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Abstract    
The outbreak of calf pneumonia in herds occurs due to different pathogens. Vitamin D3 displays 

a regulatory effect on different cells, especially its pro-differential biological function and 

stimulates antimicrobial peptides. In the present study, the effects of vitamin D3 on the 

expression of antimicrobial peptides in experimental pasteurellosis in calves were assessed. Ten 

Holstein calves (2-4 months old) were randomly divided into two groups. Prepared Pasteurella 

multocida (3×109 CFU/mL) was inoculated in the trachea of all calves and Vitamin D3 was 

injected only in the treatment group following confirmation of pneumonia. Blood samples and 

broncho-alveolar lavage fluids were obtained from both groups at different time intervals and 

the peripheral blood mononuclear cells were isolated to evaluate the antimicrobial peptides gene 

expression. The expression of CD4, Cathelicidin, and Defensins genes was measured in vitro 

conditions following the addition of 10-6, 10-7 and 10-8 molar of vitamin D3. Defensins and CD4 

gene expressions revealed a significant difference in the two groups, at the 48, 72, 96, and 120 

hours after the challenge time, while the Cathelicidin gene was not expressed in both 

experimental groups. Surprisingly, increased expression of Cathelicidin, Defensins, and CD4 

was observed at a concentration of 10-6 M of vitamin D3. According to the results of this study, 

vitamin D3 had positive effects on the immune system which was observed as significant 

improvement in the clinical symptoms of treated calves. The expression of lung-related 

Defensins and CD4 in vivo and in vitro approved the immunomodulatory effects of vitamin D3 

but the gene expression of Cathelicidin is probably related to prescribing higher doses of 

vitamin D3. 
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 هچکید
هاای مختلاف و تحریام عملکارد با اثر بر سلول 3Dویتامین  .دهدمی رخ مختلف زایبیماری عوامل به دلیل هادر گله پنومونی شیوع

 میکروبایضد پپتیدهای هایژن بیان بر 3D ویتامین اثرات حاضر، مطالعه د. درکنمیتحریم  ها، پپتیدهای ضدمیکروبی رایکی آنبیولوژ

 2 باه تصاادفی طور به( هماه 2-4) لشتاینه نژاد نر گوسالهرأس  10 بدین منظور، .شد ارزیابی هاگوساله در تجربی پاستورلوزیس در

 ویتاامین ،بعد از تأیید پنومونی و تلقیح هاهمه گوساله نایدر  mL/CFU910×3با رقت  مولتوسیدا پاستورلا باکتری .شدند تقسیم گروه

3D هاایسالول و اخا  مختلاف زمانی فواصل در گروه 2 هرهای گوساله خون از هاینمونه .دش تزریق درمان گروه فقط به حیوانات 

، دفنساین و CD4  (cluster of differentiation 4)شاامل پپتیادهای ضادمیکروبی هاایژن بیان ارزیابی برای محیطی خون ایهستهتم

هاای بیاان ژن ،تنیدر شرایط درون .شد برونکوآلوئولار انجاملاواژ  ریه، هایسلول ارزیابی برایهمچنین شد. جداسازی  کاتالیسیدین

 ندداد نشان چالش زمان از پس ساعت 120 و 96 ،72 ،48 در درمان و کنترل هایگروه در را داریمعنی آماری تفاوت ،CD4 و دفنسین

(05/0<p)4 و دفنسین کاتالیسیدین، هایژن بیان افزایش تنی،. علاوه بر این در شرایط برونCD 3 ولار از ویتاامینما 10-7 غلظت درD 

بصورت بهبود علائم  باشد کهدارای اثرات مثبتی بر سیستم ایمنی می 3D مشخص شد که ویتامین ،حاضر مطالعه نتایج طبق .شد مشاهده

 تأییاد ایمنای سیساتم کنندگی این ویتامین را بارایتعدیل اثرات، CD4 بیان ژن دفنسین و مشهود بود.های تحت درمان بالینی گوساله

 .باشدمی 3D ویتامین های بیشتری ازدوز تجویزوابسته به  احتمالاً کاتالیسیدین، ژن بیان اما ،کندمی
 

 .سیداوپاستورلا مولت، پپتیدهای ضدمیکروبی، پنومونی، 3Dها: ویتامین واژهکلید
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 مقدمه

هاای تنفسای بیمااریتاری  پنومونی یکی از شاایع

عناوان یا  هباشاد کاه بایری مایعفونی در گاوهای ش

ویژه در صنعت تولید گوساله در نظر همشکل اقتصادی، ب

 جملااه از عفااونی مختلفاای عواماال. شااودگرفتااه ماای

تضاعی  سیساتد دفااعی به همراه  هاباکتری ،هاویروس

ایا  توانناد سابب باروز میزبان و شارای  محییای مای

 DeRosa et) بیماری در دستگاه تنفسای حیاوان شاوند

al., 2000; Mohammadi et al., 2004; Dabo et al., 

2008; Rezaie Saber, 2014; Smith, 2015.)   شایو

هااای نااژاد شاایری در مقایسااه بااا بیماااری در گوساااله

کااه در سیسااتد تیرمتااراکد های نااژاد گوشااتی گوساااله

بیمااری . (Smith, 2015) یابند، بیشتر اساتپرورش می

 افتااداهااه اتفااا  ماایم 5تااا  1هااای بیشااتر در گوساااله

(Constable et al., 2017).  منااق  در پنوماونی شایو 

 اساتشاده گازارش درصد 70تا  10 بی  جهان مختل 

(Gibbs, 2001; Mohammadi et al., 2006) .میازان 

 گاوهاای در تنفسای هاایبیمااری از ناشای میر و مرگ

. اسات شاده گازارش درصاد 2/2-4/9 بای  نیاز شیری

 هفتاه 12 در ،متولدشاده هاایگوساله زادرصد  3 تقریباً

 شاوندتل  می ابتلا به پنومونی دلیل به خود زندگی اول

(Geraert, 2006; Mohammadi et al., 2007; 

Constable et al., 2017).  

 تنفسای هاایبیمااری تاری مهاد از یکی پاستورلوزیس

 Pasteurella .شاودمحساو  مای جهاان در واگیاردار

multocida و Mannheimia haemolytica عنااوان بااه 

 تنفسای مجااری درزیسات هدو  منفی گرم هایباکتری

عواملی نظیر اما  ،شوندمی گرفته نظر در حیوانات فوقانی

عواماال  زای محییاای و ماادیریتی و یاااشاارای  اسااترس

ی هاابااکتری گساترش و رشاد باعث توانندعفونی، می

 علائاد و شاده تحتاانی تنفسای سمت مجااری به فو 

 Mohammadi) کنناد ایجاد شدیدی را تا خفی  الینیب

et al., 2007; Selvaraj et al., 2009; Karimkhani et 

al., 2011; Shayegh et al., 2014; Smith, 2015).  

 در بیوتیکیآنتی ماندهباقی وجودهای اخیر، در سال

 هاایگزینه از استفاده به را دانشمندان دامی، محصولات

اسات. داده ساو  هاابیوتیا آنتی بجای مناسب درمانی

 در کاه اپیتلیاال هایسلول از برخی و بدن ایمنی سیستد

 تواناایی دارناد، قرار زابیماری با عوامل معرض برخورد

 آنجا دارند و از را میکروبی ضد پپتیدهای ترشح و تولید

 هاایمکانیساد در قادر هستندکه پپتیدهای ضدمیکروبی 

 جاایگزینی عناوان باه توانمی کنند، بدن شرکت دفاعی

 ردکاا اسااتفاده هاااهااا از آنبیوتیاا آنتاای مصاار  باارای

(Harder and Schroder, 2007) .  انسانی  میالعات قب

 کننادهتنظاید یا  عناوان باه 3D ویتاامی  گرفتاه،انجام

افاازایش  توانااد باعااثایمناای، ماای مناسااب در سیسااتد

شاود  سالولی داخل هایعفونت برابر در میزبان مقاومت

(Selvaraj et al., 2009; Hewison, 2011پااس .) از 

 های ویتاامی سازی گیرندهاختلال در فعال ،پاتوژن ورود

3D دهاد، رخ اسات ممک  ایمنی های سیستدواکنش و 

در زماان لازم و باه مقادار  ویتاامی  ماذکور تزریا  اما

 .را فعاال ساازد جبرانای هاایتواند مکانیسدمناسب، می

 سال و گااو پساتان ورم ماورد که در عاتیمیال براساس

هاای کننادهتعادیل از اساتفاده اسات،انسانی انجام شاده

 مقاومات تواندمی ها،بیوتی آنتی بر علاوه ایمنی سیستد

کنااد  کنتاارل بااه مقاادار بساایار زیااادی را بیااوتیکیآنتاای

(DiRosa et al., 2011; Chirumbolo et al., 2017) .

 مثبات تأثیرات تنفسی، هاینتعفو شیو  دلیل به اخیراً،

و سابب شاده  تأیید تنفسی ایمنی سیستد بر 3D ویتامی 
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 میازان بر تأثیرگذار ترکیب ی  عنوان به ای  ویتامی ، که

-Alvaشاناخته شاود ) ریاه پپتیدهای ضد میکروبی بیان

2014 et al.,Murillo  .) 3 ویتاامی گزارش شاده کاهD 

 تنفسای هایسیستد رد را اکتسابی و ذاتی ایمنی تواندمی

 Bikle, 2009; Guillot et) کناد تعادیل عروقی قلبی و

al., 2010)  دلیاال بااه باادن ایمناای سیسااتد تحریاا و 

فرم تیرفعال  تغییر باعث تواندمی ،باکتریایی هایعفونت

تواناد ای  تغییار مای ، کهشود آنفرم فعال  به 3Dویتامی  

 ایاادپپتیاادهای ضاادمیکروبی را القااا نم هااایبیااان ژن

(White, 2010). پاایی  حوسی بی  و ارتباط همبستگی 

 دساتگاه هایعفونت به ابتلا خیر افزایش و 3D ویتامی 

 شاده اسات گازارش توسا  محققاان در انسان، تنفسی

(Pincikova et al., 2007; Hewison, 2011; 

2012Ozkanlar, ). 3 ویتاامی  نقاش باه توجاه باD باه 

 مقاومات سازیفعال در نیایم سیستد کنندهتعدیل عنوان

 باه آن از اساتفاده مختلا ، هاایعفونت برابر در میزبان

 ،درماانی عوامال ساایر باا هماراه کمکای درماان عنوان

 شاود دام در بیوتیکیآنتی مقاومت کاهش باعث تواندمی

(DiRosa et al., 2011). هاد پپتیادهای ضادمیکروبی ،

 داتموجاو اکثار اکتساابی و ذاتی ایمنی از مهمی بخش

 از فعالیت را ایگسترده قی  که آیندبه حسا  می زنده

 مثبت گرم هایباکتری نظیر هاییمیکروارگانیسد برابر در

 نشان هاقارچ و پروتوزوها مخمرها، ها،ویروس و منفی،

 Reddy et al., 2004; Beisswenger and) دنادهمای

Bals, 2005).  میکروبی باا  ضد هایفعالیت ،پپتیدها ای

 جدیاد درماانی عوامل عنوان به و دارند ی  وسیعی راق

 را بادن ایمنای سیساتد فعالیات زیارا شوند؛می شناخته

 ایا  کاه اساتشاده مشاخ  امروزه. دهندمی افزایش

 کاردنفعاال و التهاابی هاایسلول جذ  به قادر پپتیدها

 ,.Tecle et al) هساتند ذاتی و اکتسابی ایمنی هایپاسخ

2010; Hazlett and Minhao, 2011).  قاور به دفنسی 

 روده ناای، ،آلوئاولی ماکروفاژهای ها،نوتروفیل در کلی

 Tecleشود )می یافت قحال و ریه کوچ ، روده بزرگ،

et al., 2010; Hazlett and Minhao, 2011). 

 در تنفسای هاایبیمااری باالای شایو  به توجه با

 کمکی درمان ی  عنوانه ب 3D ویتامی  از استفاده ها،گله

 باا تعامل پپتیدهای ضدمیکروبی که در کردن فعالجهت 

 نظار باه مفید اکتسابی هستند، و ذاتی ایمنی هایرندهگی

 ارزیاابی حاضار، میالعاهاز انجاام  هاد  ،لذا .رسدمی

بیاان  و همچنای  تاأثیر آن بار 3D ویتاامی ات مثبت اثر

 در تجربای پنوماونی در پپتیدهای ضادمیکروبی هایژن

 .بود هاگوساله

 

 هامواد و روش

حاضار  تجربای هات انجاام میالعاهج: طراحی مطالعه -

آتاز و در آذر مااه ساال  1398)میالعه از مرداد ماه سال 

تحقیقااتی و پژوهشای در مزرعاه به پایان رسید(  1399

 ،آبااددانشکده دامپزشکی دانشگاه تهاران واقاع در امای 

در  دو رگاه ی لشاتاه ناژاد نار گوساالهرأس  10 تعداد

 ماهه که از شیر گرفته شاده بودناد، 4تا  2محدوده سنی 

صورت تصادفی ههای صنعتی اقرا  تهران باز گاوداری

و پس از معاینات بالینی اولیه و اقمیناان از  انتخا  شده

مشکل ریاوی(، باه عدم وجود ها )صحت و سلامتی آن

هاای ماورد گوسااله .شادندمنتقال  انجاام میالعاهمحل 

پذیری باا ساعت دوره تیاب  48تا  24ت ، به مدآزمایش

 باه تصادفی صورت کاملاً به ه و سپسمحی  را قی کرد

لازم به ذکر اسات  شدند. تقسید کنترل و درمان دو گروه

 جداگاناه صورت به هاگوسالهدر قول دوره میالعه، که 
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 بود، شده قراحی بزرگ هایدام برای که یهایجایگاه در

 . شدند دارینگه مناسب آ  و تذا دما، ،بستر با

و تائید مولکاولی  مولتوسیداپاستورلا جداسازی باکتری -

که در میالعاات  پنومونی به مبتلا هایگوساله ریه از: آن

 پاساتورلا مولتوسایدا تریبااکقبلی استفاده شده بودناد، 

هاای مباتلا باه ریه گوساالهبدی  منظور  .جداسازی شد

نتقل شد. کشات باا پنومونی جداسازی و به آزمایشگاه م

 های استاندارد باکتریولوژیکی انجام شاداستفاده از روش

(Smith, 2015و پ ) س از شناسایی باکتریPasteurella 

multocidaگونهقیعی و اقمینان از صحت  تأیید رای، ب 

بااکتری  اختصاصای پرایمرهاای ،هاای جداشادهباکتری

فازار، اایا  نارم) Allele ID افزاربه کم  نرم مورد نظر

شود، که با استفاده از آن برای قراحی پرایمر استفاده می

 PCR  (polymerase chain توان پرایمر برای اناوا می

reaction) ماننااد ،Real Time PCR قراحاای کاارد.  را

هاای تواند برای شناسایی گوناهافزار میای  نرمهمچنی  

 هاای باکتریاایی از یکادیگروژنتزیستی مختل  مانند پا

 ;Abed et al., 2020) قراحای شااد(  اساتفاده شااود

Algammal et al., 2020). آزماایش در قای PCR، ژن 

toxA بااکتری مربوط باه P. multocida از اساتفاده باا 

 Abed et) (1شد )جدول  تکثیر شده،قراحیپرایمرهای 

al., 2020; Algammal et al., 2020 .) 

 

  P. multocidaهای باکتری به منظور تأیید مولکولی جدایه PCR آزمایشجهت انجام  تفادهمورد اسپرایمرهای مشخصات  -1ل جدو

 درصد گوانین سیتوزین دمای ذوب طول (5´-3´)توالی پرایمر  

 برنده )فوروارد(پرایمر پیش

 پرایمر معکوس )ریورز(

CTTAGATGAGCGACAAGG 
 

GAATGCCACACCTCTATAG 

18 

19 

20/52 

19/52 

00/50 

37/47 

 

 

 هااگوسااله: جهت ایجاد پنومونی تجربی تلقیح باکتری -

دهان حیاوان بااز و لولاه تراشاه  سپسکاملاً مقید شده، 

از قریا  دهاان، باه  (ساخت شرکت ساوپاایران، ) نایی

و پاس از  گلاوت( هادایتبه مدخل نای )اپایملایمت 

اقمینان از ورود لوله به نای )با آزمایش ورود و خارو  

لوله(، با پر نمودن کا  لوله و تثبیت آن در هوا از قری  

محل، اقدام به عبور لوله کاتتر مخصاو  لاواژ از میاان 

مجرای لوله تراشه به داخال ناای و تقریبااً تاا محال دو 

رقات  از لیتارمیلی 10میزان  سپس شاخه شدن نای شد.

مورد نظر، کاه توسا  میالعاه پاایلوت  شده باکتریتهیه

باه  منظور ایجاد پنوماونی تجربای،به  ،دست آمده بودبه

لازم به ذکر است که باا توجاه باه  داخل نای تلقیح شد.

ای که توس  مخبر دزفولی و همکاران انجام شده میالعه

، میازان رقات (Mokhber Dezfouli et al., 2017)بود 

جهاات ایجاااد قیعاای پنومااونی  P. multocidaباااکتری 

ود که در میالعه بدست آمده ب  CFU/mL910×3تجربی، 

 استفاده شد. حاضر هد از همی  مقدار

علائاد : های مورد مطالعاهگوساله ارزیابی علائم بالینی -

و  چشادترشاحات  ،یمقعد درجه حرارتمانند  ،بالینی

هاای صداهای تیرقبیعی تنفسی در گوساالهبینی، سرفه، 

باکتری ، پس از تلقیح شرو  میالعهقبل از مورد میالعه، 

قرار  مورد ارزیابی ،مدت شش روزهو ب ساعت 24و هر 

های مورد میالعاه کاه حاداقل دارای دو گوساله ت.گرف

عنااوان ههااای تنفساای بودنااد، بااعلاماات از عفوناات
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شدند کاه های مبتلا به پنومونی در نظر گرفته میگوساله

دساتگاه پورتابال )با استفاده از  با تأیید رادیولوژی نهایتاً

Soyee نشااکده دامپزشااکی دانشااگاه ادمپزشااکی در دا

 .ز صحت امر، مورد تأیید قرار گرفتنی تهران(

ساعت از تلقایح  24بعد از گذشت  :3D تزریق ویتامین -

هااا رأس از گوساااله 5، در پنومااونیباااکتری و تأییااد 

ویاال از ویتاامی   10صورت کاملاً تصادفی، به مقدار هب

3D (300000  مربااوط بااه شاارکت واحااد باای )المللاای

 د.روپخش تزری  شدا

 ;bronchoalveolar lavage)برونکوآلوئولار شستشوی  -

BAL):  هااایگوساااله برونکوآلوئااولار درشستشااوی 

 1)پروویاو  پروپوفاول mg/kg 5مقادار  باا شدهبیهوش

)سااخت  اساتریل کااتتر یا  از اساتفاده باا (®درصد

 3-5 بااالون کااا  بااا پااذیر انعیااا  و شاارکت سااوپا(

و  24، در زماان چاالش ،شرکت سوپا()ساخت  لیترمیلی

ساااعت بعااد از تلقاایح باااکتری و در پایااان میالعااه  48

شستشاوی  کااتتر مخصاو . شاد انجاام( 120)ساعت 

 نای داخل به تراشه نایی لوله از استفاده با برونکوآلوئولار

 بااد هوا لیترمیلی 3 با کا  مخصو ، و سپس شد وارد

 از پایش اساتریل نمکای محلول بخشی از متعاقباً و شده

 ماایع ،بلافاصله و تزری ( لسیوسس درجه 37) شدهگرم

 هاایلوله به لاواژ مایع ه وشد آسپیره منفی فشار با لاواژ

 . شدنداستریل منتقل 

ای خاون هساتههای تامخونگیری و جداسازی سلول -

 :(peripheral blood mononuclear cell; PBMC) محیطای

از هار  لیترمیلی 10) شدهریآوجمع خون هاینمونهابتدا 

های حاوی مااده ضاد انعقااد هپااری  ( به لولهرأس دام

( Biowestفایکول )شارکت  محلولتوس  شده و منتقل 

سفید  لایه سپس سانتریفیوژ شده و  ه،شد رقی به آرامی 

ای خاون هساتههاای تا مانند حاوی سلول رنگ و ابر

 باود، هدشادر حد فاصل بی  دو فاز تشکیل  که محییی

 و مراحل تکمیلی بر روی آن انجام شد.  جداسازی

سانجش میازان  جهت Real Time PCR آزمایشانجام  -

 :تنایدر شارایط درون پپتیدهای ضدمیکروبی هایبیان ژن

ای خاون هساتههای تا مورد نظر از سلول RNA ابتدا

شاارکت  RNX-plus کیاات از اسااتفاده محییاای و بااا

شاارکت سااازنده  عملدسااتورالو باار اساااس  کلونیناساا

 یهاااRNA کمیاات تمااامی و اسااتخرا  شااد. کیفیاات

 2000 مادل دراپناانو دستگاه توس  شده هد استخرا 

 قارار ارزیاابی ماورد)ساخت شرکت نانو مبنا ایرانیاان( 

با مشخصات مناساب  ی مورد نیاز،پرایمرها همه .گرفت

باه تشکیل ساختارهای ثانویاه،  امکانو با توجه به عدم 

ساپس در  ه وقراحای شاد Allele ID فازاراکم  نارم

ژن .(2ل و)جاد دندشاد تأییاد NCBI-BLAST ساایت

شاااامل  حاضااار میالعاااه در نظااار ماااورد هاااای

 CD4 و (BNBD4) دفنساای  ،((BMAP34کاتالیساایدی 

در نظار  GAPDH مرجاع در ایا  میالعاه هاد ژن. بود

 گرفته شد.
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 CD4های کاتالیسیدی ، دفنسی  و یان ژناستفاده شده جهت سنجش بپرایمرهای مشخصات  -2جدول 

 طول  درصد گوانی  سیتوزی  دمای ذو   جذ  نوری  وزن مولکولی  توالی الیگونوکلئوتید نام  شماره

1 CD4 F TCCCACTCACCTTCGAGTAT 5988 4 30/57 50 20 

2 CD4 R CACCTTCACCTCTCTGTTCTTC 6523 4 25/60 50 22 

3 BMAP34 F CCAACTGGGAACTGACATAGAG 6777 5/4 25/60 50 22 

4 BMAP34 R CCCTGGAGGCTTTGTGAAA 5844 4 67/56 63/52 19 

5 BNBD4 F CATGAGACAGATTGGCACCT 6126 5/4 30/57 50 20 

6 BNBD4 R GCAGTTTCTGACTCCGCATT 6059 9/4 30/57 50 20 

7 GAPDH F TGAGATCAAGAAGGTGGTGAAG 6913 5 39/58 45/45 22 

8 GAPDH R GCATCGAAGGTAGAAGAGTGAG 6898 5/4 25/60 50 22 

 

بیاان  بررسای جهات Real-Time PCR آزمایشانجام  -

 بارای: تنایبرون در شرایطپپتیدهای ضدمیکروبی  هایژن

 های مورد نظار در شارای بیان ژن میالعه، دقت افزایش

 بادی  منظاور مقادار .گرفت قرار بررسی مورد تنیبرون

در  با هماان شاراییی کاه قابلاً خون نمونه لیترمیلی 80

 ، درهشااد تناای ارائااهای  درونمااورد آزمااایش در شاار

، جهات )شرکت بیوپارس آزما( هپارینه استریل هایلوله

 و ای خااون محییاایهساتههاای تاا ساالول جداساازی

 ویتاامی  تلقایح از پس هد  هایژن بیان میزانبی ارزیا

3D4 هاایژن بیاان ارزیاابی . بارای، اخذ شادBNBD ،

34BMAP 4 وCD و  10-7 ، 10-6 مختل  تلظت سه از

تمااامی مراحاال  .سااتفاده شاادا 3D مااولار ویتااامی  8-10

تنای های درونتنی هد همانند آزمایشهای برونآزمایش

 و با همان وسایل و تجهیزات انجام شد.

نظار گرفتاه شاده بارای انجاام ملاحظات اخلاقی در  -

 اخلا  کمیته توس  آزمایشی هایپروتکل تمامی: مطالعه

 Ethical Code) اسات شاده تأییاد ایران ملی تحقیقات

No: IR.IAU.SRB.REC.1397.137).  

هاای داده تجزیه و تحلیل آماری: هاداده تحلیل آماری  -

انجاام شاد. در  SPSS 18 افزاربا استفاده از نرم حاصله،

 p-value هاای آمااری انجاام گرفتاه، ارزشهمه آزمون

مقایسااه  دار درنظاار گرفتااه شااد.، معناای05/0کمتاار از 

در سایح  T test هاا باه روشژن بیاان میازان میاانگی 

د بی  دو رقد در هر زماان انجاام شاد. احتمال پنج درص

 توساا  TDelta C-Deltaهااا باار اساااس تجزیااه داده

-ساازی دادهانجام شد. جهت نرمال REST2009افزارنرم

 استفاده شد.  GAPDH ها نیز از ژن رفرانس

 

 هایافته
، مولتوسایدا پاساتورلا بااکتری مولکاولی تأییادنتایج  -

 از آماده دستهب تصاویر: هااز ریه گوساله شدهجداسازی

گرفته جهت انجامPCR شده محصولات  ژل الکتروفورز

، 1 ، میااب  شاکلP. multocidaتائید مولکاولی گوناه 

که تائیدکننده  داد نشان را باز جفت 865باندی به اندازه 

 باکتری مذکور بود.
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 قیعای گوناه  بر روی ژل آگارز بود که جهت تأیید P. multocida دهندهنشان، وساله موجود در هر گروهگرأس  5ه بی  گرفتنجاما PCR -1شکل  

  باکتری انجام گرفته است.

 

هاای ماورد در گوسااله نیارزیاابی علائام باالی نتایج -

 تلقایح از پس هایساعت اولی  در بالینی علائد: آزمایش

 مقعادی، دماای افزایش که قوری به شد، کنترل باکتری

 صااداهای و ساارفه چشااد، و بیناای افاازایش ترشااحات

 در .شاد ثبت گروه دو هر حیوانات در تنفسی تیرقبیعی

، 3D ویتاامی  تزریا  از پاس درماان، گروه هایگوساله

 گاروههای گوساله با مقایسه در بالینی قور کلی علائدهب

از  سااعت 120 از پس هاآن از برخی درو  کاهش کنترل

(.2مشاهود باود )شاکل  کااملاً ، بهبودیشرو  درگیری

 

 
 

 ترشحات بینی. 4و  3ترشحات چشمی.  2و  1ی مبتلا به پنومونی تجربی. هادر گوساله شدهثبت علائد بالینی -2شکل 
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 برونکوآلوئااولارشستشااوی ابی مایعااات ارزیاا نتااایج -

(BAL) :مایعات حاصله از  در موجود هایسلول بیارزیا

، تیمااار و کنتاارل گااروه هااایگوساااله BAL شستشااوی

 . (p=0001/0) داددار را نشااان معناای آماااری اخااتلا 

 در ماذکور هاد های موجود در مایعااتوتروفیلتعداد ن

 120ساااعت ) میالعااه روز آخااری  در و چااالش زمااان

 آمااری چاالش، اخاتلا  از قبال باا مقایسه در( میالعه

ال (.  -3شکل ) (p=0001/0) ندرا نشان داد داریمعنی

 سالماسات هاایو شمارش سلول کمی تحلیل و تجزیه

 هااسالول ای  تعداد که داد نشان هد مختل  ساعات در

 در هااآن تعداد در مقایسه با 3D ویتامی  تزری  در زمان

 داشاته داریمعنای آمااری تفااوت میالعه، ساعات سایر

(0001/0=p) (3شکل-  .)   هاتعداد لنفوسیتهمچنی 

 ویتاامی  تزری  زمان در هاآن محتوای با چالش زمان در

3D داریمعنای آمااری تفااوت میالعه، 48 ساعت و در 

 تعاااداد (.  -3شاااکل) (p=0001/0) اسااات داشاااته

 مقایساه در میالعاه، 72 و 24 هایدر ساعت ماکروفاژها

برخاوردار  داریمعنی آماری از اختلا  ،هازمان سایر با

 حاال، ایا  بااد(.  -3شاکل ) (p=0001/0) اسات بوده

 بای  داریمعنای آمااری اخاتلا  از هاائوزینوفیل تعداد

هاای کنتارل و گاروه هاایهای مربوط به گوساالهنمونه

 .برخوردار نبودند تیمار

 

   
                                                                        ال                                                              

   
 د                                                                                                                         

 در تفاوت  ( .مختل  زمانی مقاقع در درمان و کنترل هایگروههای نمونه بی  وی برونکوآلوئولار لاواژشستش های موجود در مایعنوتروفیل تعداد مقایسه ال ( -3شکل 

های موجود لنفوسیت در تعداد تفاوت  ( .مختل  زمانی مقاقع در درمان و کنترل هایگروه هاینمونه بی  شستشوی برونکوآلوئولار لاواژ های موجود در مایعسل ماست

شستشوی  تعداد ماکروفاژهای موجود در مایع در تفاوت د( .مختل  هایزمان در درمان و کنترل هایگروه هاینمونه بی  وی برونکوآلوئولار لاواژشستش در مایع

  .مختل  زمانی مقاقع در درمان و کنترل هایگروه هاینمونه بی  برونکوآلوئولار لاواژ

 (.>05/0p) باشدعت میهر سا در دارمعنی آماری اختلا دهنده نشان :*
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مبتلا به  حیوانات در ضدمیکروبی پپتیدهای هایژن بیان -

باا توجاه باه اینکاه : (تنایدرون )شرایطیتجربپنومونی 

 بیان پپتید ضادمیکروبی رای، بBNBD4 ژنبررسی بیان 

هاای بار اسااس یافتاه، ه باودشد گرفته نظر در دفنسی 

در  ژن ایا  بیاان در داریمعنای آماری اختلا ، میالعه

 زماان در درماان و کنتارل هاایگروههای خون گوساله

( چاالش زماان از پاس سااعت 24) 3D ویتاامی  تزری 

(04/0=p) از بعااد ساااعت 120 و 96 ، 72 ، 48 نیااز و 

 ال (. اماا -4)شکل (>05/0p) شد مشاهده چالش زمان

خاون  بای  ایملاحظاه و تفااوت قابال تغییار گونههیچ

 ژن بیااان در درمااان و کنتاارل هااایگااروه حیوانااات

 .نشاد مشاخ  میالعه مختل  ساعات در کاتالیسیدی 

 از پاس 120 و 72 ، 48 هاایدر ساعت CD4 ژن بیان البته

 و کنتارل هاایهاای گاروهدر خون گوساله چالش زمان

 شان داد که اخاتلا ، ن3D ویتامی  تزری  از پس ،درمان

)شکل  (p=0001/0) بود ی مشاهده شدهدارمعنیآماری 

4- .)  

           
 ال                                                                                                                                             

 3Dویتامی   تزری  زمان در LSD post hoc آزمون با میاب  ،درون تنیشرای   در درمان و کنترل هایگروه در )4BNBD)  دفنسی -بتا ژن بیان ال ( 4ل شک

 ،درون تنیشرای   در درمان و کنترل هایگروه در CD4 ژن بیان  ( .چالش زمان از پس ساعت 120 و 96 ، 72 ، 48 و( چالش زمان از پس ساعت 24)

 .چالش زمان از پس 120 و 96 ، 72 ، 48 هایساعت در ،LSD post hoc آزمون با میاب 

 

 هاایسالول در ضادمیکروبی پپتیادهای هاایژن بیان -

 تلظات باالاتری : یتنابارون شارایط در شده سازیجدا

 به ،(مولار 10-6) میالعه ای  در استفاده مورد 3D ویتامی 

 لیسااایدی اکات هاااایژن بیاااان تاااوجهی قابااال قاااور

(BMAP34)،  دفنساای (BNBD4) و CD4 شافاازای را 

 داریمعنای آماری تفاوت حاکی از هد نتایج ارزیابی .داد

های کنترل و گروه هاینمونه ها درای  ژنبیان  میزان در

 ماولار 10-7لظت همچنی  ت .(p<05/0) استبوده تیمار

 میازان در را داریمعنای آمااری فاوتهد ت  3D ویتامی 

 نشاان ماذکور گاروه 2هر  هاینمونه بی  CD4 ژن بیان

  (.-5تا  ال -5ل اشکا) ادد

 

 

 

 

 

 

 



 و همکاران  پریسا اصغرپور                                                                       هاتجربی گوساله پنومونی در ضدمیکروبی پپتیدهای هایژن میزان بیان بر فعال 3Dارزیابی اثرات ویتامین      

 

248 

 

                
                       ال                                                                                                                           

 
    

 هایتلظت با درمان کنترل و هایگروه بی  (BMAP34) لیسیدی اکات ژن بیان . ال (برون تنی مقایسه بیان ژن پپتیدهای ضدمیکروبی در شرای  -5شکل 

 هایگروه بی  ،4CD ژن بیان  ( .3D ویتامی  مختل  هایتلظت با درمان کنترل و هایگروه بی  (4BNBD) دفنسی -بتا ژن بیان  ( .3D ویتامی  مختل 

 . 3D  ویتامی مختل  هایتلظت با درمان کنترل و

 

 گیریو نتیجه بحث

هاای تجربی در گوسااله پنومونی ،حاضر میالعه در

و باا  P. multocida باومی ساویه توسا  مورد میالعه،

مخباار دزفااولی و همکاااران  تحقیاا  نتااایج اسااتناد بااه

(Mokhber Dezfouli et al., 2017) کاه  پذیرفت انجام

 نیباالی علائاد قاادر باه ایجااد تنهایی به باکتری مذکور

 چرکی،تب، ترشحات موکوسی و موکوسی مانند مربوقه

 باوده صاداهای تنفسای و تانفس تعاداد افزایش سرفه،

 .است

 قابال افازایش حاضر، میالعه در باکتریایی تلقیح از پس

 مباتلا هایگوساله در CD4 و تلظت دفنسی  در توجهی

لاذا .  (4)شاکل  اسات شده مشاهده تجربی پنومونی به

 تغییارات پپتیادهای ضادمیکروبی کلای یالگاو ما نتایج

کنااد ماای تأییااد را قبلاای میالعااات در شااده گاازارش

(Merriman et al., 2015; Hayes et al., 2015). بار 

 بیاان سایح ،از تحقی  حاضر آمده دستبه نتایج اساس

 و تنایباروندر شارای   پپتیدهای ضادمیکروبیهای ژن

4CD ً3 ویتاامی  دوز بهوابسته  کاملاD ،بیاان زیارا باود 

، 3D ویتاامی مصارفی  دوزمیازان  افزایش دنباله بها ژن

 ،تنیدرون شرای  در کهحالی در .پیدا کرده است افزایش
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 گااروه هااایگوساااله در CD4 دفنساای  و هااایبیااان ژن

 نیز افازایش 3D ویتامی  کد وجود مقادیر با حتی ،درمان

کل )شا اسات یافته بهبود عفونت و علائد بالینی و یافته

5).  

توجه به مقرون به صرفه باودن  با 3D ویتامی  تأمی 

 اتتولیاد در آن چشمگیر نقش ،دامپروری صنعت آن در

 تجربای پنوماونی بهباود در کاهی اثراتا بار علاوه ،یدام

مکمال  یا  عناوان باه تواندمی ،داشته است هاگوساله

 شاود معرفی عفونی هایبیماری شدت کاهش در تذایی

(Afsal et al., 2014; Smith, 2015). در رو ایاا  از 

 به 3D ویتامی  مناسب دوزهای از استفاده حاضر، میالعه

 عملکارد بهبود مناسب، جهت درمانی مکمل ی  عنوان

 میالعاههمچنای   .ه اساتشاد انجام بدن ایمنی سیستد

در راساتای تأییااد و موافقات بااا میالعااات هااد حاضار 

محاافظتی  اثارات انسانی که تاکنون صورت گرفته است،

 تنفسی هایعفونت روی ، بر3D ویتامی  دهندگیو بهبود

هاای پپتیادهای ژن تنظید قری  از نشان داده است که را

 ,.Telcian et alکناد )آن را اعماال مای ،ضادمیکروبی

 و ساال بااه مبااتلا بیماااران دردر ایاا  ارتباااط  .(2016

 اثارات و 3D ویتامی  درمانی اثرات فیبروزیس، سیستی 

 اساتشاده بررسای ایمنای کنندگی آن بر سیستدتعدیل

(Hewison, 2011; Afsal et al., 2014) گزارش شاده ،

 کاتالیسایدی  بیان ژن  ،D های ویتامی مکمل که مصر 

 Mycobacterium باااکتری تکثیاار و داده افاازایش را

tuberculosis سازد می محدود انسان ماکروفاژهای در را

(Hayes et al., 2015). پایدار و همیشگی ایا   تأثیر اما

دساتگاه تنفسای از عاواملی نظیار  پاکساازی بر ویتامی 

 یااا و ویااروس سنسیشاایال تنفساای آنفلااوانزا، ویااروس

کامال  قاوره، باانساان دستگاه تنفسی در کرونا ویروس

 Guillot et al., 2010; Asgharpour etنیست ) مشخ 

al., 2020). گوسافندان در تجربای میالعاهیج یا  نتاا 

 گاارممیلاای 5/0 تزریاا  از پااس کااه اساات داده نشااان

 هاایبافات در باکتریاایی لیسیدی ، مقادار و حجاداکات

پیادا  کااهش شستشوی برونکوآلوئولارو مایعات  ریوی

در برخای از  .(Izadpanah and Gallo, 2005کناد )مای

میالعات هد که به تازگی در مورد ورم پستان گاو انجام 

 پاس های بتا دفنسای ،بیان ژن است، افزایش سیحگرفته

اسااات  مشااااهده شاااده 3D ویتاااامی  از اساااتفاده از

(Merriman et al., 2015در .) نیااز انساانی میالعاات 

 هاایپاساخ در آنهاا ساهد و دفنسای  التهابیضد اثرات

 در .(Tecle et al., 2010اسات ) شده تأیید ریه، التهابی

تواناد مای 3D ویتامی  مشخ  شد که نیز حاضر میالعه

 باا را CD4 و دفنسای  هایژن بیان تنی،در شرای  درون

 همچنای  باا .(4)شکل  افزایش دهد IU 3000000 دوز

 هاایبیاان ژن دوزهای بالاتر از ای  ویتاامی ، استفاده از

تنای هاد در شرای  بارون CD4 و دفنسی ، کاتالیسیدی 

 .(5)شکل  کندپیدا می افزایش

لگاو و محتاوای ا گزارش شاده کاه از قر  دیگر

 هااای پپتیاادهایژن بیااان هااای مااایع لاواژ درساالول

 و خاصااایت کننااادگیتعااادیل اثااارات ضااادمیکروبی،

 تجربای پنوماونی در را 3Dضدمیکروبی باودن ویتاامی 

 ,.Mokhber Dezfouli et alکنناد )مای گوساله، تأییاد

ارزیااابی مایعااات  از آمااده دساات بااه نتااایج .(2017

 سایح کاه هی از آن باودحاک شستشوی برونکوآلوئولار

 ،کنندپیدا می افزایش تجربی پنومونی از پس هانوتروفیل

 از مشخ  کرد که پسنتایج تحقی  حاضر،  کهحالی در

 رودمای ایا  مقادار رو باه کااهش، 3D ویتاامی  تزری 

د در وماکروفاژهااای موجاا محتااوای البتااه و (3)شااکل 
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 گاروه در 3D ویتاامی  تزریا  از پاس ماذکور، مایعات

 میالعاه حاضاردر لذا  .(3)شکل  یافت افزایش درمانی،

توسا   کاه ریاوی هاایالتهاا  کاهش بی  ، ارتباطهد

شستشاااوی هاااای مایعاااات سااالول ارزیاااابی تعاااداد

 هااایژن بیااان افاازایش و شااده تعیاای  برونکوآلوئااولار

 .شد اثبات ،3D ویتامی  مصر  از پس 4CD و دفنسی 

ماده از دسات آهنتاایج با با توجاه باه اینکاه قبا 

بار  3D ویتاامی  تعادیل کننادگی اثرات پژوهش حاضر،

 علائاد توجاه در قابل بهبود صورتهایمنی که ب سیستد

 و هاای کاتالیسایدی بیاان ژن افازایش و بالینی مبتلایان

CD4 مورد میالعه خود را نشان داد و نظار  حیوانات در

 در دفنساای  و کاتالیساایدی  هااایژن اصاالی نقااش بااه

 سایح و هاابیان ای  ژن بی  ارتباط و یویر هایبیماری

 ایا  سایح افازایشکاه  اعلام کارد توانی، م3Dویتامی 

همچنای   و پپتیدهای ضدمیکروبی هایبیان ژن ،ویتامی 

 .بخشدمی بهبودقی دوره پنومونی،  در را هاریه عملکرد

 ویاروس شایو  قی در که احتمال داد توانمی نتیجه در

 هاایبیاان ژن با است ممک  3D ویتامی  مصر  کرونا،

 در سالولی عملکردهاای تنظید و پپتیدهای ضدمیکروبی

و باه  گذاشاته بادن ایمنای سیساتد بر مثبتی اثرات ریه،

 و هدیبخشا بهبود تا حدودی را ریه عملکرد ،موجب آن

 جبران کناد. تا حد قابل قبولی را ریوی هاینق بتواند 

تعاداد  کااهش و بهبود برای شود کهمی توصیه همچنی 

 تنفسی هایبیماری شدت و همچنی  کاهش دفعات ابتلا

 هاایدرمان با همراه 3Dویتامی  مناسب دوز از ،ها هددام

 .گردد استفاده بیوتیکیآنتی رایج
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