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 چكیده
های ناشي از این عوامل از باشند. جهت پیشگیری از وقوع بیماریها مياز عوامل اصلي اسهال گوساله Salmonella enteritidisو  E.coli K99های باکتری

های اخیر بحث استفاده از تخم مرغ همین منظور در سالهب توان استفاده نمود.( مي passiveن و انتقال ایمني غیر فعال ) های زیادی از جمله واکسیناسیوروش

پس از  Salmonella enteritidisو E.coli K99های  منظور تهیه آنتي ژن، باکتریههای حساس مطرح شده است. بایمن سازی شده در جیره غذایي گوساله

دست آمده پس از سه بار شستشو توسط هغیر فعال شدند. آنتي ژن ب %1عته در محیط کشت نوترینت براث شرکت مرک، با اضافه کردن محلول فرمالین سا 24کشت 

PBS، تصفیه شده و آماده استفاده گردیدند. میزان آنتي ژن در هر دز براساس μg/ml 222 پروتئین و CFU/ml 112×1 2یق به فاصله تزر 4ها تنظیم شدند. مرغ 

رت زیر جلدی دریافت کردند. صوهتزریق بعدی( ب 1هفته یكبار همراه با ادجوانت کامل فروند شرکت سیگما )تزریق اول( و ادجوانت ناقص فروند شرکت سیگما )

 گیری شدند.رغ با روش آگلوتیناسیون اندازهمهای سرم و تخمفاصله دو هفته یک بار صورت گرفت. سپس تیتر آنتي بادی در نمونهههای مختلف هم بگیرینمونه

تواند ، هایپرایمیون بوده و ميهای ایمن سازی شدهتخم مرغاز لحاظ آنالیز آماری مورد مقایسه قرار گرفتند. نتایج بررسي حاضر نشان داد که شده دست آمده هنتایج ب

 های یک روزه قابل استفاده باشد.برای تحریک سیستم ایمني گوساله

 .451-424 ، صفحات:11پیاپي  ،1، شماره 4، دوره 1131 تبریز،واحد له دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي مج

 K99 اشریشیا کولای ،سالمونلا انتریتیدیسسازی شده، تخم مرغ ایمن :هاواژه کلید
 
 

 

 مقدمه
های ایمن سازی شده های اخیر استفاده از تخم مرغدر سال    

های ایمن ده است. تاکنون تخم مرغرواج چشمگیری پیدا کر

ها، روتا عامل اسهال در خوک E.coliسازی شده بر علیه 

 هلیكوباکتر پایلوریویروس ایجاد کننده اسهال در نوزاد انسان ، 

، 11، 3) و ... تولید شده است پاستورلا مولتي سیدادر انسان ، 

 (.11و  13، 14، 15

 ها در گوساله از جمله عوامل اصلي اسهال و مرگ و میر

و  E.coli K99توان به های اول زندگي ميهفته

Salmonella enteritidis ( باکتری 4و  1اشاره نمود .)

های مختلف های زیادی در گونهسالمونلا قادر به ایجاد بیماری

لاقه این باکتری به دستگاه حیوانات و انسان است. به دلیل ع

د شده توسط آن اسهال های مهم ایجا، از جمله بیماریگوارش

 4، مهیار ملكان1رضا باهنر، علي2، هادی پورتقي2فرهاد موسي خاني، *1محمد ملكان
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حیوان در اثر  که در موارد اسهال حاد،طوریهب باشد.مي

روز تلف  5تا  2توکسمي و از دست دادن آب بدن در عرض 

نیز تروپیسم زیادی به  E.coli K99(. باکتری 1شود )مي

دستگاه گوارش داشته و یكي از مهمترین عوامل ایجاد کننده 

و  2،  1) شدبامي هاگوساله اسهال سفید در هفته اول زندگي

شده و  هاآنتروسیتباکتری باعث اختلال در عملكرد این  (.1

درصورت عدم درمان دام در اثر اسهال ظرف چند روز  نهایتاً

 .(2) شودتلف مي

های  های ایجاد شده توسط  باکتریتوجه به اهمیت بیماری با

E.coli K99   وSalmonella enteritidisقیق ، در این تح

 ها، تخم سعي بر آن شده که با تحریک سیستم ایمني مرغ

دست آیند که دارای تیتر بالای آنتي بادی علیه ههایي بمرغ

نهایت قابل استفاده  عوامل یاد شده باشند. این محصولات در

های  ایمني مضاعف علیه، باکتریمنظور ایجاد هها ببرای گوساله

E.coli K99   وSalmonella enteritidis باشند.مي 

 هامواد و روش
 تهیه آنتي ژن:

مورد استفاده در این تحقیقق از   سالمونلا انتریتیدیسباکتری     

بخش بیوتكنولوژی دانشكده پزشقكي دانشقگاه تربیقت مقدرس     

استفاده شده نیز توسط کیت        E.coli K99تهیه گردید. باکتری 

Capture ELISA  شرکتBiox گرفتقه   مورد شناسایي قرار

توسقط   ها مجدداًو سپس کشت و جداسازی شد. هویت باکتری

یقد ققرار گرفقت.    أیهای بیوشیمیایي و رنگ آمیزی مقورد ت تست

و  E.coli K99هقققای  بقققرای تهیقققه آنتقققي ژن، بقققاکتری 

Salmonella enteritidis    در محیط کشت نوترینقت بقراث

درجقه    14سقاعت در انكوبقاتور    24شرکت مرک بقرای مقدت   

اضافه شد  %1گراد پاساژ داده شدند. سپس به آنها فرمالین سانتي

 (.2) ساعت در دمای آزمایشگاه ققرار گرفتنقد   24و برای مدت 

هقا و هقم   منظور ایمن سقازی مقرغ  ههای تهیه شده هم بآنتي ژن

کقار گرفتقه شقدند. بقه     هها بق گیری میزان آنتي بادیتست اندازه

هایي روی تصادفي نمونهصورت ه، بهاید مرگ باکتریأیمنظور ت

محیط مكانكي آگار شرکت مرک کشت داده شدند کقه پقس از   

رشققد نكققرد. قبققل از کشققتن  در آن  سققاعت هققیا  بققاکتری 24

 surface طقور تصقادفي   ههایي از آنها بق ها برای نمونهباکتری

plate count هقا در  میزان تقریبقي بقاکتری   صورت گرفت  تا

محقیط کشقت،    لیتقر میلقي  5ن در دست آیند. این میقزا همخازن ب

 E.coli K99  ،CFU (colony formingبقرای بقاکتری   

unit )312×2   سققالمونلا انتریتیققدیس و بققرای بققاکتری CFU 
هقای خقالص از   منظور شستشو و تهیقه آنتقي ژن  هبود. ب 3×112

PBS (Phosphate buffer saline   .استریل اسقتفاده شقد  )

هقم حجقم محقیط     PBSر هقا د بار شستشو، آنتي ژن 1از پس 

کشت اولیه حل شده و آمقاده دزاج نمقودن شقدند. بقا اسقتفاده      

 هقای صقورت  روش پروتئین سقنجي لقوری در کنقار شقمارش    

 1×112پقروتئین و   μg/ml 222، میزان آنتي ژن بقر پایقه   گرفته

CFU/ml هقای  (. آنتقي ژن 13و  12، 12) تعیین دوز گردیدند

تا زمان تزریق در فریقزر   های استریلدزاج شده در میكرو تیوب

 داری شدند.نگه گراددرجه سانتي -22

 ها:ایمن سازی مرغ

روزگي  12مرغ لگهورن سفید که از سن  23در این تحقیق از 

ها به محل تحقیق انتقال پیدا کرده بودند، استفاده شد. این پولت

روزگي برای آزمایش استفاده  152پس از به تخم آمدن در سن 

داری از جمله تغذیه، شرایط محیطي و ... نگه شدند. شرایط

برای هر دو گروه آزمایش و شاهد یكسان و در حد مطلوب در 

 های هر دو گروه شاهد و آزمایش نظر گرفته شد. به مرغ

تزریق به دوصورت زیر جلدی و داخل  4فواصل دو هفته، هب

قطعه مرغ از گروه آزمایش  14(. 2عضلاني صورت گرفت )

)با اضافه کردن ل را همراه با ادجوانت کامل فروند تزریق او

میكروب کشته شده سل به روغن معدني سبک و آب و یک 

ماده امولسیون کننده مثل مونولئات مانید ادجوانت کامل فروند 

 Tي های کمكولآید که با تحریک ماکروفاژها و سلوجود ميهب

قات شرکت سیگما و تزریکند.( واکنش ایمني را تشدید مي

روغن معدني سبک و آب و )بعدی را همراه ادجوانت ناقص 
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است که با ایجاد یک ماده امولسیون کننده مثل مونولئات مانید 

التهاب موضعي موجب آزادسازی کند پادگن گردیده و تا 

فروند کند.( حدود زیادی به بروز پاسخ ایمني مناسب کمک مي

گروه شاهد نیز  های(. مرغ2و  4) شرکت سیگما دریافت کردند

 .کردندآب مقطر استریل دریافت 

 ها:گیری تیتر آنتي بادیاندازه

ب شقامل روز  های خون و تخم مرغ اخقذ شقده بقه ترتیق    نمونه

، هفته دوم، هفته چهارم، هفته ششم، هفتقه هشقتم و هفتقه    صفر

گیری تیتر آنتي بقادی در سقرم و   باشند. به منظور اندازهدهم مي

(. در روز صقفر  4) وتیناسیون استفاده شدتخم مرغ از روش آگل

هقای   گیقری تیتقر آنتقي بقادی بقر علیقه بقاکتری       علاوه بر اندازه

E.coli K99  وSalmonella enteritidis  ها در تخم مرغ

ها نیز بر روی محیط مكانكي آگقار شقرکت   و سرم، از تخم مرغ

 14سقاعت در انكوبقاتور    24مرک کشت تهیه شقد کقه پقس از    

گراد هیا باکتریي روی محیط ظاهر نگردیقد. بقرای   يدرجه سانت

هقا  بقرای آزمقایش    جداسازی و آمقاده سقازی زرده تخقم مقرغ    

(. 12) اسقتفاده شقد   PBSآگلوتیناسیون از روش رقیق کردن با 

هقای  در این روش از فاز مایع سطحي که حاوی ایمونوگلوبولین

 محلول بود برای آزمایش آگلوتیناسیون استفاده شد.

های گروه آزمایش و شاهد یک نمونه سقرم   هر یک از مرغ برای

و یک نمونه تخم مرغ در روزهای یاد شده اخقذ شقدند. بقرای    

 E.coliهای سنجش میزان آنتي بادی تولید شده بر علیه باکتری

K99  هقا از  در سقرم و زرده تخقم مقرغ    سالمونلا انتریتیدیسو

ر از دو سقری  روش آگلوتیناسیون استفاده شد. برای ایقن منظقو  

تایي دیگر  12تایي برای هر نمونه سرم و دو سری لوله  12لوله 

لوله  1برای هر نمونه تخم مرغ استفاده شد. و در کنار هر نمونه 

از خطاهقای احتمقالي جلقوگیری     نیز در نظر گرفته شد تا شاهد

 شود.

برای انجام آزمایش آگلوتیناسیون ابتقدا از سقرم و یقا فقاز مقایع      

بقه   های متوالي تهیقه شقد.  ها رقتدر زرده تخم مرغ ایجاد شده

در لولقه   PBS لیتقر میلقي  1/2های متوالي ابتدا منظور تهیه رقت

سرم یا فاز مایع ایجاد شقده   لیترمیلي 1/2ابتدایي ریخته و به آن 

ها اضافه شدند. پس از هموژن سقازی میقزان   در زرده تخم مرغ

 لیتقر میلقي  5/2وم کقه حقاوی   از لوله اول به لوله د لیترمیلي 5/2

PBS  و  کقرد بود اضافه گردید و این کار تا لوله دهم ادامه پیدا

از مایع هموژن لوله دهم دور ریختقه شقد.    لیترمیلي 5/2در انتها 

، آنتي ژن هموژن شقده  لیترمیلي 5/2دار سپس به تمامي رقتها مق

ساعت در دمقای آزمایشقگاه ققرار     24اضافه شده و برای مدت 

هقا از  (. بعد از سپری شدن مدت مذکور، تمامي لوله4) ده شددا

منظقور  هنظر ایجاد آگلوتیناسیون مورد بررسي قرار گرفتنقد و بق  

هقای مشقكوک، ازآنهقا لام تهیقه و در زیقر      ید تشخیص لولقه أیت

  میكروسكوپ نوری بررسي شدند.

مقورد آنقالیز    spssنتایج حاصل از این بررسي توسط نرم افزار 

 فت.قرار گر

 هایافته
تغییرات مربوط به آنتقي بقادی در سقرم و تخقم مقرغ بقرای          

در  Salmonella enteritidisو  E.coli K99های  باکتری

 آورده شده است. 1جدول 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 ول مطالعههای مختلف در سرم و تخم مرغ در طهای مورد آزمایش برای باکتری( لولهههای حسابي )ح( و هندسي )میانگین  -1جدول 
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 تخم مرغ سرم 

 .E.coli Sal. ent. E.coli Sal.ent باکتری

 

 گروه      هفته   

 

 شاهد آزمایش شاهد آزمایش شاهد آزمایش شاهد آزمایش

 صفر هفته
 2 2 21/2 41/2 2 2 1 35/2 ح

 2 2 2 2 2 2 2 2 ه

 2هفته 
 2 42/1 12/2 2 2 5/1 1 14/2 ح

 2 12/1 2 22/1 2 14/1 2 22/1 ه

 4هفته 
 2 15/1 1 24/4 2 54/1 24/1 41/4 ح

 2 51/1 2 34/1 2 51/1 2 111/1 ه

 2هفته 
 2 23/4 12/2 42/5 2 5/4 24/1 54/5 ح

 2 14/1 2 215/1 2 111/1 2 214/1 ه

 3هفته 
 2 24/5 12/2 24/2 2 41/5 1 35/2 ح

 2 252/1 2 411/1 2 222/1 2 541/1 ه

 12هفته 
 2 15/2 12/2 24/4 2 42/2 1 15/4 ح

 2 421/1 2 242/1 2 412/1 2 311/1 ه

 
میانگین مقادیر تیتر آنتي بادی در  سرم و تخم مرغ علیه  

های ثبت شده در براساس شماره لوله E.coli K99باکتری 

من طور جداگانه با آزمون آماری ههای تحت بررسي،  بهفته

شاهد مورد مقایسه قرار گرفت و  در دو گروه آزمایش وویتني 

دار بود )سرم جز روز صفر که میانگین فاقد اختلاف معنيهب

ها، تیتر گروه آزمایش به ( در بقیه هفته%14و تخم مرغ  21%

(. میانگین p=225/2. )داری بیش از گروه شاهد بودطور معني

سالمونلا مقادیر تیتر آنتي بادی در سرم و تخم مرغ علیه باکتری 

براساس شماره لوله های ثبت شده در هفته های  تیدیسیاینتر

در دو گروه من ویتني طور جداگانه با آزمون هتحت بررسي ب

جز روز صفر که هآزمایش و شاهد مورد مقایسه قرار گرفت و ب

، تیتر گروه ها، در بقیه هفتهدار بودمیانگین فاقد اختلاف معني

 روه شاهد بود داری بیش از گطور معنيهآزمایش ب

(2225/2=pهمچنین تغیی .) رات در طول زمان تیتر آنتي بادی

در دو  سالمونلا انتریتیدیسو  E.coli K99های علیه باکتری

گیری گروه آزمایش و شاهد  با روش آنالیز واریانس با اندازه

( مورد تجزیه و Repeated Measure ANOVAمكرر )

رات در دو گروه تحلیل قرار گرفت و مشخص گردید تغیی

دار نبوده ولي در گروه آزمایش هم در مورد سرم و شاهد معني

 .(>221/2p) داری افزایش یافته استطور معنيههم تخم مرغ ب

 

 

 

  گیریبحث و نتیجه



 ، 11پیاپي  ،1، شماره 4تبریز، دوره واحد مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي                                                                                                                        ... سازی شده علیهمرغ ایمنتولید تخم

 1131بهار 
 

 967 

استفاده از تخم مرغ به عنوان حامل فاکتورهقای بیولوژیقک        

که جائيمختلف در چند دهه اخیر مورد توجه قرار گرفته و از آن

 صقورت معمقول مصقرف    هتخم مرغ در سبد غقذایي انسقاني بق   

هقا جهقت درمقان    شود، تحقیقات در مورد این نوع تخم مرغمي

 های مختلف و همچنین کقاهش میقزان مصقرف داروهقا     بیماری

و  Li 2222صقورت وسقیع در حقال انجقام اسقت. در سقال       هب

ئرومونقاس  آهمكاران با تولید ایمونوگلوبولین در زرده بر علیقه  

هایي از ماهي اسقتفاده  ، از آن جهت ایمن سازی گونههیدروفیلا

( و هم in vitroهم در شرایط آزمایشگاهي ) ،نمودند و طي آن

ر و قابقل قبقولي   دا( نتایج معنقي in vivo) درون تنيدر شرایط 

هقای  که توانستند بقا اسقتفاده از زرده   کسب نمودند بدین معني

هقای مقورد آزمقایش منتققل     ا به مقاهي سیو راهایپرایمن ایمني پ

و همكاران با تهیه تخم مرغ ایمقن   Shin 2222نمایند. در سال 

عنقوان روش  ه، از آن بق هلیكوباکتر پقایلوری سازی شده بر علیه 

(. 13) کمكققي در درمققان زخققم معققده انسققان اسققتفاده نمودنققد 

Chang  با تولیقد تخقم مقرغ ایمقن      1111و همكاران در سال

 اسققترپتوکوکوس موتققانس Cعلیققه سققروتی  سققازی شققده بققر 

توانستند از آن در جهت جلوگیری از رشقد بقاکتری مقذکور در    

دسقت  هداری بق محوطه دهاني انسان استفاده کرده و نتایج معنقي 

و همكاران تخقم   Wiedemannنیز  1111(. در سال 2) آورند

هقا  عامل اسهال در خوک  E.coliای علیهمرغ ایمن سازی شده

و همكققاران   Kuroki 1114(. در سققال 22) ودنققدتولیققد نم

توانستند با تولید تخم مقرغ ایمقن سقازی شقده بقر علیقه روتقا        

ها و مصرف آن در حیوانات زنقده  روس عامل اسهال گوسالهیو

 تیتر بالایي از آنتي بادی را علیه این عامل به آنها منتققل نماینقد  

بققا و همكققاران نیققز توانسققتند    Ling 1113(. در سققال 11)

سیدا به تیتقر حقداکثری    وپاستورلا مولتواکسیناسیون طیور علیه 

و  Farrelly 1112(. در سال 11) در تخم مرغ دست پیدا کنند

همكاران توانستند بعد از تولید تخم مرغ ایمن سازی شده علیقه  

و مصرف خقوراکي آن    E.coliیكي از سویه انتروتوکسیژنیک 

در  (.1)سقت پیقدا کننقد    ها به نتایج خیلي خقوبي د در خرگوش

تولیقد تخقم   بقه  و همكاران موفقق   Chalghoumi 2223سال 

و  سقالمونلا تقایفي موریقوم   مرغ ایمقن سقازی شقده بقر علیقه      

دسقت آمقده   ه(. با توجه به نتایج ب5شدند ) سالمونلا انتریتیدیس

 توسط محقیقین مختلف، تولیقد تخقم مقرغ ایمقن سقازی شقده       

ویقژه کنتقرل اسقهال    هروری و بق منظور استفاده در صنعت دامپهب

ها امری دور از ذهقن نبقوده و کقاربردی    ها در دامپروریگوساله

دست آوردن حقداکثر  هخواهد بود.  هدف اصلي این تحقیق با ب

های ها برعلیه باکتریتیتر آنتي بادی مورد نیاز در زرده تخم مرغ

E.coli K99 مین گردید. زرده تخقم  أتیدیس تیو سالمونلا انتر

ایمیقون بقوده و بقه     -دست آمده، هقایپر ههای ایمن سازی برغم

هقای یقک روزه قابقل    منظور کمكي برای سیستم ایمني گوسقاله 
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