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Abstract  

Backgronnd & Objectives: Pasteurella (P.) maltocida is the cause of pasteurellosis. Animals and 

sometimes humans are involved with this bacterium. The aim of this study was to evaluate          

immune responses in sheep vaccinated with inactive antigen along with alum and AbDNA         

adjuvant by tracking IgG and cytokine levels on serum samples. 

Material & Methods: Sheep were immunized with two doses of inactivated vaccine with formalin 

at an interval of 2 weeks. Alum and DNA of P.maltocida serotype A strain were used as an        

adjuvant. One milliliter of immunogen was inoculated subcutaneously to the animals. After      

ELISA design, immune response was evaluated by measuring specific IgG antibody titer and TNF

-α measurement on serum samples and lymphocyte cell culture. 

Results: The antibody titer in the group receiving DNA was higher than the group receiving Alum 

and the control groups. The highest antibody level (1.463) was related to the FIV-AbDNA group 

in the fourth week. In the FIV-Alum group, the highest titer was 1.054, which indicates a weaker 

immune response compared to the DNA group. AbDNA also increased the production of TNF-α. 

TNF-α in immunized animals increased significantly compared to the control groups. The highest 

titer of TNF-α (1.44) was related to the FIV-AbDNA group on the serum sample. 

Conclusion: P.maltocida antigen together with bacterial DNA as an adjuvant is an alternative 

candidate for making new vaccines against P.maltocida. Considering the ability of AbDNA to   

create immune responses through the release of different cytokines, it is suggested to evaluate    

different types of cytokines. 
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 چکیده

. هدف این شوندو گاهی انسان با این باکتری درگیر میباشد. حیوانات عامل بیماری پاستورلوز می  پاستورلا مالتوسیداسابقه و هدف: 

طریقق ردیقابقی از   AbDNAاجوانت آلوم وژن غیرفعال همراه با های ایمنی در گوسفندان واکسینه شده با آنتیپاسخارزیابی مطالعه 

 و سایتوکین در سرم بود. IgGمیزان 

 DNAها از آلوم و هفته ایمن شدند.در این واکسن 2گوسفندان با دو دوز واکسن غیرفعال شده با فرمالین به فاصله :  هامواد و روش

صورت زیرجلدی به حیوانات سی ایمونوژن بهعنوان اجوانت استفاده گردید. درهر مرحله، یک سیبه Aپاستورلا مالتوسیدا سروتیپ 

بقر روی   TNF-αگیقری و اندازه IgGبادی اختصاصی گیری تیتر آنتیتلقیح شد. پس از طراحی الایزا، پاسخ ایمنی اکتسابی با اندازه

 های سرم و کشت سلول لنفوسیت بررسی شد. نمونه

های کنترل بالاتر بقود. نسبت به گروه دریافت کننده آلوم و گروه DNAبادی در گروه دریافت کننده نتایج نشان داد تیتر آنتی:  هایافته

بقود  160/4بالاترین تیتر  FIV-Alumدر هفته چهارم بود. در گروه  FIV-AbDNA( مربوط به گروه 164/3بادی )بالاترین سطح آنتی

          TNF-αباعق  افقزایقش تقولقیقد  AbDNAسازی، باشد. پس از ایمنمی DNAتر نسبت به گروه که نشان از پاسخ ایمنی ضعیف

های کنترل افزایش معنقاداری داشقت. بقالاتقریقن تقیقتقر               در حیوانات ایمن شده نسبت به گروه TNF-αنیز گردید. بطورکلی تیتر 

TNF-α (1644 مربوط به گروه )FIV-AbDNA .در نمونه سرم بود 

های جدیقد عقلقیقه ای برای ساخت واکسنعنوان اجوانت، گزینهباکتریایی به DNAهمراه با   ژن پاستورلا مالتوسیداآنتی:  گیرینتیجه

های مقخقتقلقف، های ایمنی به واسطه آزادسازی سایتوکایندر ایجاد پاسخ AbDNAباشد. با توجه به توانایی می  پاستورلا مالتوسیدا

 گردد. ها پیشنهاد میارزیابی انواع سایتوکاین

 .TNF-αباکتریایی، آلوم، اجوانت، واکسن،   DNAپاستورلا مالتوسیدا،: واژگان کلیدی

 14016164پذیرش مقاله:                                 14016/610ویرایش مقاله:                                 140163621دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، شعقبقه شقیقراز، ایقران.

  yahyatahamtan@yahoo.comپست الکترونیک:                       01177117140تلفن:  

 مقدمه     

جنس پاستورلا یکی از اع ای مه  خقانقواده پقاسقتقورلاسقه                                                

باشد که یک گروه بزر  و متنوع از گاماپروت وباکترهای گرم                                                          می  

مقالقتقوسقیقدا                                   های جنس پاستقورلا شقامقل                      منفی است. گونه              
P. multocida ،          س تیقکقاP.septica ،         تقایقگقریقزP. tigris      و  

پاسقتقورلا         باشند. در این جنس،                    می      P. haemolyticaهمولیتیکا           
گونه مهمی است که از ن ر ضقررهقای ا قتقصقادی                                        مالتوسیدا           

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خقلا قانقه )
 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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در سقال        پاستورلا مالتوسیدا                   (. باکتری           2و 1اهمیت فراوانی دارد )                    

  1110کشف شد و در سال                   (Perroncito)توسط پرنشیتو                1171

توسط لویی پاستور به عنوان یک باکتری گرم منفی، عامل ایجاد                                                          

(. این باکتقری بقر اسقاس                       4و 3وبای مرغی نامگذاری گردید )                          

شود و         ساکاریدی سروتیپ بندی می                       ژن ک سول پلی            ترکی  آنتی          

)هیالورونیک اسید(،                     Aگروه ک سولی           -سرو     /ها در یکی از              سویه    

B                              ،)آرابینوز، مانوز و گالاکتوز(D              ،)ه ارین(E            و ) نامشخ(F   

ژن    ها بر اسقاس آنقتقی               گیرند. هم نین آن                )کندرو یتین(  رار می                    

بقنقدی                  سروتیپ تقققسقیق               /1سوماتیک لی وپلی ساکاریدی به                             

ها معمولا  بر اساس سروگروه ک سقولقی                                  شوند. معرفی جدایه                 می  

شقود                   است که توسط شماره سروتیپ سوماتقیقک کقامقل مقی                                        

های کق قسقولقی و              و ...(. بین این گروه                       A:1   ،A:2 ،B:2م لا  )      

 (.    /-7پاتوژنسیته باکتری ارتباط وجود دارد )                                    

های پاستورلا به صورت پاتوژن فرصت طقلق                                      بسیاری از گونه              

های حاد و مزمن در انسان و حقیقوانقات                                   باع  ایجاد عفونت                

های ز ونوز در انسان از طقریقق                             شوند. انتقال این نوع بیماری                             می  

گیرد و        گاز گرفتن و آلودگی با ترشحات بینی حیوان صورت می                                               

 (.    1و     7گردند )       به ندرت سب  نکروز پوستی می                          

های متعددی است کقه انقواع                         عامل سندرم          پاستورلا مالتوسیدا                   

دهد. سنقدروم مقهق                  مختلفی از میزبانان را تحت ت ثیر  رار می                                       

های اندمیک در جمعیت حیوانات اهلی و                                    پاستورلوز در عفونت                  

وحشی، در دستگاه تنفسی فو انی به شکل رینیت )سقوزش و                                                   

التهاب مخاط بینی و ترشحات بینی( و بیماری دستگاه تنفقسقی                                                       

(. این باکتری در گقاو،                       10و 1،7باشد )      تحتانی به شکل نمونیا می                       

گوسفند و بز عامل نمونیا و س تی سمی هموراژیک در مقر  و                                                      

ماکیان عامل وبای پرندگان و در خو  عامل رینیت آتقروفقیقک                                                      

 (.      12و 11است )     

اغل  به عنقوان یقک ع قو                      پاستورلا مالتوسیدا                   با وجودی که             

طبیعی میکروبیوتای دستگاه تنفسی فو انقی وجقود دارد، امقا                                                      

عفونت با آن ممکن است به طور مستقی  یا غیر مستقی  به دلیل                                                          

عوار  آلودگی و مر  و میر حیقوان خسقارات ا قتقصقادی                                               

فراوانی را به صنعت دام و دامداران تحمیل کند. پقاسقتقورلقوز                                                        

زای باکقتقری            زا و غیر توکسین               های مختلف توکسین                توسط تیپ        

عامل ایجاد               Aشود. اغل  سروتیپ                ایجاد می        پاستورلا مالتوسیدا                   

 (.      14و 13،   4باشد )      بیماری نمونیا در گوسفند و بز می                               

پیشگیری یک روش مناس  و مؤثقر بقرای جقلقوگقیقری از                                             

هایی چون بز و گوسفند                      های پاستورلوزی است و در دام                             عفونت     

هقا    اهمیت بسیاری دارد و از خسارات ا تصادی بقه دامقداری                                                

بیوتیک درمانی، یک روش مفید بقرای کقنقتقرل                                       کاهد. آنتی            می  

های میکروبی باعق  شقده کقه                         باشد، ولی مقاومت                عفونت می        

ها چندان موفقیت آمیز نقبقاشقد. طقبقق                                 بیوتیک      استفاده از آنتی               

  مقققاومقت          10حدود      پاستورلا مالتوسیدا                   تحقیقات انجام شده                   

بیوتیکی کس  نموده است. علاوه بر مقققاومقت دارویقی،                                               آنتی    

 (.  /1و 13بر و طولانی مدت است )                    بیوتیکی هزینه             درمان آنتی          

هقای عقفقونقی در دام،                   راه کار مه  برای پیشگیری از بیماری                                  

های دارویی،             های نو هور و مقاومت                   واکسیناسیون است. بیماری                       

های جدید را افزایش داده است.                              آوری    ها و فن       تقاضا برای روش              

ها،       های خال  در واکسن                 ژن  زایی آنتی         برای جبران ضعف ایمنی                    

باشد. اجوانت باعق  تقققویقت                         استفاده از اجوانت ضروری می                          

ژن، و تحریک مناس  و کافی سیست  ایمنی در                                         زایی آنتی         ایمنی     

های       گردد. بنابراین با استفاده از اجوانت                                   زا می     برابر عامل عفونت                

هقای حقاوی          مناس  اثر بخشی  ابل تقوجقهقی در واکسقن                                  

های پ تیدی، سنتتیک و پروتینقی                              ژن  های غیر فعال، آنتی                    میکروب      

 (.      /1-11نوترکی  و ترکییبات ک سولی دیده شده است )                                        

ترکیبات آلوم )عمدتا  آلومینیوم فسفات یا هیدروکسید( به عنوان                                                             

شقونقد. مقتق سقفقانقه،                 های انسانی غال  محسوب مقی                        اجوانت      

های نسبتا  ضعیفی هسقتقنقد و بقه                             های آلومینیوم اجوانت                      نمک   

شوند. از دیقگقر               های ایمنی سلولی می                  ندرت باع  القای پاسخ                    

زایقی      و آلقرژی          IgEهای اجوانت آلوم، افزایش تولید                             محدودیت       

 (.  11است )     

های باکتریایی را                  توان انواع اجوانت                 های جدیدتر می             از اجوانت         

آمده از ترکیبات باکتریایقی مقانقنقد                                 های بدست        نام برد. اجوانت               

هقای     های غشای خارجی، اجقوانقت                      لی وپلی ساکارید و پروتین                        

مؤثری هستند اما اثرات نامطلوبی مانند خاصیت سمی بقودن را                                                        

دهند. ژل هیدروکسید آلومینیوم از ایقن نق قر                                         از خود بروز می              

باشد، اما توانایی ایجاد پاسخ ایمنی موکوسی منقاسقبقی                                                  ایمن می       



 کیواندخت عباسی و همکاران.گوسفندان. پاستورلا مالتوسیدا های ایمنی هومورال و سلولی باکتریایی اجوانت پاسخ DNA .1401ها، سال پانزده  شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

195 

شقود بقه نقام                            ها توالی مشقاهقده مقی                  ندارد. در ژنوم باکتری                     

های ایقمقنقی را القققا                                             تواند پاسخ          غیرمتیله که می                CpGتوالی       

ها، بقه واسقطقه ی وجقود سقاخقتقار                                            باکتری        DNAنماید و         

Dinucleotide CpG      ازDNA                              پستانداران متفاوت اسقت. ایقن

، ماکروفاژها و تقحقریقک                      Tو   Bهای     توالی باع  تک یر سلول                     

عنوان یک اجوانقت                 گردد و از آن به               ها می     ترشح ایمونوگلوبولین                   

جققدیققد و کققاربققردی در سققاخققت واکسققن نققام بققرده                                                                           

   DNA(. هم نین برای بررسی  درت اجوانتقی                                 21و 20شود )     می  

باکتریایی در تحریک ایمنی سقلقولقی، لازم اسقت تقکق قیقر                                               

باع  القققای               CpGها مورد ارزیابی  رار گیرد. توالی                                  سایتوکین        

شقود.      هقا مقی     های التهابی و ایقمقونقوگقلقوبقولقیقن                            سایتوکین        

متصقل         TLR9 (Toll-Like Receptors)به     CpGالیگونوکل وتید              

و     IL-1   ،IL-6   ،IL-12ها از جمله            شده و تولید انواع سایتوکین                          

TNF-α              های دندریتی و ماکروفاژها و تقولقیقد                                  را توسط سلول

IFN-    ،IL-6   وIL-12               های کشنقده طقبقیقعقی                 را توسط سلول

های تخصصقی از جقمقلقه                   (. سایتوکاین            22نماید )       تحریک می        

سایتوکیقن مقهقمقی بقرای                      (TNF-α)تومور نکروز فاکتور آلفا                         

 باشد.     های ایمنی پس از واکسیناسیون می                              تحریک پاسخ          

  /200و همکاران در سقال                     (Kumar)با توجه به این که کومار                       

در                          2011( و همایون و هقمقکقاران در سقال                             23در هند )        

باکتریایی را به عقنقوان اجقوانقت در                                   DNA( ت ثیر         24ایران )       

تحریک سیست  ایمنی موش علیه باکتری پاستورلا مورد بررسقی                                                      

اند، بنابراین در پ وهقش                         رار داده و به نتایج مطلوبی دست یافته                                     

باکتریایی به عنوان اجوانت در                                DNAحاضر برای اولین بار ت ثیر                           

تحریک سیست  ایمنی گوسفندان ن اد کبوده شیراز علیه باکتقری                                                         

 مورد بررسی  رار گرفت.                       پاستورلا مالتوسیدا                   

عقنقوان           باکقتقریقایقی بقه               DNAهدف از این تحقیق بررسی اثر                          

پقاسقتقورلا         ژن کامل باکتری                زایی آنتی         اجوانت در تشدید ایمنی                     
در مقایسه با اجوانت آلوم در گوسفند بقود. در ایقن                                                مالتوسیدا           

هقای سقرم و           ها بر روی نقمقونقه               پ وهش ارزیابی سایتوکاین                       

آمده از کشت سلول لقنقفقوسقیقت پقس از                                محصولات بدست           

های مقخقتقلقف           نیز در گروه           پاستورلا مالتوسیدا                   با     واکسیناسیون           

 انجام شد.         

    ها  مواد و رو           

گوسفنقد،           20این پ وهش بر روی                  الف( حیوانات هدف آزمون:                         

در یک رده سنی از ن اد کبوده شقیقراز بقه روش تقجقربقی                                                

(Experimental)                                           انجام شد. حیوانات به دو گروه اصلی تست و

های تسقت و کقنقتقرل                 کنترل تقسی  شدند که هر یک از گروه                                 

دارای دو زیر گروه مختلف بودند. در هر یقک از ایقن زیقر                                                    

 ها پنج حیوان  رار گرفت.                           گروه    

از بقاکقتقری           ب( کشت باکتری و تهیه سوس اسیون سقلقولقی:                                       

جدا شده از گوسفند به عنوان سویه                                   Aتایپ      پاستورلا مالتوسیدا                   

اصلی استفاده شد که در موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی                                                      

، شیقراز، ایقران از گقوسقفقنقد جقداسقازی                                                              (RVSRI)رازی      

P. multocida PMS I-9و تعیین تایپ شده بود. این سقویقه                                

(Genbank accession number: JF694004.1)          بققه شققکققل

های لیوفیلیزه تهیه شد. با کشت در محقیقط بقلاد آگقار                                                  آم ول     

(Merck)                    درجقه        37ساعت در دمای                24فعال شد و به مدت

گذاری شد. چند کلنی تک از محقیقط بقلاد                                   سلسیوس گرمخانه              

 (    Merck)شرکت       Brain  eart Infusion (B I)آگار به محیط              

درجه سلسیوس در انقکقوبقاتقور                            37انتقال داده شد و در دمای                          

ها به       ساعت باکتری             24گذاری گردید. پس از                    شیکر دار گرمخانه                

تلقیح گردیدند                  B Iلیتر محیط کشت             میلی      00/های حاوی          ارلن    

درجقه سقلقسقیقوس در                  37ساعت در دمای                24و به مدت          

گذاری شدند تا باکتری در حقجق                              انکوباتور شیکر دار گرمخانه                          

های مخروطی تقسی ،                   ها در لوله          وسی  تک یر یابد. محتویات ارلن                             

د قیقققه در دور                                                /4دار بقه مقدت            و در سانتریفوژ یخ ال                    

 13000 rpm                                          سانتریفوژ شدند. مای  رویی دور ریخقتقه شقد و

و به کمک سانتریفوژ یخ قال                            PBSها سه مرتبه با افزودن                       سلول    

شستشو داده شد. در نهقایقت                          rpm 3500) د یقه در دور              10دار )     

سازی بقا         آوری و برای غیر فعال                    رسوب سلولی شسته شده جم                        

 (.      24و /1فرمالین استفاده گردید )                       

برای غقیقر          سازی باکتری:               ( استفاده از فرمالین برای غیر فعال                                   

درصقد بقه           /06سازی باکتری، فرمالیقن بقا غقلق قت                              فعال    

سقاعقت در           41سوس انسیون باکتری فوق اضافه و به مقدت                                      

گقذاری       درجه سلسیوس گرمخانه                     37انکوباتور شیکردار و دمای                          
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د قیقققه در                                  /2گردید. س س سوس انسیون باکتری به مقدت                                     

 3500 rpm                                         ،سانتریفیوژ شد و برای حذف فقرمقالقیقن اضقافقی

ژن غیرفعال شده، دو بار با نرمال سالین شستشو داده شقد.                                                        آنتی    

ژن غیرفعال شده با فقرمقالقیقن                           در نهایت سوس انسیونی از آنتی                            

formalin-inactivated antigen (FIA)                         در نرمال سالین تهیقه و

 برای استفاده به عنوان ایمونوژن در یخ ال نگهداری شد.                                                     

شقده بقا        های غیر فعقال            د( بررسی سترونی و سلامت ایمونوژن                               
فرایند تولید ایمونوژن فرایندی بسیار حساس اسقت و                                                فرمالین:          

در صورت بروز کوچکترین آلودگی، تمامی مراحقل بقایسقتقی                                                  

تکرار گردد. برای بررسی استریل بودن ایمونوژن و اجوانت  بل                                                          

مقیقکقرولقیقتقر از نقمقونقه                                          20از تزریق به حیوان، به میزان                             

هقای                     شده بقا فقرمقالقیقن روی مقحقیقط                       ایمونوژن غیر فعال                 

Nutrient Agar   ،Blood Agar     وB I                    کشت داده شقد و در

گذاری گردید. رشد یا عقدم                         درجه سلسیوس گرمخانه                     37دمای      

ساعت گرماگذاری                  41های کشت پس از               رشد باکتری در محیط                  

 (.    23مورد بررسی  رار گرفت )                      

ها با مشقاهقده رفقتقار                    ایمنی واکسن           ه( تست ایمنی6بی خطری:                       

عمومی حیوانات پس از واکسیناسیون ارزیابی شد. گوسفقنقدان                                                      

اشتهقایقی،          ای از جمله کسلی، افسردگی، بی                            برای هر گونه نشانه                  

اختلالات روانی، ت ثیر بر شرایط پوستی، وزن بقدن و درجقه                                                    

 حرارت در تمام مدت آزمایش مشاهده شدند.                                       

  /تهیه اجوانت آلقوم: غقلق قت                          -1ها:     سازی اجوانت           و( آماده        

درصد ژل هیدروکسید آلومینیوم در آب مقطر تهیه و به مقیقزان                                                        

شده اضافه گردید. سوس انسیقون                             درصد به باکتری غیر فعال                         /06

حاوی باکتری کشته شده و اجوانت برای تلققیقح آمقاده شقد.                                                                

باکتریقایقی،              DNAباکتریایی: برای تهیه                        DNAتهیه اجوانت               -2

کلروفرم مطابق پروتکل پیشنهادی                               -با روش فنل            DNAاستخرا          

(. در       /2انجام شد )            /200و همکاران در سال                    Cheng)چین (        

میکرولیتر فنل بقه                    100ها    این روش، برای متلاشی شدن باکتری                              

ثانیه ورتقکقس شقد.                   0/سوس انسیون اضافه گردید و به مدت                                 

آنقزیق          l  5به سوس انسیون فوق                      RNAهم نین، برای حذف                

(RNase)                                                   افزوده شد و کلروفرم برای خالق  سقازی بقهقتقر

DNA                                                    مورد استفاده  رار گرفت. در نهایت، برای رسقوب دادن

DNA                                               خال  از اتانول سرد استفاده شد. غل قت و خقلقو

DNA                          نانقومقتقر مقورد                210به      2/0با تعیین نسبت طول مو

به عنوان اجوانت بقه مقیقزان                                      DNAبررسی  رار گرفت. از این                         

 سی به باکتری غیر فعال شده اضافه گردید.                                      میکروگرم بر سی                /

بقرای ارزیقابقی              ها به حیوان و خونقگقیقری:                        ژن  ز( تزریق آنتی             

های مورد پ وهش، مطالعه بر روی                               ژن و اجوانت           زایی آنتی           ایمنی     

گروه کنترل( انجام شد. گوسفقنقدان                                  2گروه تست و              2گروه )        4

تایی انتخاب شد. گروه تست بقه                             های پنج       مورد آزمایش در گروه                   

شقده بقا فقرمقالقیقن                ژن غیقرفقعقال          دو زیر گروه مختلف آنتی                      

(Formalin inactivated vaccine)                                     هققمققراه بققا اجققوانققت

DNA                  باکتریایی تایپA (FIV-AbDNA)             ژن    ، و گقروه آنقتقی

شده با فرمالین همراه با اجوانقت ژل هقیقدروکسقیقد                                             غیرفعال       

های کنترل نقیقز               تقسی  شد. گروه                (FIV-Alum)آلومینیوم )آلوم(                  

و اجوانقت             (bADNA)باکتریایی            DNAشامل دو گروه اجوانت                   

های مقورد آزمقون در                   بود. مشخصات گروه                   (Alum)ژل آلوم       

 نشان داده شده است:                      1جدول      

ژن، نقوع اجقوانقت بندی حیوانات تست6کنترل و نوع آنتقیدسته:  1جدول 

 تزریقی و تعداد حیوانات مورد تزریق.

 ردیف
گروه تست/

 کنترل

 نوع

 ژنآنتی 

نوع 

 اجوانت
 ماده مورد تزریق

تعدادحیوانات 

 مورد تزریق

1 Test 
FIV 

  
AbDNA FIV-AbDNA   5 

2 Test FIV Alum FIV-Alum 5 

3 Control ----- AbDNA -------------- 5 

4 Control ----- Alum -------------- 5 

ها در دو نوبت )دوز اول و دوز بقوسقتقر( بقا تزریق ایمونوژن

ای و بصورت زیر جلدی، انجام شد. در هر دو فواصل دو هفته

سقی ها به مقیقزان یقک سقیها و کنترلمرحله تلقیح ایمونوژن

 صورت گرفت. 

خونگیری از حیوانات در فواصل زمانی مشخ   بل از تزریقق 

، 41، 42، /3، 21، 21، 14، 7، 0هفته )روزهای  10و به فاصله 

ها جداسازی شقدنقد. از ( پس از تزریق انجام و سرم3/و  //

بقادی گیری مقیقزان تقیقتقر آنقتقیهای حاصل برای اندازهسرم

FIV: Formalin Inactivated Vaccine, AbDNA: Bacterial DNA type A, 
FIV-AbDNA: FIV+ bDNA type A,  
FIV-Alum: FIV+ Alum.  
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ها تا زمان ها استفاده گردید. سرمعلیه ایمونوژن IgGاختصاصی 

 درجه سلسیوس نگهداری شدند.  -20انجام الایزا در دمای 

مقیقزان با کمک الایزا:  IgGبادی اختصاصی ح( تعیین تیتر آنتی

علیه باکتری پاستورلا مالتوسیدا بقا بقررسقی IgGبادی تیتر آنتی

های جداسازی شده حیوانات به کمک الایزای غیر مستقیق  سرم

ژن در چاهک های پلیت الایقزا دهی آنتیتعیین گردید. پوشش

 /1هقای ها از میکروپلیقتژندهی آنتیانجام شد. برای پوشش

، کره( استفاده شد. تمام  SPLاستیرن )شرکت خانه از جنس پلی

بقاکقتقری  ml /   640× 10میکرو لیتر از غل ت100ها با چاهک

 24ها به مدت ژن( پوشش داده شدند. پلیتغیرفعال شده )آنتی

گذاری و س س از یخ ال خقار  گرمخانه C 4˚ساعت در دمای

های رویی دور ریخته شد و با یمانده بقا بقافقر گردید، محلول

(PBS-T (Tween % 20))  100شستشو داده شد. به هر چاهک 

  سرم آلبومین گقاوی بقه مقنق قور 061میکرولیتر از محلول 

گذاری )یقک بلاکین  اضافه شد. پس از گذشت زمان گرمخانه

درجه سلسیوس( محتویات پلیت خالقی و  37ساعت در دمای 

 100شستشو گردید. میزان   (PBS-T)ها سه مرتبه با بافرچاهک

( درون هر چاهک ریخته و 1:    0/میکرولیتر از سرم ر یق شده )

گذاری شد. پقس گرمخانه C  37˚به مدت یک ساعت در دمای 

شستشو شدند.   PBS-Tبار با /ها از طی دوره گرماگذاری پلیت

بادی کقونق وگقه ضقد میکرولیتر آنتی 100به هر چاهک میزان 

 C37˚ گوسفندی اضافه و به مدت یک ساعت در انکقوبقاتقور 

بقار بقا        4هقا  رار گرفت. پس از طی دوره گرماگذاری پلیت

PBS-T  میکرولیتر  100شستشو داده شدند. به هر چاهک میزان

از مخلوط ماده رن  زا و پرکسید هیدروژن اضافه شد و پلقیقت 

د یقه در محل تاریک فا د نور  رار گرفت تا تغییقر  10به مدت 

هقا رن  ایجاد شود. به من ور تو ف واکنش به تمقام چقاهقک

  اضافه گردید. بقا  /126میکرولیتر اسیدسولفوریک  100میزان 

گقر الایقزا         تن ی  طول مو  مناس  در دسقتقگقاه خقوانقش

(ELISA reader) آمقده خقوانقده           دسقتدانسیقتقه نقوری بقه

 (.  /2و24شد )

در اثر تمقاس :  (LTT)ط( کشت سلولی و تست تک یر لنفوسیتی 

ژن با سیست  ایمنی اختصاصی ممکن است به دنقبقال  یک آنتی

ها تحریک گردد. بقرای حساسیت شدید تاخیری تولید لنفوسیت

هقا(، های ایمنی اختصاصی )لنفوسیقت تخمین میزان تک یر سلول

اسقتقفقاده  LTT= Lymphocyte transformation testاز تست 

ژن مورد ن ر در  ها از آنتیگردید. برای تحریک تک یر لنفوسیت

محیط کشت استفاده شد. به من ور انجام این تست در فقواصقل 

ها، از حیوان خقون زمانی مشخ  پس از تزریق دوم ایمونوژن

 24های  ها شمارش شده و در پلیته ارینه گرفته شد. لنفوست

 Dulbecco’s Modified Eagleخانه و در مقحقیقط کشقت

Medium =DMEM  شرکت مر ، تحت شرایط استریل کشقت

سقیقلقیقن و  های پنی بیوتیک آنتی DMEMداده شدند. به محیط 

و سرم جنیقن گقاوی   u/ml   100استرپتومایسین با غل ت نهایی

(Gibco) (FBS= Fetal Bovine Serum) اضقافقه 10به میزان  

 100شد و محیط کشت کامل ایجاد و در هر چاهقک تسقت، 

ژنقی به عنوان محر  آنتقیپاستورلا مالتوسیدا ژن میکرولیتر آنتی

و عاملی برای القای تک یر سلولی اضافه گردید. در کقنقار هقر 

جفت چاهک تست یک چاهک کنترل در ن ر گرفته شقد کقه 

ساعت در  72به مدت   ژن بود. در مرحله بعد پلیت هافا د آنتی

   قرار 10و رطقوبقت CO2درصد  /حاوی  C 37˚انکوباتور

آوری و بقه عقنقوان ها جمق گرفت. س س مای  روماند نمونه

 TNF-αگقیقریژن کشت سلولی در تست الایزا برای اندازه آنتی

 (./2و24مورد استفاده  رار گرفت )

من ور بررسی تغییرات ایقمقنقی به TNF-αگیری سطحظ( اندازه
های اصقلقی بقرای ها از جمله روشارزیابی سایتوکاینسلولی: 

باشد. در این پ وهش، مقیقزان بررسی فعالیت ایمنی اکتسابی می

با استفاده از کیت تجاری بر روی   TNF-αسایتوکاین تخصصی

آمده از کشقت سقلقول دستهای سرم و سوس انسیون بهنمونه

با کیت )شرکقت  TNF-αگیری گیری شد. اندازهلنفوسیت اندازه

Bioassay چین( انجام شد. اساس این کیت بقا اسقتقفقاده از ،

بادی و به روش الایزای ساندویق قی تکنولوژی دبل بیوتین آنتی

(Double biotin antibody sandwich technology) بقاشقد. می

در این مرحله الایزا با استفاده از دستگقاه تقمقام اتقومقاتقیقک       

Elisys Uno  شرکت( uman.انجام شد )آلمان ، 

هقا بقا تجزیه و تحلیل آمقاری دادهی( تجزیه و تحلیل آماری: 
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و آزمقون آنقالقیقز  SPSSاستفاده از نسخه پانزده  نرم افزار 

انجام شد. بدین من ور برای ارزیابی ت ثقیقر   ANOVAواریانس

بادی از روش آماری آنالیز واریانس با تقکقرار زمان در تیتر آنتی

(Repeated ANOVA)  و برای مقایسه میانگین متغیقرهقا بقیقن

استفاده گردید.  One way ANOVAهای مختلف از روش گروه

مورد تجزیه و تحلیل  رار گرفت کقه   tها با آزموننتایج سنجش

 معنادار بود.  /060نتایج با درصد خطای 

 

 هایافته

 DNAبرای تهیه اجوانقت، باکتریایی:   DNAسازیالف( خال 

بقا روش           A (AbDNA)تقیقپ پاستورلا مالتوسقیقدا باکتری 

جدا شده از سویه  DNAکلروفرم استخرا  گردید. غل ت  -فنل

بقود. در مقرحقلقه A   230 ng/ Lتقایقپپاستورلا مالتوسیدا 

سی به بر سی / g به میزان  DNAفرمولاسیون ایمونوژن، از این

های  DNAباکتری غیرفعال شده به عنوان اجوانت اضافه گردید.

خالق  و  161حدود  A260A/280 شده با نسبت باکتری استخرا 

 بودند. RNAعاری از پروتین و 

پاستورلا مالتوسقیقدا سویه سازی باکتری با فرمالین: ب( غیرفعال
با استفاده از غقلق قت  B Iکشت داده شده در محیط   Aتایپ

سقاعقت در انقکقوبقاتقور     41درصد از فرمالین به مدت  /06

گقذاری و        درجه سلسیقوس گقرمقخقانقه 37شیکردار و دمای 

ژن غیرفعال شده بقا فقرمقالقیقن              بطور کامل غیرفعال شد. آنتی

formalin-inactivated antigen (FIA)) تا زمان استقفقاده بقه )

 عنوان ماده ایمونوژن، در یخ ال نگهداری شد.   

وضعیت رشد یقا عقدم رشقد  ( بررسی سترونی ایمونوژن:  

روز در دمقای        7ساعت، و  41ساعت،  24باکتری به مدت 

˚C  37 هقای بررسی شد. با توجه به عدم رشد روی مقحقیقط

کشت، ترکیبات ایمن درن ر گرفته شده و فرمولاسیون واکسقن 

 انجام گردید. 

هقای تقزریقق پقس از مقحقلهقا: د( ارزیابی ایمنی واکسقن

واکسیناسیون در طول کارآزمایی بررسی شدند. هیچ تغییری در 

رفتار حیوان و یا واکنش موضعی و عمومی در هیقچ گقروه از 

گوسفندان دیده نشد. وضعیت کلی حیوانات ثابت بود و افزایش 

های مورد آزمایقش مشقاهقده غیرطبیعی دمای بدن نیز در گروه

 نگردید.

آزمون الایزا بقرای :  ELISAه( ارزیابی ایمنی هومورال با آزمون 

بادی اختصاصی علیه بقاکقتقری بقر روی تعیین میزان تیتر آنتی

های مختلف انجام های جداسازی شده از حیوانات در زمان سرم

ایجاد شده در سرم گوسفند به کمقک   IgGگرفت. بررسی میزان

در کنار باکتری کقامقل   DNAروش الایزا نشان داد که اجوانت

( نسبت بقه اجقوانقت  (FIV-AbDNAغیر فعال شده با فرمالین

زایقی  قابقل تاثیر ایمقنقی (FIV-Alum)آلوم در کنار ایمونوژن 

 تری دارد.  توجه

در پاستورلا مالتقوسقیقدا بادی اختصاصی علیه باکتری تیتر آنتی

های تست و کنتقرل حیوانات دریافت کننده ماده ایمونوژن گروه

بادی در گوسفنقدان نشان داده شده است. تیتر آنتی 1در نمودار 

باکتقری  DNAژن غیرفعال شده با فرمالین و دریافت کننده آنتی

پس از تزریق دوز بوستر در روزهقای  (FIV-AbDNA)تیپ ه 

 ای یافت.( افزایش  ابل ملاح ه16341) /3( و 164/3) 21

های تست در مقایسقه بادی در گروهبطور کلی افزایش تیتر آنتی

به بعد  ابقل  14( از روز  Alumو (AbDNA  های کنترلبا گروه

های تست و کنترل، بالاتریقن تقیقتقر توجه بود. بین تمام گروه

یعنی دو هفته پس از تزریق دوز  21( در روز 164/3بادی ) آنتی

مشاهده گقردیقد کقه تقفقاوت  FIV-AbDNAبوستر در گروه 

 .(p<o.o5)های کنترل داشت معناداری نسبت به گروه

 21روز   (FIA-Alum)در گروه دریافت کننده اجوانت آلقوم

( 160/4یعنی دومین هفته پس از تزریق دوز بوستر افقزایقش )

بادی مشاهده شد، اما پقس از آن ای در تیتر آنتی ابل ملاح ه

 بادی در این گروه بصورت نزولی افت داشت.تیتر آنتی

بادی تا هفته ده  در آمده دوام تیتر آنتیدستبر اساس نتایج به

بقود کقه ایقن  FIA-Alumبیشتر از گروه   FIA-AbDNAگروه

 بادی در بدن حیوان بود. نشان از ماندگاری نسبی آنتی

های سرم گوسقفقنقد: بر روی نمونه TNF-αگیری تیتر و( اندازه
هقای سقرم بر روی نمونه TNF-αآزمون الایزا برای تعیین تیتر 

نشقان  2جداسازی شده از حیوانات انجام گرفت. نتایج نمودار 

مربوط بقه گقروه  TNF-αباشد که بالاترین تیتر دهنده این می
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ژن غقیقرفقعقال شقده بقا فقرمقالقیقن و              دریافت کننده آنتی

DNA (FIV-AbDNA)  در هفته پنج  پس از تزریق بقود. بقر

هقای تسقت         در گقروه  TNF-αاساس نتایج بالاترین غلق قت

pg/ml  1644  وpg/ml16107  بود که هر دو مربوط به هقمقیقن

بقود.   FIV-Alumو FIV-AbDNAهای زمان به ترتی  در گروه

، در TNF-αگیری میزان تیتقر بطور کلی در هر سه زمان اندازه

تیپ نسقبقت بقه ه  DNAگروه تست دریافت کننده اجوانت 

 اجوانت آلوم بالاتر بود. 

نکته  ابل توجه در مورد نتایج ارزیابی ایقن  افزایش داشته است.

هقای مقورد در زمقان TNF-αسایتوکین، اختلاف ناچیز غل ت 

ژن غیرفعال شده با فرمالیقن بررسی در گروه دریافت کننده آنتی

 باشد.میژل هیدروکسید آلومینیوم همراه با اجوانت 

دست آمده از کشقت تیترهای بهبا مقایسه نتایج تست الایزا و 

مشاهقده های مختلف سلول لنفوسیت و سرم حیوانات در گروه

هقای سقرم در حاصل از نقمقونقه TNF-αکه غل ت گردید 

هقای تسقت و های مختلف پس از تزریق در اک ر گقروه زمان

و  2بیشتر بود )جقدولکشت سلولی های کنترل نسبت به نمونه

دهد با وجودی که به طور کلی غل ت (. نتایج نشان می3نمودار

بیشتر بود اما روند کشت سلولی سرمی نسبت به های سایتوکین

های مختلف تست و کنترل مشابقه بقوده تغییرات تیتر در گروه

 است.  

ژن غیرفعال شده بقا آنتیکننده های دریافتدر گروهبادی آنتیتیتر :  1نمودار 

پقاسقتقورلا باکقتقری  DNA( و FIV-Alum) Alumهمراه با اجوانت فرمالین 
شقامقل اجقوانقت های کنترل در مقایسه با گروه ( FIV-AbDNA)   مالتوسیدا

DNA (AbDNA( و اجوانت ژل آلوم )Alum  .) 

و                    FIV- AbDNAتسققتهققای در گققروه TNF-αتققیققتققر :  2نققمققودار 

FIV-Alum های مختلف )هفته سوم، چهارم و پنج ( پس از تزریقق در زمان

  ( معنادار بود.p<o.o5های سر با )بر روی نمونهایمونوژن 

های کشت سقلقول بر روی نمونه TNF-αگیری تیتر ی( اندازه
بر  TNF-αتست الایزا برای تعیین میزان تیتر :  لنفوسیت گوسفند

آمده از کشت سلولی انجام گردید. بقر دستروی محصولات به

در هفته پنج  از   TNF-αبالاترین غل ت 2اساس نتایج جدول 

. در ایقن دست آمقدبهFIV- AbDNA   (pg/ml  061//  )گروه 

گروه تیتر سایتوکین از هفته سوم تا پنج  به صورت صقعقودی 

 های تست و کنترل پس از تزریق ایمونوژن.در گروه TNF-α تیتر :2جدول 

 هفته پنجم هفته چهارم هفته سوم گروه ردیف

کشت  سرم

 لنفوسیت

کشت  سرم

 لنفوسیت

کشت  سرم

 لنفوسیت

1 FIV-
AbDNA 

58/0 181/0 1/011 0/515 1/11 0/9/8 

1 FIV-
Alum 

0/19/ 0/50/ 0/589 0/519 1/101 0/58/ 

3 AbDNA 0/111 0/181 0/331 0/181 0/113 0/1/1 

1 Alum 0/119 0/11/ 0/151 0/181 0/113 0/131 

بقر روی  در هفته چهارم پس از تقزریقق  TNF-αمقایسه میزان :  3نمودار 

بقا          و کقنقتقرل تستهای در گروههای سرم و کشت سلول لنفوسیت  نمونه

(o.o5<pمعنادار بود ). 

 بح    

هقای     ای زندگی می کنی  که بیقمقاری                          در حال حاضر ما در دوره                      

ای برخوردارند. بسیاری از عقوامقل                                عفونی از اهمیت گسترده                     

تقوانقنقد        زای عفونی مرتبط با حیوانات هستنقد و مقی                                     بیماری      
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از بقیقن        .     های مشتر  بین انسان و دام را به وجود آورند                                           بیماری      

صدها سویه باکتری که به طور معمول در دهان، بینی و نواحقی                                                        

از جمقلقه           پاستورلا       های     تنفسی حیوانات شناخته شده اند، سویه                                  

طقلق      هقای فقرصقت        های کامنسال و پقاتقوژن                    ترین سویه         شای     

به عنوان یک پاتوژن باکقتقریقایقی                                پاستورلا مولتوسیدا                 باشند.         می  

های شدید تنفسی شناخته شقده                           اولیه یا ثانویه مرتبط با عفونت                              

 (.      12و /است )     

های انسانی، بیشتر مطالعقات                           با توجه به بروز نسبتا  پایین عفونت                                  

های پاستورلا بقر روی                    سازی یا واکسیناسیون علیه عفونت                              ایمن    

  Dو     Aهای     شوند. سروتیپ            های حیوانی انجام می                   کنترل بیماری            

به عنوان عوامل ایجاد کننقده نقمقونقیقای                                      پاستورلا مالتوسیدا                 از    

اند. نکته  ابل تق مقل                     پاستورلوزی در گوسفند و بز شناخته شده                                    

های انسانی ه  متقعقلقق بقه ایقن دو                               این است که اک ر جدایه                     

(. به دلیل نقش این دو سروتقیقپ                              27اند )     سروتیپ ک سولی بوده                  

های تنفسی در گوسفندان                       در ایجاد بیماری               پاستورلا مالتوسیدا                   از    

زایقی      و احتمال آسی  رساندن به دام روری، ارزیابقی ایقمقنقی                                               

هقای مقنقاسق            ژن باکتری  دم مؤثری در بکارگیری روش                                    آنتی    

پیشگیری از بیماری خواهد بود. هدف واکسیناسیقون، تقولقیقد                                                     

ژن تزریق شده است که  قادر                          واکنش  وی ایمنی نسبت به آنتی                            

به حفا ت طولانی مدت در برابر عفونت باشد. برای رسیدن بقه                                                       

های کشته شده، اغل  نیاز به افقزودن یقک                                      این هدف با واکسن                

آوری      های اخیر در فقن              اجوانت است. در وا   با وجود پیشرفت                                  

ها به ارتبقاط بقا اجقوانقت                        تولید واکسن، موفقیت اک ر واکسن                              

بستگی دارد. عامل محدود کننده در کارایی واکسن، ضقعقیقف                                                    

ای است که به              های خال  شده            ژن  زایی آنتی         بودن خاصیت ایمنی                

 (.      21گردند )       تنهایی تزریق می               

ها، ترکیباتی هستند که پاسخ ایمنی اختصقاصقی را در                                                اجوانت      

زایی، نقش           ها افزایش داده و از طریق افزایش ایمنی                                     ژن  برابر آنتی          

کنند. هم نیقن بقرای                   مهمی را در فرمولاسیون واکسن بازی می                                  

تقوان      سازی، می        کاهش دوز واکسن تزریقی و تعداد دفعات ایمن                                        

های مختلفی که در طراحی                        (. استرات ی           21اجوانت اضافه نمود )                   

روند باع  افزایش نقش حقفقا قتقی ایقن                                 ها به کار می            واکسن     

زایی ت ثیرگذار اسقت                    ژن بر ایمنی           گردد. مقدار آنتی                ها می     واکسن     

که در مقادیر بسیار ک  یا بسیار زیاد، سیست  ایقمقنقی                                                  به طوری       

ژن نیست و حقتقی                ادر به ایجاد پاسخ ایمنی مناس  علیه آنتی                                        

ژن    ممکن است سب  مهار پاسخ ایمنی شود. نحوه تجویز آنقتقی                                                 

ه  بر کیفیت پاسخ ایمنی اثر دارد. تزریق درون رگی، مصقرف                                                       

های متفاوتی را بقه                   ژن و تزریق زیرپوستی پاسخ                        خوراکی آنتی           

 (.    30دنبال دارد )            

در این مطالعه توانایی واکسن غیرفعال شده با فرمالین همراه بقا                                                             

باکتریایی به عنقوان اجقوانقت                                         DNA( و     FIV-Alumژل آلوم )         

   (FIV-AbDNA           با روش ،)                                 تزریق زیرجلدی مورد ارزیابی  قرار

های ایمنی در گوسفند را بقررسقی                              گرفت تا بتوان القای پاسخ                        

های هر دو گروه                نمود. نتایج این پ وهش نشان داد که ایمونوژن                                          

 شوند.     تست از طریق مسیر زیر جلدی به راحتی تزریق می                                           

های تهیه واکسن غیر فعال استفاده از فقرمقالقیقن                                            یکی از روش          

هقا دارای          برای غیرفعالسازی باکتری هاست. عقمقده واکسقن                                        

فرمالین هستند که یک محلول آبی و محصولی از متابولیس  تک                                                        

کربنی است و به عنوان ضدعفونی کننده موثر باعق  از بقیقن                                                     

شود. این ترکی  یقک مقاده                        ها می     ها و  ار          رفتن بیشتر باکتری                 

تواند برای انسان و سایقر جقانقواران                                  زا نیز هست که می                جهش   

های بالا استفاده شقود                     زا باشد. اگر از فرمالین در غل ت                               سرطان     

ممکن است در آزمایشگاه باع  تغییرات ژنتیکقی و جقهقش                                                 

شود، به همین خاطر زمان استفاده از آن باید نقکقات ایقمقنقی                                                      

 (.  32و 31رعایت گردد )            

تحقیق حاضر برای اولین بار روی گوسفند صورت گقرفقت و                                                  

سازی باکتری از فرمالین استفاده گقردیقد. چقون                                           برای غیرفعال            

DNA                                             هقای     باکتریایی دارای اثر تحریک کننده بر روی سقلقول

ایمنی انسان و پستانداران در هر دو شقرایقط آزمقایشقگقاهقی                                                                        

   (in vitro                      ( و در محیط بیولقوژیقک )in vivo        ،اسقت )DNA  

باکتریایی به عنوان اجوانت در این پ وهش مورد استفاده  قرار                                                          

های  وی مانند فروند و لقیق قوپقلقی                               گرفت. بسیاری از اجوانت                      

های سیستمیقک و مقوضقعقی بقرای                          ساکارید بواسطه واکنش                    

از      /112مصارف گسترده مناس  نیستند. از این رو، از سقال                                              

اجوانت آلوم )هیدروکسید آلومینیوم یا فسفات آلقومقیقنقیقوم(                                                      

استفاده گردیده است. با این حال، سمیت آلومینیقوم بقر روی                                                       
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عص  همراه با عوار  جانبی موضعی، سؤالاتی را در رابطه با                                                       

استفاده از آن مطرح نمود. محقققان تق یقیقد کقرده انقد کقه                                                   

های  وی با مسمومیت بالاتر همراه هستند، بنابراین بقه                                                    اجوانت      

حدا ل رساندن مسمومیت، هدف اصلی در پیدا کردن و ارزیابی                                                       

 (.  33های جدید است )              اجوانت      

 ureshi                    پاستورلا مالتوسیدا                 ،   2017و همکاران در سال    B:2      را

، لایز و از آلقوم بقه عقنقوان                          پاستورلا       با استفاده از باکتریوفاژ                          

اجوانت برای بررسی کارآیی واکسن آزمایشی خود در موش و                                                     

خرگوش استفاده نمودند. به طور کلی، نتایج حاکی از آن اسقت                                                        

که حیوانات واکسینه شده با واکسن تجاری حاوی رسوب آلوم،                                                       

بادی اختصاصی را بقرای مقدت                          توانند سطوح کافی از آنتی                        نمی   

 (.  34طولانی حف  کنند )                

شود و       اجوانت مناس  منجر به افزایش فعالیت سیست  ایمنی می                                                 

هقا دارد.                    و دیگر ایمونقوگقلقوبقولقیقن                        IgGت ثیر م بت بر میزان                   

DNA                           هقای       باکتری  ادر به تحریک سلولB        هقای                                   و سقلقول

NK   (Natural killer                 است و هم نین می )               هقا،       تواند مونوسقیقت

های دندریتیک را تحریک کند کقه سق قس                                    ماکروفاژها و سلول                 

                Th1هقای مقرتقبقط بقا                چندین سایتوکین از جمله سایتوکیقن                               

را تققولققیققد                                                      TNF-αو     IFN-    ،IL-6   ،IL-12مققانققنققد       

را      Th1(. به طور کلی اجوانتی که بتوانقد                                 /3و /3،   17کنند )        می  

القا نماید، یک مورد مناس  بقرای سقاخقت واکسقن اسقت.                                                

ها و ترشقح           باع  افزایش فعالیت سیتوتوکسیک                               Th1های      سلول    

های ایقمقنقی           شوند. برای در  پاسخ                   های مختلف می            سایتوکین        

، تعقیقیقن تقکق قیقر               bDNAاکتسابی ایجاد شده توسط اجوانت                               

سایتوکین ضروری است. مطالعه حاضر به مقنق قور بقررسقی                                                

  پاستورلا مالتقوسقیقدا                 های سرم پس از واکسیناسیون با                              سایتوکین        

 (.    /3و 1های مختلف گوسفند انجام شد )                           در گروه         Aسروتیپ        

  پاستورلا       باکتریایی             DNAمطالعات محدودی روی نقش اجوانتی                                

صورت گرفته است اما با توجه به این که این اجوانت، توانایقی                                                          

تری دارد، بسیقار                 های ایمنی هومورال و سلولی  وی                             ایجاد پاسخ          

(. کومار و همکاران با ارزیابی توانایی                                       /3و 24مورد توجه است )               

نشان دادند که استقفقاده                         سالمونلا تیفی موریوم                   و کارایی واکسن                

زایی را در            باکتریایی همولوگی که بتواند پتانسیل ایمنی                                           DNAاز    

تواند باع  بهقبقود کقارایقی                         واکسن غیرفعال شده بالا ببرد، می                              

از      2011(. بودی و هقمقکقاران در سقال                          23واکسن گردد )            

هقای     ( حاوی بنیان            ODNsالیگوداکسی نوکل وتیدهای مصنوعی )                                

CpG                                                    غیرمتیله به عنوان اجوانت برای تهیه واکسقن اسقتقفقاده

ژن را       های عرضه کننده آنتی                   فعالیت سلول             CpG ODNنمودند.         

های ایمنی هومورال و سلولقی عقلقیقه                                بخشد و پاسخ           بهبود می        

(. ژانق  و           37دهد )     ژن اختصاصی واکسن را افزایش می                              آنتی    

غقیقر مقتقیقلقه                               CpGهمکاران اثر الیگود وکسی نوکل وتیدهای                                      

   (CpG ODN        و پاسخ )                 هقای حقاوی            های ایمنی خوک هCpG 

ODN                در خو  را مطقالقعقه                    پاستورلا مالتوسیدا                 و واکسن زنده

هقای درمقانقی              کردند و به این نتیجه رسیدنقد کقه اسقتقفقاده                                      

های       ها )به عنوان اجوانت و مکمل                          ODNشده برای این                بینی      پیش   

ها در تقعقدیقل             کمکی واکسن( ممکن است به دلیل توانایی آن                                       

 (.  1باشد )        Th1پاسخ ایمنی به سمت پاسخ شبه                            

بقه واکسقن            bDNAدر این مطالعه، ما نشان دادی  که افزودن                                        

FIV                                      منجر به افزایش  ابل توجهی در تولیدTNF-α             شد. اگرچه

مکانیس  د یق اثر ناشناخته با ی مانده است، اما ممقکقن اسقت                                                        

bDNA                ها را تحریک کند. با نتایج بقه دسقت                                  تولید سایتوکین

آمده توسط همایون و همکاران مشخ  شقد کقه اجقوانقت                                              

باکتریایی در مقایسه با آلوم ت ثیر بیشتری را در تحریک سیستق                                                             

باکتریایقی                DNAاجوانت      ها نشان دادند که                  آن  ایمنی موش دارد.                 

زایی در بدن موش دارد بلکه در برابر عفقونقت                                          نه تنها اثر ایمنی                 

همایون و همکاران جهت                      نماید.        تری ایجاد می            محاف ت طولانی            

تیپ و غیر           متفاوت )ه             bDNAبررسی در موش از چندین نوع                           

تیپ( استفاده کرده بودند و نتایج نشان داده بود که استقفقاده                                                          ه   

B         (BbDNA   )سروتایقپ           پاستورلا مالتوسیدا                 باکتری          DNAاز    

چقنقدان جقالق  تقوجقه                                   Aبه عنوان اجوانت علیه سروتیپ                             

تیپ استفاده             ه     bDNA(. در پ وهش حاضر فقط از                         /1و 1نبود )      

شد، تا بتوان تشخی  داد که آیا نتایج بدست آمده در حقیقوان                                                        

 کند یا خیر              آزمایشگاهی در حیوان هدف ه  صدق می                                 

امقا در دو             bDNAبرخلاف هرا  و همکاران که از یک نوع                                   

استفاده کرده بودند، در پ وهقش                                g  10 و     /  g غل ت متفاوت             

حاضر غل ت ثابت نگه داشته شد و مشابه مطالعه همقایقون و                                                     
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به مقیقزان            DNAهمکاران، در مرحله فرمولاسیون ایمونوژن، از                                          

 g    /         لیتر به باکتری غیرفعال شده به عقنقوان اجقوانقت                                            بر میلی

 اضافه گردید.                

های باکتریایی مورد اسقتقفقاده عقلقیقه                                 به طور کلی اک ر واکسن                     

ایمنی و محاف ت کامل در برابر آلودگقی بقا                                          پاستورلا مالتوسیدا                 

های بیشقتقری بقرای                 کنند، در نتیجه تلاش                  باکتری را ایجاد نمی                   

هدف از ایقن              های مناس  لازم است.                  گسترش و پیدایش واکسن                    

تحقیق تمرکز بر تولید واکسنی است که بتواند چش  انداز نوینی                                                           

های تنفسی در گوسفند ایجقاد                           را برای مقابله و مبارزه با بیماری                                 

  FIA-AbDNAکند. نتایج این پ وهش نشان داد کقه واکسقن                                        

بقاشقد و        محر  بسیار خوبی برای سیست  ایمنی گوسفند مقی                                          

 نماید.        بادی در سطوح بالا تولید می                          آنتی    

رسد، از جمله عواملی که باع  ایجقاد مشقکقل در                                           به ن ر می          

ژنقی و       شود، تنوع آنتی              می    پاستورلا مالتوسیدا                 تولید واکسن علیه                  

مطالعات محدود در رابطه با توالی ژنومی این باکتقری بقاشقد.                                                        

موفقیت برای توسعه واکسن به طور عمده بستگی به دستقرسقی                                                     

 (.  13های مختلف باکتری دارد )                       به چندین توالی ژنوم از گونه                           

های انجام شده در جمعیت نشخوارکنندگان مبتلا به  ات                                                  بررسی     

را نشان داد. بقه                   Aنوع       پاستورلا مالتوسیدا                 الریه در مراکش، غلبه                      

رسد نشخوارکنندگان کوچک بیشتر از گاو تحت تق ثقیقر                                               ن ر می      

های جدا شده از گوسقفقنقد                       گیرند. از آن جایی که سویه                          رار می       

زا هستند و حقتقی                ها و خوک ه هندی بسیار بیماری                            برای موش        

توانند در عر  چند ساعت باع  مر  و میر حیوان شوند،                                                   می  

هقای     تواند یک مدل جایگزین برای انجقام آزمقایقش                                      موش می      

 های آزمایشی باشد.                   گسترده و بررسی کارایی واکسن                           

باعق  ایقجقاد عقلا ق  و                     S14    پاستورلا مالتوسیدا                 جداسازی         

تواند بقه          ضایعات مشخصی در گوسفند گردید. این سویه نیز می                                             

عنوان کاندید واکسن برای محاف ت از جمعیت نشخوارکنندگان                                                       

اسقتقفقاده                           P. multocidaکوچک در برابر عفونت نقاشقی از                             

در طقیقف          پقاسقتقورلا       (. با توجه به گستردگی شیوع                            14شود )     

های ایمقن و مقؤثقر                 وسیعی از حیوانات مستعد، یافتن اجوانت                                    

های پاستورلوز               زایی در حیوانات علیه بیماری                           برای افزایش ایمنی                 

 ضروری است.          

های اصلی بقرای بقررسقی                     ها از جمله روش              ارزیابی سایتوکاین                 

باشد. هم نین برای بقررسقی  قدرت                              فعالیت ایمنی سلولی می                     

باکتریایی در تحریک ایمنی سلولی، لازم اسقت                                           DNAاجوانت        

بقاعق         CpGها مورد ارزیابی  رار گیرد. توالی                                  تک یر سایتوکین              

شقود.      هقا مقی     های التهابی و ایمونوگلوبقولقیقن                            القای سایتوکین              

( و تومور            -IFNهای تخصصی مانند اینترفرون گاما )                                سایتوکاین         

های مهمی برای تحریقک                     ( سایتوکین          TNF-αنکروز فاکتور آلفا )                   

های ایمنی پس از واکسیناسیون هستند. در این پق وهقش                                                 پاسخ    

های سقرم و کشقت               بر روی نمونه              TNF-αارزیابی سایتوکاین                   

در      پاستورلا مالتوسقیقدا                 سلول لنفوسیت پس از واکسیناسیون با                                   

های مختلف انجام شد و نتایج پ وهش حاضر نشقان داد                                                گروه    

های سرمی نسبت به کشت سلولی در اک قر                                    که غل ت سایتوکین                

های کشت سلولی و                 ها بیشتر بود. با مقایسه تیتر سایتوکاین                                      گروه    

آمده در گوسقفقنقد و                  دست   سرم و تشابه بسیار زیاد در نتایج به                                  

گیری کلی این است که با توجه به سهقولقت                                      (، نتیجه        /2موش )     

هقا را از          توان میزان سایتوکقایقن                    دسترسی به سرم حیوانات می                        

تقر و      گیری نمود. به دلیل هزینه پقایقیقن                              روی نمونه سرم اندازه                    

گیری سطقح سقرمقی               تر جایگزین کردن اندازه                      دسترسی راحت           

های آینقده نقیقز               ها به جای کشت سلولی در پ وهش                            سایتوکین        

 گردد.       پیشنهاد می          

IFN-              های ایمنی است.                های کلیدی مرتبط با پاسخ                       از سایتوکین

ماکروفاژها را فعال نموده و باع  تقولقیقد                                          +T CD8های   سلول    

بقه طقور          IL-12شوند.       می     -IFNبه وی ه           Th1های     سایتوکین        

تقولقیقد         Th1ژن و      های عرضه کننده آنتی                   عمده توسط سلول              

کند و باع  تقمقایقز                  را تقویت می              -IFNتولید         IL-12شود.        می  

(. لذا در مقطقالقعقات پقیقش رو                          31شود )     می    Th1های     سلول    

 گردد.     نیز پیشنهاد می                IL-12و      -IFNگیری میزان              اندازه      

در اثر فعال شدن ایمنی سلولی و نقش سلول فاگوسیت کننقده،                                                       

شود کقه نقوعقی             ( ایجاد می           DTواکنش حساسیت ت خیری )                     

به عنوان یک روش                    DTآسی  بافتی است. استفاده از آزمون                                  

های ایمنی سلولی کاربقرد دارد و                               مناس  در تشخی  واکنش                    

های سلولی در ایقمقنقی                    عنوان بخشی از واکنش                   بطور معمول به             

نسقبقت بقه            DTهای     شود. پاسخ         ها محسوب می           علیه باکتری           
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سیتوتقوکسقیقک              Tهای     ها اغل  توسط سلول                 برخی از میکروب              

ماکروفاژها را فقعقال                      Tهای سیتوتوکسیک                شود. سلول         ایجاد می        

   -IFNویق ه      بقه    Th1هقای     نموده و باع  تولید سایتقوکقیقن                           

هقای ضقروری بقرای                نیز یکی از سایتوکیقن                     TNF-αشوند.         می  

هقای     است. با توجه به نقش کلیدی سایتوکقیقن                                     DTهای       پاسخ    

IFN-      وTNF-α         های     در پاسخDT             شقود در        ، پیشنقهقاد مقی

و      -IFNمطالعات بعدی علاوه بر اندازه گیری سایتوکاین های                                                

TNF-α         آزمون ،DT                              نقیقز بقررسقی گقردد. بقررسقی ایقن

تواند نشان دهنده فعالیت                         می     DTها همراه با آزمون                     سایتوکاین         

ایمنی سلولی باشد و نقش ایمونوژن در تقحقریقک و القققای                                                  

های ایمنی سلولی به صورت تخصصی مورد ارزیابی  قرار                                                   پاسخ    

 گیرد.     

 

 گیری      نتیجه     

بر اسقاس           bDNAهای ما نشان داد که اجوانت                             در نهایت، یافته               

جدید و کارآمد اسقت و پقاسقخ ایقمقنقی                                  CpGهای       موتیف     

کند. واکسن غیرفعال شقده                          اختصاصی را در گوسفند تحریک می                             

 ادر به آزادسازی                    AbDNAهمراه با اجوانت                   پاستورلا مالتوسیدا                 

TNF-α                           نیز می باشد. استفاده ازDNA              تقوانقد بقه          باکتریایی می

های غیرفعال کمک کند و به عنوان یک مقحقر                                         کارایی واکسن            

ژن      زایی آنتی         ایمنی عمل نماید. انتخاب اجوانت مناس  که ایمنی                                             

را افزایش دهد، یکی از مراحل مه  در توسعه واکسن اسقت و                                                      

های  وی باع  ایجاد یک پاسخ ایمنی شقدیقد،                                        طراحی واکسن           

طولانی مدت و بسیار اختصاصی در برابر پاتوژن مقورد نق قر                                                    

های غیرفعال شده همراه بقا                          گردد. درنتیجه استفاده از واکسن                                می  

عنوان یک جایگزین مناسق  بقرای                             باکتریایی به              DNAاجوانت        

تواند به همان هقدف                   گردد، زیرا می             های زنده پیشنهاد می                   واکسن     

 که تحریک ایمنی هومورال و سلولی است، دست یابد.                                             

 

 م حظات اخ  ی            

عدم سر ت ادبی، عقدم                    شامل:         نویسندگان تمام نکات اخلا ی                          

سازی و عدم انتشار دوگانه را در این مقالقه                                          ها، داده        تحریف داده          

 اند.    رعایت کرده          

 

 و  دردانی           ت کر    

بدینوسیله از زحمات سرکار خان  دکتر معصومه حقیقاتقی در                                                    

زاده        بخش بیولوژی مولکولی و جناب آ ای مهندس صفر صادق                                              

سازی رازی           در بخش حیوانات موسسه تحقیقات واکسن و سرم                                        

 گردد.       س اسگزاری می              شیراز     

 

 تعار  در مناف               

 وجود ندارد.           
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