۹4 سال

و  (اپستونیک)فزالیتت  کردن کپستول بتاکتریفاگوسیت

علیتته دیتتواره را هتتای مختلتتو هتتای ایزوتی بادیآنتی

هتا نشتان آن کردند. بررسیسلولی کپسول پلی ساکارید 

بتادی و فزالیتت خوبی بتین ست و  آنتتی ارتباطدادند 

نتای  این  .(Gestur et al., 1994) اپسونیک وجود دارد

اصتتلی بتترای آزمتتون  شتتکلدو  م الزتته مشتتخص کتترد

 : کشتتن و جتذب. آزمتوناپسونوفاگوسیتوز وجود دارد

هایی کته بزتد از مجتاورت هایی با فرمت کشتن، کلونی

باکتری با سرم ایمتن شتده و ستلول فاگوستیتیک زنتده 

شمارند که متحمل زمان طولانی )دو روز( مانند را میمی

باشتد در میجتذب و تغییر پذیری زیاد نسبت به روش 

جذب خرات هدف اپستونیزه  ،دوم آزمونصورتی که در 

ده )در اینجا باکتری( توستط فلوستایتومتری ستنجش ش

که با صرف زمان کمتر و تغییر پذیری کمتر در  شود می

آزمون اپسونوفاگوسیتیک برپایه . لذا باشدنتای  همراه می

فلوسایتومتری یک روش جایگزین ستریع و تکرارپتذیر 

کلتونی هتای زنتده دستی  شمارش نسبت به روش رای 

 و متارتیزتاورد با بررستی هتای باکتریایی است. این دس

 Martinez et) م ابقت داشت 1۹۹۹ سال درهمکارانش 

al., 1999).  نتای  این م الزته بته ختوبی نشتان داد کته

همبستگی بالایی بین دو آزمون فلوسایتومتریک و روش 

 سنتی شتمارش دستتی کلتونی هتای زنتده وجتود دارد

(001/0p≤ ،89/0r=)  و  متتارتیزکتته بتتا نتتتای  م الزتته

. آنها در ایتن خوانی داشتهم 2006 سال ش درهمکاران

 چنتتتتتدتاییروش اپسونوفاگوستتتتتیتیک بررستتتتتی، 

را بتته  (multiplex flow cytometry)فلوستتایتومتریک 

 ضدکپستتول هتتای عملکتتردیبادیمنظتتور تزیتتین آنتی

. آنها بیتان کردنتد اندازی کردندراه استرپتوکوک پنومونیه

شده در فرمتت جتذب آزمون اپسونوفاگوسیتوز طراحی 

هتتتای زنتتتده را شتتتدن باکتریطور مستتتتقیم کشتهبتتته

بلکته کلیته فرآینتدهایی را کته در  ،کنتدگیری نمیاندازه

شود از جمله اتصتال فاگوزوم منجر به کشتن باکتری می

طریتت  کمپلمتتان، اتصتتال ستتلولی از  ثبتتوتبتتادی، آنتی

درون ختتوارگی و در نهایتتت  رستتپتورهای کمپلمتتان،

 کنتتدرا ارزیتتابی می اپستتونین هتتاوفتتان ستتازی طفزال



55 -73، صفحات: 1401بهار ، 61پیاپی  ،1، شماره 16وره د                                                                                                  شناسی درمانگاهی دامپزشکی               آسیب  

 

71 

(Martinez et al., 2006). و  روبترت، 2006 ستال در

همکاران یک آزمون اپسونوفاگوستیتوز قابتل اعتمتاد را 

گیری و انتدازهیرها غمتاز توسزه دادند که در آن بسیاری 

فترد بتالغی کته  18های سرم را از ها نمونهبهینه شد. آن

وارد آزمتتتتون  واکستتتتن دریافتتتتت کتتتترده بودنتتتتد

اپسونوفاگوسیتوز کردند. سپس با اضافه کتردن کمپلمتان 

هتای حتاوی کبه هتر یتک از چاه HL60سلولی و رده

سرم فو ، تیتر اپسونوفاگوسیتوز را بته صتورت درصتد 

درصد از باکتری ها مشخص نمودند. در ایتن  50کشتن 

استفاده شتد کته  چندتاییآزمون از روش فلوسایتومتری 

بتادی در یک آزمون امکتان ستنجش آنتیمان ب ور همز

. وجتود دارداستترپتوکوک پنومونیته علیه چند سروتی  

نتای  این آزمتون نیتز بتا نتتای  حاصتل از ایتن م الزته 

ایمنی میزبان به . (Robert et al., 2006) م ابقت داشت

ایمنتتی خاتتتی و اکتستتابی شتتامل  پنوموکتتوک توستتط

متوثر های و سلول ، کمپلمانکنندهههای اپسونیزبادیآنتی

فاگوسیتوز پنوموکتوک کته گردد. تزدیل می بیگانه خوار

شتود یتک های عملکتردی تحریتک میبادیتوسط آنتی

 های پنوموکتتوک استتتستتنکتتارایی واک رزیتتابیروش ا

(Feldman and Anderson, 2020). کنون هیی م الزه تا

طور شتفاف و در قالت  یتک کته بته مرجزتیمزتبر یتا 

شتده از م الزتات پتیش عات استخراجاطلا دستورالزمل

بالینی واکسن کونژوگته پنوموکتوک در حیوانتات را بته 

از  اطلاعات بالینی در انسان ارتباط دهتد وجتود نتدارد.

طرفی با توجه به اهمیت این بیماری در انسان و احتمال 

 زایتینی، م الزتات بترای بررستی ایمانتقال آن به اس 

لویتت قترار گرفتتته در اوواکستن کونژوگته پنوموکتوک 

نتای  این م الزته عتلاوه بتر طراحتی یتک روش  است.

، استترپتوکوک پنومونیتهزایی واکسن علیه سنجش ایمنی

چترا  کته  ،دهتدخبر می BALB/cاز برتری مدل موشی 

در مقایستته بتتا ستتویه حتتداقل تیتتتر اپسونوفاگوستتیتیک 

DBA/2، ام در 128/1بتتادی )در رقتتت کمتتتری از آنتی

عبارتی دیگتر، بتا رقیت  شتدن . بهرد داد (ام64/1مقابل 

، هم چنان امکتان BALB/cهای سرم در موش بادیآنتی

درصتد بتاکتری هتا وجتود دارد.  50فاگوسیتوز بیش از 

مجموعته  شباهت زیادتواند به سب  دلیل این برتری می

  BALB/cمتوش  (MHC Haplotype) سازگاری بتافتی

انتد باعتث تتاثیر تومی کته در نهایتت باشدانسان نوع با 

این نتیجه همستو  گردد. Tلنفوسیت  های مجموعهپاسخ

در توسط بورتون و همکتاران   گرفتهم الزات صورتبا 

پنوموکوک در متدل  کونژوگهواکسن  زایینیراب ه با ایم

در ایتن  .(Burton et al., 2006) بتود  BALB/cمتوش 

بته  های ماکروفاژ موشتیسلول آزمون برای اولین بار از

استفاده شتد کته پاستخ های ماکروفاژ انسانی جای سلول

اختصاصی بالاتری ایجاد کترد. بته دلیتل محتدودیت در 

که در استرپتوکوک پنومونیه های دسترسی به دیگر سویه

 19Fاین م الزه تنها روی سویه  ،شودواکسن استفاده می

صتتورت گرفتتت. لتتذا پیشتتنهاد استتترپتوکوک پنومونیتته 

بزتتدی ستتویه هتتای دیگتتر  گتتردد در م الزتتاتمی

نیز بررسی گردد. لذا بتا توجته بته  استرپتوکوک پنومونیه

اهمیتتت ایتتن عامتتل در صتتنزت استت  در دامپزشتتکی، 

 ساخت واکسن با کارایی بالا باید در اولویت قرار گیرد. 
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