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 چکیده

پاتوژن اصلی حیوانی عامل ایجاد کننده نمونیا و سپتی سمی هموراژیک در گاو، گوسفند و یک  پاستورلا مالتوسیدا  :سابقه و هدف

در این پژوهش، پاسخ های .  استو همچنین یک پاتوژن فرصت طلب انسانی رینیت آتروفیک در خوک بز، وبای پرندگان در مرغ و 

باکتریایی مختلف به  DNAایمنی هومورال و سلولی و ایمنی محافظتی القا شده توسط واکسن غیرفعال شده با آهن همراه با دو نوع 

  عنوان اجوانت مورد بررسی قرار گرفت.

کشت داده شد. سپس با استفاده از کلرید آهن غیرفعال گردید. از  BHI brothبر روی محیط  پاستورلا مالتوسیداابتدا   : ها مواد و روش

 B   (DNAنیوع  پاستورلا مالتوسیییداهم تیپ( و   DNA)   Aنوع  پاستورلا مالتوسیداباکتری های  DNAآلومینیوم و ژل هیدروکسید 

هفته ایمین  2با دو دوز از واکسن های غیرفعال شده به فاصله  BALB/cغیرهم تیپ( به عنوان اجوانت استفاده شد. موش های نژاد 

 هفته پس از ایمن سازی دوم )دوز بوستر( چالش گردیدند. سپس عیار آنتی بادی سرم با روش الایزا بیه صیورت هیفیتیگیی  4و 

بیر  12و   6و اندازه گیری اینترلوکیین   DTHآزمون روز پس از ایمن سازی با استفاده از  22اندازه گیری شد. پاسخ ایمنی سلولی 

 روی نمونه های سرم حیوانات هدف ارزیابی گردید. 

کننده اجوانت آلوم و به گروه دریافت نسبت  bDNAاجوانت نتایج نشان داد که عیار آنتی بادی در گروه های دریافت کننده   : ها یافته

در گروه هیای به دست آمد. میزان محافظت   IIA+AbDNA( از گروه 273/2گروه های کنترل بالاتر بود. بالاترین سطح آنتی بادی )

درصد موش های این گروه پس از چالش زنده میانیدنید.  122بهتر از سایر گروه ها بود و   AbDNAایمن شده با اجوانت هم تیپ 

  بود. IIA+AbDNAمربوط به گروه  12و  6بالاترین عیار سرمی اینترلوکین های 

 یک اجوانت مؤثر است و به دلیل ویژگی تحریک کننده می تواند به عنوان القاکننده  bDNAنتایج نشان داد که   :نتیجه گیری

هم تیپ در  bDNAپاسخ های ایمنی هومورال و سلولی در تولید واکسن مورد استفاده قرار گیرد. همچنین یافته ها توانایی بهتر 

 ایجاد پاسخ های ایمنی را نشان داد. 

 .DTHواکسن، اجوانت، کلرید آهن، باکتریایی،  DNA، پاستورلا مالتوسیدا :واژگان کلیدی
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 maryam.homayoon@yahoo.comپست الکترونیک:    271/12/1692تلفن: 

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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 م دمه     

یک کوکوباسیل گرم منفیی غیییرمیتیحیرک  پاستورلاجنس     

است. در حیوانات و  پاستورلاسهبتاهمولیتیک متعلق به خانواده 

  پاستیورلا میالیتیوسیییدا، به ویژه پاستورلاانسان ها، گونه های 

 (Pasteurella multocida اغلب با ایجاد عفونت های حیاد و )

(. انتقال پاتوژن زئونوز بیه انسیان 1-3مزمن در ارتباط هستند )

معمولاً از طریق ذرات حیوانی یا تماس با ترشحات بینی اتفیاق 

می افتد. این میکروارگانیسم در گوسفند اغلب بییمیاری هیای 

تنفسی و نمونیا ایجاد می کند و در پرندگان باعث ایجاد بیماری 

وبا، در گاو و بوفالو سپتی سمی همیوراژییک، در خیرگیوش 

التهاب اپی تلیال بینی و در انسان به ندرت سبب نکروز پوستیی 

 (.3و  2می گردد )

یا پاستورلوز تیوسیط  پاستورلا مالتوسیداعفونت های وابسته به 

سروتیپ های مختلف توکسین زا و غیرتوکسین زای بیاکیتیری 

ایجیاد بیییمیاری   Aایجاد می شوند. در گوسفند و بز سروتیپ

 Aنمونیه می کند. به طور کلی عامل اکثر عفونت ها سروتیپ 

 نیز سیروتیییپ میهیمیی بیرای اییجیاد  Dمی باشد. اما تیپ 

بیماری های تنفسی به ویژه در خوک، خرگوش و گیوسیفینید 

 است. با توجه به توانایی سروتیییپ هیای میخیتیلیف بیرای 

بیماری زایی، ایمنی زایی در برابر یک سروتیپ نیمیی تیوانید 

 (. 4محافظت در برابر سروتیپ های غیر هم تیپ ایجاد نماید )

آسیب زایی به واسطه واکنش پیچیده ای میان عوامل میزبیان و 

عوامل بیماری زایی باکتری مانند لیپوپلی ساکارید، کپسول پلیی 

 (. 9ساکاریدی، پروتین های غشای خارجی و فیمبریه می باشد )

با توجه به بروز نسبتاً پایین عفونت های انسانی، بیشتر مطالعات 

بر روی  پاستورلاایمن سازی یا واکسیناسیون علیه عفونت های 

کنترل بیماری های حیوانی انجام می شود. واکسیناسیون یکی از 

مهم ترین راه کارها برای جلوگیری از بیماری های عفونیی در 

 دام است. با توجه به اهمیت واکسییینیاسیییون و پیییداییش 

بیماری های جدید، به وضوح تقاضا برای فن آوری های جدید 

واکسن در حال افزایش می باشد. عامل محدود کننده در کارایی 

واکسن، ضعیف بودن خاصیت ایمنی زایی آنتی ژن های خالص 

شده ای است که به تنهایی تزریق می گردند. در نتیجه، استفیاده 

از ترکیباتی مانند اجوانت که باعث افزایش پاسخ ایمنی شیونید 

ضروری می باشد. اجوانت ها در ترکیب با واکسن هیا سیبیب 

نقش مهمی در ایجاد پاسخ هیای تحریک سیستم ایمنی شده و 

ایمنی مناسب در برابر واکسن های غیرفعال شده، آنتی ژن های 

 پپتیدی ساختگی و واکسن های پروتئینیی نیوتیرکیییب بیازی 

 می کنند. بنابراین، اجوانت های میخیتیلیفیی بیرای افیزاییش 

ایمنی زایی واکسن ها برای کنترل بیماری های عفونی در انسان 

 (.  6و حیوان استفاده شده است )

پاسیتیورلا یکی از گسترده ترین واکسن های مورد استفاده علیه 
در آسیا، آنتی ژن کامل سلولی باکتری کشته شیده بیا مالتوسیدا 

( می بیاشید. Alumفرمالین همراه با ژل هیدروکسید آلومینیوم )

مشکل این واکسن عدم ایمنی زایی طولانی مدت و الیتیهیاب 

(. از دیگر واکسن های میورد 1موضعی در ناحیه تزریق است )

 استفاده، باکترین های واجد اجوانت روغن هستینید کیه ایین 

 واکسن ها نسبت به واکسن های ژلی ایمینیی طیولانیی تیری 

می دهند، اما به دلیل ایجاد التهاب و واکنش های شدییدتیر در 

ناحیه تزریق و همچنین ویسکوزیته و چسبندگی زیاد، تیمیاییل 

 (.   /چندانی به استفاده از واکسن های روغنی وجود ندارد )

 گروه دیگر از اجوانت ها، اجوانت های باکتیرییاییی هسیتینید. 

سلول های سیستم ایمنی مهره داران، وجود عفونت را به واسطه 

 شناساییی الیگیوهیای میولیکیولیی میرتیبیط بیا پیاتیوژن 

 (pathogen associated molecular patterns = PAMPs )

 تشخیص می دهند. این الگوها، مولیکیول هیای خیاصیی از 

پاتوژن ها می باشند که اجزای سیستم ایمنی توانایی شناسیاییی 

بیه  PAMPآن ها را دارند و پاتوژن از طریق مولکیول هیای 

گیرنده های سلول های بیگانیه خیوار میتیصیل میی شیود. 

باکتریاییی  DNAپپتیدوگلیکان، لیپو پلی ساکارید، لیپوپروتئین و 

رفتار می کینینید.  PAMPاز جمله ترکیباتی هستند که به عنوان 

 Toll like) ترکیبات باکتریایی به واسطه اتصال به گیرنده شبیه 

receptor= TLR) Toll توانایی تحریک سیستم های ایمنی ذاتیی

 و اکتسابی را دارند.

TLR  را می توان در سطح سلول و بر روی غشیاهیای درون

 سلولی ماکروفاژها، سلول های دندریتیک، نیوتیروفیییل هیا و 
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 (.2سلول های اپی تلیال مخاطی مشاهده نمود )

جیفیت بیاز  6با  DNAی   سیستم ایمنی پستانداران به وسیله

غیرمتیله، تحریک می شود. ایین  CpGحاوی یک دی نوکلئوتید 

توالی را به طور معمول در ژنوم باکتری ها می تیوان مشیاهیده 

باکتریایی در اثیر  DNAغیرمتیله موجود در  CpGنمود. توالی 

می تواند پاسخ های سلولی موکوسیی را الیقیا  TLRارتباط با 

 باکتریایی همچنییین میوجیب تیکیثیییر  DNA(.  2-12نماید )

 ، میاکیروفیاژهیا و تیحیرییک تیرشیح Tو Bسلول هیای 

 (.  2ایمونوگلوبولین ها می شود )

باکتریایی مطالعات میحیدودی  DNAدر رابطه با نقش اجوانتی 

صورت گرفته  است. اما به نظر می رسد کیه ایین اجیوانیت، 

توانایی ایجاد پاسخ های ایمنی هومورال و سلولی قیوی تیری 

از الییگیوداکسیی  2211و همکاران در سال  (Bodeدارد. بودی )

 ( حیاوی بینیییان هیایODNsنوکلئوتیدهای مصینیوعیی )

 CpG  غیرمتیله به عنوان اجوانت برای تهیه واکسین اسیتیفیاده

 (. 11نمودند)

سالیمیونیلا در هند،  2229و همکاران در سال (  Kumarکومار )

 DNAغیرفعال نمودند و همراه با آهن را با کلرید  تیفی موریوم

(. در اکثیر 12باکتریایی هم تیپ به عنوان واکسن استفاده کردند )

موارد غیرفعال سازی باکتری با فرمالین صورت می گیرد، اما در 

این پژوهش غیرفعال سازی باکتری با افزایش مییزان آهین در 

محیط انجام شد تا بتوان تأثیر نحوه غیرفعال سازی باکتری را نیز 

میزان تیأثیییر در افزایش ایمنی زایی بررسی نمود. از آنجایی که 

ماده ایمونوژن و دوام عیار آنتی بادی تولید شده در بدن حییوان  

 اهمیت ویژه ای دارد، در این پژوهش حیوانیات اییمین شیده 

 پیاسیتیورلا میالیتیوسیییدا با حداقل دوز کشنده ی سویه حاد 
 چالش شدند. 

باکتریایی هم تییپ و  DNAهدف از این پژوهش، بررسی تأثیر 

غیرهم تیپ به عنوان اجوانت در افزایش ایمنی زایی آنیتیی ژن 

  در حیوان آزمایشگاهی بود. پاستورلا مالتوسیدا

 

 مواد و روش ها             

 این پژوهش بیه صیورت تیجیربیی   : حیوان آزمایشگاهیالف( 

 (Experimental ،انجام شد. جامعه آمیاری میورد پیژوهیش ) 

گرم بودند.  16-12ماده با وزن حدود  BALB/cموش های نژاد 

این موش ها از بخش حیوانات آزمایشگاهی مؤسسه تحقیقیات 

واکسن و سرم سازی رازی شیراز تهیه شدند. تمامیی میراحیل 

آزمایش در این مؤسسه انجام گردید. همچنین در این پژوهیش 

جدا شده از گوسفنید بیه  Aتیپ  پاستورلا مالتوسیدااز باکتری 

 عنوان سویه اصلی به منظور تهیه ایمونوژن استفاده شد.

برای تهیه باکتیری   : ب( غیرفعال سازی باکتری با استفاده از آهن

به  مالتوسیدا  پاستورلا غیر فعال شده با آهن، یک کلنی از باکتری

)شیرکیت  Brain Heart Infusion  (BHI)میلی لیتر محییط  9

 درجیه سیلیییسیییوس  /3مرک، آلمان( تلقیح و در دمیای 

حیاوی   BHIساعت میحیییط 24گرمخانه گذاری شد. پس از 

تازه منتقل گردید تا بیاکیتیری در   BHIلیتر محیط 1باکتری به 

سانتریفیوژ با  دقیقه 49حجم وسیع تکثیر یابد. باکتری ها پس از 

درجه سلیییسیییوس جیداسیازی و  4در دمای  g  13222دور

سوسپانسیون آن در نرمال سالین تهیه شد. برای غیر فعال سازی 

با غلظیت نیهیاییی  3M (FeCl1( باکتری، محلول کلرید فریک 

mM  12  سیاعیت  24به سوسپانسیون باکتری اضافه و به مدت

درجه سلیسیوس گرمخانه گیذاری شید. سیپیس  /3در دمای 

سانتریفییوژ  g  3922دقیقه در  29سوسپانسیون باکتری به مدت 

شد و برای حذف آهن اضافی، آنتی ژن غیرفعال شده، دو بار با 

نرمال سالین شستشو داده شد. در نهایت سوسپانسیونی از آنتیی 

ژن غیرفعال شده باکتریایی در نرمال سالین تهیه گردید و بیرای 

 (. 13استفاده به عنوان ایمونوژن در یخچال نگهداری شد )

 بیا روش   DNAاسیتیخیراج  : بیاکیتیرییاییی  DNAج( تهییه

( و Chengکلروفرم مطابق پروتکل پیشنهادی چییینی  ) -فنل

(. در ایین روش، از 14انجام شد ) 2226همکاران در سال 

میکرولیتر فنل به سوسپانسیون و ورتکس به میدت  122افزودن 

ثانیه برای متلاشی شدن باکتری ها استفاده گردید. همچنین،  62

 بیرای کیلیروفیرم و  RNAبیرای حیذف   RNaseآنزیم 

مورد استفاده قرار گرفتند. در نهاییت،  DNAخالص سازی بهتر 

DNA  .غلظیت خالص با استفاده از اتانول سرد رسوب داده شد

مورد بیررسیی  A260A/280نیز با تعیین نسبت  DNAو خلوص 
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 قرار گرفت.

برای بررسی استریل بودن ایمونیوژن   : د( سلامت و استریل بودن

میکرولیتر از آنیتیی ژن  22و اجوانت قبل از تزریق به حیوان، 

هیای  DNAغیرفعال شده با کلرید فریک و همچنین هر یک از 

و   Nutrient Agar ،Blood Agar، بر روی محیط های باکتریایی

BHI  سیاعیت  24کشت داده شدند. محیط های کشت به مدت

درجه سلیسیوس گرمخانه گذاری شده و سیپیس  /3در دمای 

وضعیت رشد یا عدم رشد باکتری در این محیط هیا بیررسیی 

 (.  13گردید )

 بیرای ارزییابیی   : آزمون های اییمیونیولیوژیایمن سازی و ه(  

ایمنی زایی آنتی ژن ها و اجوانت مورد پژوهش و مقایسه نتاییج 

گیروه  3گیروه ) 9با آنتی ژن های استاندارد، مطالعه بر روی 

 گروه کنترل( انجام شد.  2تست و 

در گروه های تست، ماده ایمونوژن شامل آنتی ژن غیرفعال شده 

 % اجوانت ژل هیدروکسید آلیومییینیییوم 279با کلرید فریک + 

 (IIA + Alum+ آنتی ژن غیرفعال شده با کلرید آهین ،)µg    9 

  Aنیوع  پیاسیتیورلا میالیتیوسیییداباکیتیری  DNAاجوانت 

 (IIA + AbDNA و آنتی ژن غیرفعال شده با کلیریید فیرییک )

 +5µg    9  اجوانتDNA  نیوع  پاستورلا مالتوسیییداباکتریB  

 (IIA + BbDNA به )سر موش در هر گروه تزریق گردیدنید.  2

و نیرمیال  Aنیوع  پاستورلا مالتوسیداباکتری  DNA  همچنین،

سیر میوش  2در دو گروه جداگانه بیه به عنوان کنترل  سالین

 تزریق گردیدند.

ایمن سازی اولیه موش ها در زمان صفر و ایمن سازی ثیانیوییه 

هفته با تزریق دوز یکسان از ایمونوژن انجیام  2)بوستر( پس از 

میلی لیتر و بیه  272شد. در تمام موارد ماده ایمونوژن به میزان 

 روش زیر جلدی به حیوان آزمایشگاهی تزریق گردید. 

در فواصل زمانی مشخص قبل از تزریق و پس از تیزرییق بیه 

( از 47و  42، 39، 22، 21، 14، /، 2هفته )روزهای  2فاصله 

حیوان خون گیری شد و پس از جداسازی سرم، برای تعییییین 

میزان عیار آنتی بادی اختصاصی علیه باکتری، آزمون الایزا انجام 

درجیه  -22در دمیای الاییزا سرم ها تا زمان انجام گرفت. 

آزمون الایزا بر روی سرم های جدا سلیسیوس نگهداری شدند. 

شده از تمامی گروه های کنترل و آزمون میطیابیق پیروتیکیل 

( و همکاران Chaiyotwittayakun)   پیشنهادی چایوت ویتایاکون

 (.19با اعمال تغییراتی صورت گرفت ) 2224در سال 

 بررسی واکنش های حسیاسیییت پیوسیتیی :  DTHو( آزمون 

 (Delayed-type Hypersensitivity=DTH با تزریق آنتی ژن و )

نرمال سالین کف پاهای موش و اندازه گیری و مقایسه قطر پای 

میلی لیتر آنتی ژن باکتریایی  271حیوان انجام شد. در این آزمون 

میلی لیتر نرمال سالین کف پیای راسیت  271کف پای چپ و 

حیوان به صورت داخل جلدی تزریق گردید. سپس در فواصیل 

ساعت پس از تزریق، ضخامت کف دو پای موش هیا  42و  24

به وسیله دستگاه ضخامت سنج )میکرومتر( اندازه گیری و ثبیت 

(. بدین ترتیب اختلاف ضخامت کیف پیای 2و  1شد )شکل 

چپ از ضخامت کف پای راست موش های گروه های کنیتیرل 

   و تست به طور جداگانه در زمان های یاد شده محاسبه گردید.

بیرای ارزییابیی   : IL-12و  IL-6ز( اندازه گیری سطح سرمی 

  .افزایش ضخامت کف پای دریافت کننده آنتی ژن: 2شکل               .اندازه گیری ضخامت کف پای موش: 1شکل  
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  6اینیتیرلیوکییین هیای  فعالیت ایمنی سلولی، سایتوکاین های

 (IL-6 و )12  IL-12) با استفاده از کییت تیجیاری بیر روی ) 

نمونه های سرم اندازه گیری شدند. برای این منظور از کیییت 

 )کشور آمریکا( استفاده گردید. اسیاس Eastbiopharmشرکت 

  از  اسیتیفیاده  بیا  و  سیانیدوییچیی  روش الاییزای  بیه  کیت  این

 Biotin double antibodyبادی های منوکلونال بیوتیین )  آنتی

sandwich technology می باشد. در این مرحیلیه الاییزا بیا )

)شیرکیت   Elisys Unoاستفاده از دستگاه تمیام اتیومیاتیییک

Human ،انجام شد.آلمان ) 

برای تعیین میزان اثرگذاری   : ح( تعیین میزان اثرگذاری ایمونوژن

ماده ایمونوژن، گروه های کنترل و ایمن شیده حیییوانیات بیا 

10×71.5   پاستورلا میالیتیوسیییداحداقل دوز کشنده سویه حاد 

CFU/mL( )   روز پس از ایمن سیازی  22چالش شدند. چالش

روز پس از چالش، از  14دوم انجام گرفت و حیوانات به مدت 

نظر مرگ و میر بررسی شدند. پس از چالش، علایم غییرعیادی 

 احتمالی نیز در حیوان بررسی شد. 

تجزیه و تیحیلیییل   : ها  ها و ابزار تجزیه و تحلیل داده ط( روش

( و ANOVAآماری داده ها با استفاده از آزمون آنالیز واریانس )

انجام گرفت. بدین مینیظیور از   SPSSنرم افزار  پانزدهم  نسخه

روش های آماری آنالیز واریانس با تکرار برای بررسی اثر زمیان 

 One wayدر ایجاد عیار آنتی بادی های باکتریسیدال و از روش 

ANOVA  مقایسه میانگین متغیرهای مورد بررسی بین  به منظور

گروه های مختلف استفاده شد. نتایج هر سنجش با استفیاده از 

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. درجه معنی داری بیا  tآزمون 

 در نظر گرفته شد. 2729میزان خطای 

 

 ها    یا ته     

 Aتییپ  مالتوسیدا  پاستورلا  سویه  : الف( غیرفعال سازی باکتری

از  mM  12با استفاده از غلظت   BHIدر محیطکشت داده شده 

درجیه  /3در دمیای ساعیت  24( به مدت M13FeClآهن )

بطور کامل غیرفعال شد. آنتی ژن غیرفعال شیده بیا سلیسیوس 

تا زمان استفاده به عنیوان  iron-inactivated antigen (IIA)آهن 

 ماده ایمونوژن، در یخچال نگهداری شد. 

 بیاکیتیرییاییی بیا روش  DNAبرای تهیه  DNAب( استخراج 
باکتری هیای  DNAباکتریایی،  DNAبرای تهیه   : کلروفرم -فنل

 پاستورلا مالیتیوسیییدا( و AbDNA)   Aتیپ   پاستورلا مالتوسیدا

 کلروفرم استخیراج گیردیید  -( با روش فنلBbDNA)   Bتیپ 

به دست آمد   172حدود   280A/260A(. در هر دو مورد نسبت 24) 

استخراج شده با پروتیئییین  DNAکه نشان دهنده عدم آلودگی 

جدا شده از سیوییه هیای  DNAبود. همچنین غلظت   RNAو

بیه  Bتیییپ   پاستورلا مالتوسییداو  Aتیپ   پاستورلا مالتوسیدا

در مرحله فرمولاسیییون   بود. ng/µL 212 و ng/µL 292 ترتیب

میکروگرم بیه  9ها به میزان  DNAایمونوژن، از هر کدام از این 

 عنوان اجوانت استفاده شد. 

پس از کشیت و   : ج( بررسی سلامت و فرمولاسیون ایمونوژن

 DNAساعت انکوباسیون آنتی ژن های غیرفعال شیده و  24

هیییر رشیدی   BHIو   BA ،NAبر روی محیط های  باکتریایی

مشاهده نگردید که این نشان دهنده عاری بودن ترکیییبیات از 

میکروارگانیسم های پاتوژن بود. پس از اطمینیان از سیلامیت 

ترکیبات، فرمولاسیون ایمونوژن انجام شد. در این پیژوهیش از 

آنتی ژن غیرفعال شده با آهن به عنوان محیرک اصیلیی بیرای 

( و Alumسیستم ایمنی حیوان و از ژل هیدروکسید آلومینیوم )

DNA ( باکتریاییbDNA .به عنوان اجوانت استفاده گردید ) 

 :پاستورلا مالتوسیییداد( بررسی پاسخ های ایمنی هومورال علیه 

آزمون الایزا برای تعیین میزان عیار آنتی بادی اختصاصی علیییه 

 باکتری بر روی سرم های جداسازی شیده از حیییوانیات در 

آنتی ژن غیرفعال در موش های دریافت کننده عیار آنتی بادی :  1نمودار  
پاستورلا باکتری  DNAدو نوع  و Alumشده با آهن همراه با اجوانت 

 .(NSSو  AbDNAدر مقایسه با گروه های کنترل ) مالتوسیدا
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زمان های مختلف انجام گرفت. عیار آنتی بادی اختصاصی علیه 

میاده در موش های دریافت کنینیده  پاستورلا مالتوسیداباکتری 

نشان داده شده  1در نمودار ایمونوژن گروه های تست و کنترل 

است. عیار آنتی بادی در گروه های تست پس از تیزرییق دوز 

افزایش قابل ملاحظه ای ییافیت.  22و  21بوستر در روزهای 

افزایش عیار آنتی بادی در موش های دریافت کننده آنیتیی ژن 

( IIA+AbDNAباکتری هم تیپ ) DNAغیرفعال شده با آهن و 

به  14( از روز NSSو  AbDNAدر مقایسه با گروه های کنترل )

بعد قابل توجه بود. بین تمام گروه های تست و کنترل، بالاترین 

یعنی دو هیفیتیه پیس از  22( در روز 273/2عیار آنتی بادی )

مشاهده گردیید کیه  IIA+AbDNAتزریق دوز بوستر در گروه 

 تفاوت معناداری نسبیت بیه گیروه هیای کینیتیرل داشیت 

(272224  =p.) 

 21( روز IIA+Alumدر گروه دریافت کننده اجوانت آلیوم )

 یعنی اولین هفته پس از تزریق دوز بیوسیتیر افیزاییش قیابیل 

 22ملاحظه ای در عیار آنتی بادی مشاهده شد، اما پس از روز 

تیتر آنتی بادی در این گروه نسبت به سایر گروه هیای تسیت، 

 افت سریع تری داشت.

همچنین بیشترین عیار آنتی بادی در گروه دریافت کننده آنیتیی 

 پاستورلا مالیتیوسیییداباکتری   DNAژن غیرفعال شده با آهن و 

 روز پس از تزریق مشاهیده شید. 22بود که  /2732نیز  Bتیپ 

عیار آنتی بادی نسبت به سایر گروه هیا  IIA+BbDNAدر گروه 

سریع تر افزایش یافت و در هفته اول پس از تزریق اخیتیلاف 

(. p=    272293) معناداری نسبت به گروه کنترل مشاهده گردید 

نیز بیشترین میزان آنتی بادی تولید شده مربیوط بیه  14در روز 

بود. اما دوام عیار آنتی بیادی در گیروه  IIA+BbDNAگروه 

IIA+AbDNA ( بییشیتیر از گیروه هیایIIA+BbDNA  و

IIA+Alum بود. به طور کلی عیار آنتی بادی در این گیروه از )

تغییرات زیادی نداشت که ایین نشیان از  47تا روز  39روز 

 ماندگاری نسبی آنتی بادی در بدن حیوان بود.

پیاسیخ هیای   : DTHارزیابی ایمنی سلولی با آزمون پوستی ه(  

در گیروه هیای  DTHایمنی سلولی با استفاده از آزمون پوستی 

مختلف با اندازه گیری ضخامت کف پای راست موش پیس از 

ساعت هیر گونه تفاوت معینیاداری بییین  42و  24زمان های 

گروه های تست و کنترل نشان نداد. در حالی که در گروه هیای 

اندازه گیری ضخامت کیف پیاهیای دریافت کننده ایمونوژن با 

ساعت افزایش میعینیاداری در  24راست و چپ موش پس از 

 (. در بییین p=    2722/7مقایسه با گروه کنتیرل نشیان داد )

 42گروه های تست، افزایش ضخامت پای چپ پس از گذشت 

در میجیمیوع  (. 1)جدول ساعت در هر سه گروه یکسان بود 

مشاهده  IIA+AbDNAبیشترین واکنش در گروه دریافت کننده 

گردید که از نظر ضخامت تفاوت معناداری بین دو پای راسیت 

 (.  2( )شکل p=  2722و چپ موش دیده شد )

آزمیون   : بر روی نمونه های سرم IL-12و  IL-6و( اندازه گیری 

بیر روی سیرم هیای  IL-12و  IL-6الایزا برای تعیین عیار 

جداسازی شده از حیوانات انجام گردید. نتایج نشان دهنده ایین 

گروه تست نسبت به گروه های کنیتیرل  3در  IL-6بود که عیار 

( و بالاترین عیار مربیوط = p  /27226افزایش معناداری داشت )

 Aنوع  پاستورلا مالتوسیداباکتری   DNAبه گروه دریافت کننده 

 (. 2بود )نمودار به عنوان اجوانت 

بر و کنترل  تستدر گروه های مختلف  IL-12و  IL-6عیار : 2نمودار  
 .روی نمونه های سرم

 گروه های آزمایه ردیف

ضخامت کف پای 
 راست )میلی متر(

ضخامت کف پای 
 چپ )میلی متر(

22 
 ساعت

21 
 ساعت

22 
 ساعت

21 
 ساعت

1 IIA + Alum 27/ 27/ 277 372 

2 IIA + BbDNA 372 372 376 377 

3 IIA + AbDNA 274 273 373 376 

4 AbDNA 272 272 277 372 

9 NSS 276 276 276 276 

در مقایسه با گروه  در گروه های تستضخامت کف پای موش : 1جدول  
  ساعت. 42و  24های کنترل پس از 
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اختلاف بسیییار  IIA+AbDNAدر گروه  IL-12همچنین میزان 

 معناداری نسبت به سایر گیروه هیای اییمین شیده داشیت 

 (272221  p = بر اساس نتایج بالاترین غلظت .)IL-6    وIL-12  

بود که هر دو مربوط به  pg/ml  13773و  pg/ml  6973به ترتیب 

 هم تیپ بود.  DNAگروه دریافت کننده 

پس از چیالیش   : ز( چالش و تعیین میزان اثرگذاری ایمونوژن

 اختلاف قابل توجهی در میزان مرگ و مییر بییین حیییوانیات 

(. بیه = p  272222گروه های کنترل و تست مشاهده گردیید )

 24درصد از موش های گروه های کنترل  122و  22طوری که 

 ساعت پس از چالش مردند. همچنین نیتیاییج نشیان داد کیه 

%( 122به طور کامیل ) IIA+AbDNAموش های ایمن شده با 

 محافظت شدنید  پاستورلا مالتوسیدادر برابر چالش با سویه حاد 

(. محافیظیت در میوش هیای اییمین شیده بیا 3)نمودار 

IIA+BbDNA   اختلاف معناداری را نسبت به موش های ایمین

 .(p >2729نشان نداد ) IIA+AbDNAشده با 

 بح    

پاستورلوز، یک بیماری سخت و مسری در حیوانات اهلی است 

زیرا روش های کنترل آن دشوار و درمانش هزینه بر و طولانیی 

مدت می باشد. استفاده از آنتی بیوتیک ها به عنوان ییک روش 

مفید برای کنترل عفونت درنظر گرفته می شود، اما میقیاومیت 

  های میکروبی توان آنتی بیوتیک ها را محیدود نیمیوده اسیت

(. بنابراین پیشگیری به عنوان یک روش مفید و مؤثر بیرای 16) 

 جلوگیری از عفونت های پاستورلوز محسیوب میی شیود و 

می تواند در دام هایی چون بز و گوسفند میهیم بیاشید و از 

 ضررهای اقتصادی ناشی از این باکتری به دامداری ها بکاهد. 

در این مطالعه توانایی واکسن غیرفعال شده با آهن همراه با ژل 

باکتریایی به عنوان اجوانیت، بیا روش تیزرییق  DNAآلوم و 

زیرجلدی مورد ارزیابی قرار گرفت تا بتوان القای پاسیخ هیای 

ایمنی هومورال و سلولی و همچنین توانیاییی اییمیونیوژن در 

 پاستورلا مالتوسیییدامحافظت موش پس از چالش با سویه حاد 

 را بررسی نمود. 

برای رشد و افزایش بیان ژن های بیمیاری زا،  پاستورلاباکتری 

به میزان کمی آهن در محیط احتیاج دارد اما افزایش میزان آهین 

در محیط باعث از بین رفتن باکتری می شود. فیلیزات نیقیش 

 مهمی را در فعالیت های متابولیکی میکروارگانیسم هیا بیازی 

می کنند و برخی از فلزات سنگین به عنوان میکیرونیوتیریینیت 

توسط ارگانیسم ها استفاده می شوند. اما، در غلظت های بیالا، 

یون های فلزی سنگین واکنش داده و به فرم ترکیبات سمی در 

 (. /1سلول های باکتریایی درمی آیند )

در هینید، از  2212( و همکاران نیز در سال Herathهراث )

( برای غنی نمودن محییط کشیت µM 100غلظت پایین آهن )

( برای غیرفعال سازی mM 100باکتری و از غلظت بالای آهن )

 (. 12استفاده نمودند )پاستورلا مالتوسیدا باکتری 

( 3FeClدر پژوهش قبل تأثیر غلظت های مختلف کلرید فریک )

پس از بررسی نیتیاییج  بررسی شد.پاستورلا مالتوسیدا بر روی 

 بیه عینیوان  mM 10غلظت های مختلف آهین، غیلیظیت 

مناسب ترین غلظت انتخاب شد و مشخص گردید با استفاده از 

پس از گذشت پاستورلا مالتوسیدا باکتری میلی مولار  12غلظت 

در نتییجیه در   (. 17) ساعت به طور کامل غیرفعال می شود  24

میلی مولار بیرای  12این پژوهش برای تهیه ایمونوژن از غلظت 

 استفاده گردید.   مالتوسیدا پاستورلاباکتری غیرفعال سازی 

مشکلاتی وجیود پاستورلا مالتوسیدا  در رابطه با توسعه واکسن

دارد که ممکن است به دلیل هتروژن بودن بیاکیتیری بیاشید. 

بنابراین مهم است که یک واکسن کارآمد برای حفاظت در برابر 

(. در همین راستا، انتخیاب 1اکثر گونه های باکتری ایجاد شود )

آگاهانه اجوانت می تواند جنبه های ظاهری پاسخ آنتیی بیادی 

مانند اختصاصیت، کلاس، ایزوتیپ، و ویژگیی اپیی تیوپ را 

 تحت تأثیر قرار دهد. از ایین رو بسیییار میهیم اسیت کیه 

میزان محافظت موش های ایمن شده در برابر چالش با حداقل :  3نمودار  
 .اپاستورلا مالتوسید( سویه حاد 50LDدوز کشنده )
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اجوانت های جدید ایمونولوژیک با کارایی بالا، منابع فراوان و 

 (.  22سمیت کم در دسترس باشند )

اگر چه آلوم به طور گسترده ای به عنوان اجوانت برای واکسین 

مورد استفاده قرار می گیرد، نقش آن در نفروتیوکسیییسیییتیی، 

 T1واکنش موضعی زیر جلدی، عدم توانایی در القای لنفوسیت

 (Th1 و پاسخ های ایمنی سلولی جسیتیجیو بیرای ییافیتین ) 

استفیاده (.  21اجوانت های جدید مؤثر را ضروری نموده است )

بیرای “  طیبیییعیی” به عنوان اجوانیت  CpG   الیگونوکلئوتیداز 

واکسیناسیون انسان و حیوان در برابر ارگانیسم هیای عیفیونیی 

 (.  22توسط چندین گروه مطالعاتی پیشنهاد شده است )

در هینید، از  1772( و همکاران در سال Jarvinenجاروینین )

توکسین وبا و ژل هیدروکسید آلومینیوم به عنوان اجوانت بیرای 

 پاستیورلا میالیتیوسیییداایمن سازی خرگوش در برابر عفونت 

استفاده نمودند. عدم ایجاد ایمنی سلولی مؤثر یک عامل اصیلیی 

 محدود کننده در استفاده از ایمونوژن پیشنهادی آن هیا بیوده 

در هنید،  2212( و همکاران در سال Herathهراث )  (. 4است )

نموده   غیرفعال  3FeClرا با غلظت بالای  A:1پاستورلا مالتوسیدا 

به عنوان اجوانیت  B:2پاستورلا مالتوسیدا   باکتریایی DNAو از 

استفاده کردند. نتایج پژوهش آن ها نشان دهنده افزایش عیییار 

در حیوانات ایمن شده با واکسن حاوی اجوانت  IgYآنتی بادی 

bDNA  پیاسیتیورلا درصدی در برابر چالش با  122و محافظت

 (. 12بود ) A:1مالتوسیدا 

از الیییگیوداکسیی  2211( و همکاران در سال Bode) بودی 

 CpG( حاوی بینیییان هیای ODNsنوکلئوتیدهای مصنوعی )

غیرمتیله به عنوان اجوانت برای تهیه واکسن استفاده نیمیودنید. 

CpG ODN  فعالیت سلول های عرضه کننده آنتی ژن را بهیبیود

می بخشد و پاسخ های ایمنی هومورال و سلولی علیه آنتی ژن 

 (. 11اختصاصی واکسن را افزایش می دهد )

برای ایجاد ایمنی  bDNAدر این پژوهش برای تعیین این که آیا 

پیاسیتیورلا بهتر از آلوم است، برای اولین بار در ایران آنتی ژن 
باکتریایی به عنوان ادجوانت به حییوان  DNAهمراه با مالتوسیدا 

آزمایشگاهی تزریق گردید. البته در مطالعه حیاضیر بیه جیای 

استفاده شد تا هزیینیه تیولییید  bDNAاز  CpGالیگونوکلئوتید 

زیرا در کشورهای در حال توسعیه  داشته شودواکسن پایین نگه 

 هزینه، عامل اصلی برای مقرون به صرفه بودن واکسن است. 

اما  bDNA( و همکاران که از یک نوع Herathبرخلاف هراث )

استفاده کیرده بیودنید، در  10μgو  5μgدر دو غلظت متفاوت 

پژوهش حاضر غلظت ثابت نگه داشته شد، اما از چندین نیوع 

bDNA  هم تیپ و غیر هم تیپ( استفاده شد تا بتوان تشخیص(

علیه یک باکتری اثرات مشابهی  bDNAداد که آیا انواع مختلف 

 دارند یا خیر؟ 

( و همکاران، انتظار می رفیت Herathبا توجه به نتایج هراث )

  پاستورلا مالتوسیییداباکتریایی غیر هم تیپ  DNAکه استفاده از 

 (BbDNA )  پاسیتیورلا   باعث القای پاسخ های مناسب تری علیه
بیه عینیوان  BbDNAشود، اما استفاده از   Aتیپ مالتوسیدا 

چندان جالب توجه نبود. با وجیودی  Aاجوانت علیه سروتیپ 

 IIA+ BbDNAکه سریع ترین پاسخ ها در گروه دریافت کننده 

مشاهده گردید، اما این ایمونوژن از نظر دوام ترکیب منیاسیبیی 

 IIA+ AbDNAنبود. نتایج این پژوهش نشان داد که واکسین 

محرک بسیار خوبی برای سیستم ایمنی موش می باشد و علاوه 

بر ایجاد آنتی بادی در سطوح بالا، از نظر ماندگاری در بدن نییز 

این فرمولاسیون نسبت به بقیه ترکیبات دوام بیشتری در بیدن 

 دارد و تا مدت ها در بدن باقی می ماند. 

همچنین، در پژوهش حاضر مشخص شد که واکسین تیزرییق 

هم تیپ، محافظت بهتری را نسبت بیه   bDNAشده با اجوانت 

 غیرهیم تیییپ اییجیاد   bDNAواکسن  واجد اجوانت آلوم و 

هرچند که در زمان چالش، عیار آنتی بادی در تیمیام می کند. 

موش های واکسینه شده تقریباً مشابه بود، اما تنها اییمیونیوژن 

IIA+AbDNA  ( موش هیا را در 122به طور کامل )توانست%

این محافظت نماید.  پاستورلا مالتوسیدابرابر چالش با سویه حاد 

هم تیپ را  bDNAنتایج توانایی ایجاد پاسخ ایمنی بهتر توسط 

تأیید کرد. نتایج مطالعات قبل هم اثبات کیرده کیه تیرکیییب 

IIV+bDNA ( و 12موجب افزایش پاسخ های ایمنی در موش )

 ( می شود.12مرغ )

فعال سازی سلول فاگوسیت کننده و التهاب ناشی از اییمینیی 

سلولی، باعث ایجاد نوعی آسیب بافتی می شود که معمیولاً بیه 
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( شناختیه میی شیود. DTHعنوان واکنش حساسیت تأخیری )

به عنوان یک روش تشخیصی در واکینیش هیای   DTHآزمون 

 ایمنی سلولی به کار می رود و بیطیور میعیمیول جیزییی از 

واکنش های سلولی در ایمنی علیه میکروب ها محسیوب میی 

آنتی ژن به صورت درون پوستی تزرییق میی شیود، و  شود.

سیاعیت  42-2/التهاب پوست، قرمزی و سفت شدن در مدت 

 (. 23پس از تزریق نشان دهنده واکنش مثبت است )

( در عیراق در Al-Shweey( و الشوی )Al-Samarraeالثمریه )

در  DTH، پاسخ ایمنی سلولی را با استفاده از آزمون 2212سال 

و سه ماه پس از ایمن سازی خرگوش با واکسن هیای  22روز 

بررسی کردند. آن ها ایمین سیازی  پاستورلا مالتوسیدامختلف 

روز پس از تیزرییق  14حیوانات را در زمان صفر )دوز اول( و 

پس از شیروع اییمین  22اول )دوز بوستر( انجام دادند. روز 

انجام شد و نتیجه آن با ارییتیم و  DTHسازی، آزمون پوستی 

 (.  24ضخامت )سفتی( پوست مشخص گردید )

میلیی  271  زیر جلدیبا تزریق  DTHآزمون در پژوهش حاضر، 

میلی لیتیر نیرمیال  271لیتر آنتی ژن باکتریایی کف پای چپ و 

سالین کف پای راست هر موش انجام گردید. ضخامت کف دو 

 سیاعیت پیس از تیزرییق،  42و  24پای موش در فواصل 

بیشترین واکنش در گروه ایمن شده با واکسین اندازه گیری شد. 

هم تیپ بود. بیا  bDNAغیرفعال شده با آهن به همراه اجوانت 

نشان دهنده فعالیت ایمنی سلولیی  DTHتوجه به این که آزمون 

است، نتایج این پژوهش بیانگر این نکته می باشد که استفاده از 

( تحریک ایمنی سلولی را به خیوبیی AbDNAژنوم هومولوگ )

 انجام می دهد. 

 باعث الیقیای سیاییتیوکییین هیای الیتیهیابیی و    CpGتوالی  

سایتوکین های مهمیی    IL-12و    IL-6ایمونوگلوبولین ها می شود.  

برای تحریک پاسخ های ایمنی پس از واکسیناسیون هستنید. بیه  

که از سایتوکین های کلیدی مرتبط با پیاسیخ هیای    IL-12ویژه  

DTH  .است ،IL-12    به طور عمده توسط سلول های عرضه کننده

 را تیقیوییت    IFN-γتولید    IL-12تولید می شود.    Th1آنتی ژن و  

 (.29می شود )   Th1می کند و باعث تمایز سلول های  

نسبت به برخی از ارگانیسم ها عمدتاً تیوسیط  DTHپاسخ های 

ایجاد می شود. سلول هیای  CD8+سیتوتوکسیک  Tسلول های 
+CD8  T  ماکروفاژها را فیعیال نیمیوده و بیاعیث تیولییید 

نیز یکی  TNF-αمی شوند.  IFN-γبه ویژه  Th1سایتوکین های 

 (.  26) است DTHاز سایتوکین های ضروری برای پاسخ های 

در  TNF-αو  IFN-γبا توجه به نقش کلیدی سایتوکین های 

، پیشنهاد می شود در مطالعات بعدی علاوه بر DTHپاسخ های 

IL-12  این سایتوکاین ها نیز اندازه گیری شوند سایتوکایین هیا

نیز اندازه گیری شوند. بررسی این سایتوکاین ها همراه با آزمون 

DTH  می تواند نشان دهنده فعالیت ایمنی وابسته به سلول باشد

و نقش ایمونوژن تزریقی در تحریک و القای پاسخ های ایمنیی 

 سلولی به صورت تخصصی تر مورد ارزیابی قرار گیرد. 

در طیییف گسیتیرده ای از پاستورلا به دلیل گستردگی شیوع 

حیوانات پاتوژن، یافتن اجوانت های ایمن و مؤثر برای افزاییش 

ایمنی زایی در حیوانات علیه بیماری های پاستورلوز ضیروری 

انتخاب اجوانت مناسب که  ایمنی زاییی آنیتیی ژن را است. 

(. /2افزایش دهد، یکی از مراحل مهم در توسعه واکسن است )

در  bDNAنتایج این پژوهش نشان دهنده اهمیت نقش اجوانتی 

فرمولاسیون واکسن می باشد. همچنین جایگزین نمودن فرمالین 

با ترکیباتی مانند آهن برای غیرفعال سازی باکتری اهمیت دارد. 

زیرا فرمالین، به ویژه در حیواناتی که مصرف خیوراکیی دارنید 

تأثیر سوء می گذارد. همچنین فرمالین می تیوانید وارد بیدن 

 حیوانات شده و ایجاد ضایعات بافتی کند.

علاوه بر این، اکثر واکسن های باکتریایی مورد استفاده عیلیییه 

ایمنی و محافظت کامل در برابر آلودگی بیا  پاستورلا مالتوسیدا

باکتری را ایجاد نمی کنند، در نتیجه تلاش های بیشتری بیرای 

با توجه بیه گسترش و پیدایش واکسن های مناسب لازم است. 

اگر هدف از واکسینیاسیییون پاستورلا مالتوسیدا، تنوع سروتیپی 

( باشید، بیایید cross-protectiveایجاد ایمنی متقابل محافظتی )

مطالعه بر روی ایمونوژن هایی متمرکز شود که ایمنی متیقیابیل 

 محافظتی علیه چند سروتیپ ایجاد کینینید و بیتیوانینید در 

واکسن هیای واکسن های پاستورلوز مورد استفاده قرار گیرند. 

ایده ال باید ارزان، قابل تجزیه در محیییط و فیاقید خیواص 

بیولوژیک بوده و علاوه بر تحریک پاسخ های ایمنی هومورال و 
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 سلولی، در بدن حیوان دوام طولانی میدت داشیتیه بیاشینید. 

 در مطالعات آینده، ضرورت ارزیابی قیدرت اییمینیی زاییی

 و توانایی ژنوم باکتری های مختلیف بیه عینیوان اجیوانیت  

 وجود دارد. 

 

 نتیجه گیری          

به عنوان یک اجوانت مناسب    DNAبر اساس نتایج این مطالعه،

برای افزایش پاسخ های ایمنی علیه واکسن های غیر فعال شیده 

 عمل می کند. در نیتیییجیه اسیتیفیاده از   پاستورلا مالتوسیدا

 DNAواکسن های غیرفعال شده با آهن همراه بیا ادجیوانیت 

باکتریایی به عنوان یک جایگزین مناسب بیرای واکسین هیای 

زنده پیشنهاد می گردد، زیرا می تواند  تحریک مناسب اییمینیی 

 .هومورال و سلولی را به دنبال داشته باشد

 م   ات ا   ی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل: عیدم سیرقیت ادبیی، 

انتشار دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این میقیالیه 

 رعایت کرده اند.

 

 ت کر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از جناب آقای دکتر سید محمید حسییین 

حسینی، بخش ایمنی شناسی و مهندس صفر صادق زاده، بخش 

حیوانات آزمایشگاهی مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سیازی 
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Abstract 

Background & Objectives: Pasteurella multocida is a principal pathogen of domestic animals causing 

agents of pneumonia and hemorrhagic septicemia in cattle, sheep, and goats, fowl cholera in chickens, 

and progressive atrophic rhinitis in swine and as well as an opportunistic pathogen of humans. In this 

study, we investigated the humoral and cellular immune responses and protective immunity conferred 

by an iron-inactivated vaccine with two different bacterial DNA as an adjuvant. 

Materials & Methods: P. multocida was grown in BHI broth, inactivated with FeCl3, adjuvanted with 

alum and P. multocida A (homologous DNA) and P. multocida B (heterologous DNA) bacterial 

DNAs. BALB/c mice were immunized with two whole-cell inactivated vaccine doses at 2 weeks apart. 

The animals were challenged 4 weeks after booster immunization. The serum antibodies titer was  

tested by ELISA. At 28 days post-immunization, cell mediates immunity responses were measured by 

assay of DTH and IL-6 and IL-12 in the serum samples.  

Results: Our results showed the levels of antibodies in bDNA adjuvant groups were higher than the 

alum adjuvant vaccine group. Peak antibody titers of 0.372 were obtained in the IIA+AbDNA group. 

The protection rate of the AbDNA adjuvant vaccine was better than of other adjuvant vaccines and 

they protected 100% of mice challenge groups. Peak serum IL-6 and IL-12 titers were achieved in the 

IIA+AbDNA groups. 

Conclusion: These studies indicate that bDNA is effective as immune adjuvants and because of its 

stimulating properties it can be used as an inducer of humoral and cellular immune responses for  

vaccination applications. The findings also showed a better ability of homologous bDNA to induce 

immune responses. 

Keywords: Pasteurella multocida, Bacterial DNA, Adjuvant, Ferric chloride, Vaccine, DTH. 

 
Correspondence to: Maryam Hoamayoon 

Tel: +98 9171271650 

E-mail: Maryam.homayoon@yahoo.com 

Journal of Microbial World 2019, 12(2): 101-113. 

Journal of Microbial World 

Volume 12, No. 2, July 2019 

113 

Copyright © 2019, This article is published in Journal of Microbial World as an open-access article distributed under the terms of the 

Creative Commons Attribution License. Non-commercial, unrestricted use, distribution, and reproduction of this article is permitted in 

any medium, provided the original work is properly cited. 


