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 چکیده

مهمترین عامل ایجاد اسهال گوساله ها در روزهای اول زندگی می باشد. از مهمترین راهبردهای کنترل  اشریشیا کلی  سابقه و هدف:

مطالعه با هدف این و پیشگیری از این بیماری واکسیناسیون مادران بارداراست که به واسطه خوراندن آغوز به نوزاد انجام می شود. 

 و ارزیابی تیتر سرمی آن در حیوان آزمایشگاهی انجام شد. K99 اشریشیا کلیشناسایی مولکولی باکتری 

 Multiplex PCRاز روش این پژوهش به صورت تجربی بر روی حیوان آزمایشگاهی رت انجام گرفت. در ابتدا  مواد و روش ها:

استفاده شد. پس از کشت باکتری در محیط کشت مینکای مایع، با  STaو  K99  ،F41برای شناسایی ژن های عوامل بیماریزایی

و سانتریفیوژ آماده سازی گردید. میزان تقریبی  PBSدرصد غیر فعال گردید. آنتی ژن حاصل پس از شستشو با  4/0افزودن فرمالین 

 CFU/mlدوز 2آنتی ژن برای تزریق به رت در 
آنتی ژن را در دو نوبت همراه با اجوانت آلوم به  مون،تنظیم شد. گروه آز 914و  714  

صورت زیر پوستی دریافت کردند. گروه کنترل نیز همه موارد به جز آنتی ژن را دریافت نمودند. خون گیری تا هشت هفته صورت 

 گرفت و تیتر آنتی بادی در سرم ها تعیین شد. 

 رت های ایمن شده افزایش تیتر از هفته چهارم تا انتهای هفته هفتم را نشان دادند. میانگین عیارآنتی بادی های سرمی   یافته ها:

رت های ایمن شده به طور معنی داری بیشتر از گروه شاهد بود. اما در گروهی که دوز بالاتری از آنتی ژن را دریافت کرده بودند، 

 عیارآنتی بادی بیشتر از گروه دیگر بود. اما سرعت کاهش عیار آنتی بادی هر دو گروه هم زمان و در پایان هفته هفتم مشاهده گردید.

با توجه به نتایج به دست آمده استفاده از دوز بالاتر آنتی ژن تزریقی باعث افزایش میزان عیارآنتی بادی و ایمنی نتیجه گیری: 

 پایدارتر می شود. بنابراین برای القای پاسخ ایمنی در بدن حیوان کارآمدتر می باشد.

 ، اسهال، گوساله، الایزا.اشریشیاکلی،  K99فیمبریه : واژگان کلیدی

 93دی ماه پذیرش برای چاپ:     93آبان ماه دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: شیراز، بخش میکروب شناسی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی.            

 yahyatahamtan@yahoo.comپست الکترونیک:   49177117904تلفن: 

 م دمه     

اسهال حیوانات مانند گوساله ها باعث ایجاد خسارات                                                         

ا ت ادی فراوانی در صنعت دام روری می گردد. این امر با دو                                                         

روش مستقیم  به علت مر  گوساله ها و هزینه درمان( و غیر                                                       

مستقیم  کاهش رشد دام پس از بیماری( بروز می نماید. باکتری                                                          

( از اهمیت بسیار زیادی برخوردار بوده و                                                    اشریشیا کلی           

مهمترین عامل ایجاد اسهال گوساله ها در روزهای اول زندگی                                                        

با      اشریشیا کلی           (. اگر چه سویه های خاصی از                            1می باشد           

ایجاد اسهال مرتبط می باشند، اما سویه های انتروتوکسیژنیک                                                         

( باکتری غال  ایجاد کننده اسهال در                                    T C       اشریشیاکلی          

گوساله ها است. این سویه با داشتن دو فاکتور حدت، عامل                                                      

( و حساس به             STاستقرار و انتروتوکسین مقاوم به حرارت                                        

 (.      2( موج  اسهال آبکی می گردد                             T حرارت         

  F1    ،F41   ،K99دارای پنج فاکتور استقرار شامل:                                  T C سویه      

  F     ،)K        F4     و )P9        F              مهمترین و              3( می باشد .) 

شایع ترین عامل چسبنده ای که تاکنون بر روی سویه های                                                    
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درگیر در اسهال گوساله ها شناخته شده است،                                            اشریشیا کلی           

می باشد. این فاکتور امکان ات ال باکتری به                                             K99فاکتور        

 (.      0سطو  اپی تلیال سلول های روده را فراهم می سازد                                                 

عوامل دیگری مانند محیط غیر بهداشتی، محافظت نامناس  در                                                       

برابر آب و هوا، ایمنی ناکافی آغوز، کمبود آنتی بادی در شیر                                                           

 مادر و ت ییرات رژیم غذایی به شدت به بیماری کمک                                                

می کند. در نهایت در صورت عدم درمان و کنترل بیماری یاد                                                       

 (.     شده، دام در ا ر اسهال شدید طی چند روز تل  می گردد                                                     

مشکل درمان در این نو  اسهال دهیدراتاسیون می باشد. به                                                      

منظور کنترل دهیدراتاسیون، استفاده از محلول های ساده یا                                                        

تنظیم شده الکترولیت از راه خوراکی یا غیر خوراکی مفید                                                          

می باشد. هم نین آنتی بیوتیک های مختلفی به عنوان یک راه                                                        

حل درمان کننده برای درمان گوساله ها مورد استفاده  رار                                                       

گرفته اند. اما مقاومت آنتی بیوتیکی در بسیاری از باکتری های                                                            

(. یکی از مو رترین                     مطر  در حیوانات نگران کننده است                                   

روش های کنترل این بیماری استفاده از واکسن چند اپی توپی                                                        

 فیوژن آنتی ژن است که می تواند موج  تولید                                                    

  T C آنتی بادی های مو ر خن ی کننده  نوترالیزان( علیه                                                 

هدف از این مطالعه تحریک سیستم ایمنی رت با                                           (.      7گردد        

و ارزیابی میزان  تیتر                           K99    اشریشیاکلی          استفاده از آنتی ژن                    

 سرمی رت ها بود.               

 

 مواد و رو  ها             

مورد استفاده                K99    اشریشیاکلی          باکتری          شناسایی باکتری:                   ال (    

در این مطالعه از بخش میکروب شناسی موسسه تحقیقات                                                 

 واکسن و سرم سازی رازی شیراز تهیه گردید.                                       

 به منظور تک یر                  (:     ب( واکنش زنجیره ای پلی مراز                               

   STaو     K99   ،F41ژن های مربو  به فاکتورهای استقرار                                   

 به ترتی  از پرایمرهای اخت اصی آنها استفاده گردید                                                  

 (.   (     1 جدول       

میکرولیتر               2/ میکرولیتر شامل                   2با حجم نهایی                PCRواکنش       

میکرولیتر از هر کدام از                           TP   ،1  میکرولیتر              /x1   ،4بافر        

 و   Ta      polyme a eمیکرولیتر آنزیم                    4/2پرایمرها،           

 انجام شد.                میکرولیتر از                2

 در دستگاه ترموسایکلر                        PCRدر ادامه واکنش                

  Bio-Ra  C1      i e Science   oup     ،)                 با شرایط واسرشت

 د یقه،           درجه سلیسیوس به مدت                       90ابتدایی در دمای                 

درجه سلیسیوس                90سیکل شامل واسرشت اصلی در دمای                                  2

درجه سلیسیوس به مدت                       4  انیه، ات ال در دمای                        34به مدت        

  94درجه سلیسیوس به مدت                       74 انیه، طویل شدن در دمای                            0

درجه سلیسیوس به مدت                       74 انیه و طویل شدن نهایی در دمای                                

   /1به ژل آگاروز                PCRمح ولات        (.      9د یقه انجام گرفت                      14

 درصد واجد اتیدیوم برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند.                                                    

در      K99    اشریشیاکلی          برای این منظور باکتری                          ( تهیه آنتی ژن:                

محیط مایع مینکا  دی هیدروژن پتاسیم فسفات، دی سدیم                                                   

هیدروژن فسفات، گلوکز، کازآمینو اسید، آگار، ع اره مخمر،                                                        

ساعت در            1-20نمک های جزئینه و آب مقطر( به مدت                                  

 درجه سلیسیوس پاساژ داده شد. س س به                                      37گرمخانه         

ساعت در           20نمونه ها فرمالین ا افه گردید و مجددا به مدت                                             

درجه سلیسیوس در انکوباتور شیکردار  رار گرفت. به                                                   37دمای      

منظور تایید مر  باکتری ها، نمونه ها به صورت ت ادفی بر                                                       

 ساعت کشت داده شدند.                       20روی محیط آگار به مدت                      

  174سر رت با وزن تقریبی                       27برای این منظور                د( ایمن سازی:               

سر رت به عنوان گروه                       24گرم برای ایمن سازی انتخاب شدند.                                 

تایی به عنوان کنترل در نظر گرفته شد.                                        7آزمون و یک گروه                 

  CUF/mlدوز     2گروه آزمون، آنتی ژن را                        
به صورت           914و  714  

زیر جلدی به فاصله دو هفته و هم نین  گروه کنترل همه                                                    

 موارد به جزآنتی ژن را دریافت نمودند.                                    

نمونه گیری خون رت ها پس از یک                                 ه( تعیین عیارآنتی بادی:                       

 هفته بعد از تزریق دوم تا هفته هشتم ادامه یافت. سرم                                                    

عامل 
 بیماریزا

      5'      9 'توالی پرایمر 
 اندازه پرایمر

(bp) 

K99 
T TT TCTT   T  T T   

  T TCCTTT  C  C  T TTTC 
310 

F41 
 C TC  C  C  T TCT 

 TCCCT  CTC  T TT TC CCT 
3 4 

STa 
 CT  T TT  C  TTTTT TTTCT T  
    TT C  C    TTC C  C  T   

194 

 اشریشیا کلی.پرایمرهای اخت اصی به منظور شناسایی جنس : 4جدول 
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نمونه ها توسط سانتریفیوژ جداسازی و برای انجام تست الایزا                                                         

 به کار برده شد.               

به منظور استاندارد کردن و طراحی آزمایش                                          و( آزمون الایزا:               

الایزا نیاز به اندازه گیری و مشخ  کردن مقدار آنتی ژن برای                                                          

 خانه ای مخ و  الایزا می باشد.                                 9پوشاندن در ک  پلیت                    

تهیه آنتی ژن برای انجام آزمایش الایزا: برای این منظور                                                        -1

باکتری کشت داده شده در محیط کشت مینکا مانند مرحله  بل                                                       

استریل شستشو گردید. رسوب با ی مانده                                       PBSچند بار با بافر                 

بر اساس استاندارد مک فارلند تنظیم شد. آنتی ژن تنظیم شده                                                         

در داخل چاهک پلیت الایزا ریخته شد و به مدت یک ش                                                  

نگهداری گردید. پس از شستشوی پلیت الایزا چاهک ها                                                

توسط محلول بلاکر پوشانده شد و به مدت یک ساعت                                             

 گرمخانه گذاری گردید.                    

در این مرحله از سرم هایی به دست آمده از نمونه های                                                     -2

خون رت، ر ت تهیه شد. س س به هر چاهک از این سرم ها                                                   

ا افه و مجددا  گرمخانه گذاری گردید. در نهایت آنتی بادی                                                        

 کونژوگه ا افه شد.                 

 تهیه آنتی بادی کونژوگه: ابتدا محلول کونژوگه                                             -3

) o  e  e  i h pe oxi a e      RP             ساخت شرکتSi ma  

در هرچاهک ریخته و به مدت یک ساعت                                    1:0444باغلظت        

انکوبه گردید. پس از اتمام انکوباسیون و انجام مراحل شستشو                                                          

 و خشک نمودن، سوبسترا ا افه گردید.                                 

   P آماده سازی سوبسترا: برای این منظور،  ر                                            -0

)  nitho phenyl  yalanin                                در آب مقطر حل گردید. س س به

د یقه در محل تاریک                       1آن آب اکسیژنه ا افه شد و به مدت                                 

 نگهداری گردید. س س به  رف الایزا، اسید سولفوریک                                              

نانومتر           4 0درصد ا افه شد و نتایج در طول مو                                      /12

 خوانده  شدند.             

نتایج با استفاده از نسخه دوازدهم نرم افزار                                              ز( آنالیز آماری:                

( مورد تجزیه و                     و آزمون آماری آنالیز واریانس                                      

    P 4/4تحلیل  رارگرفت. مرز معنی داری بر روی                                      

  رار گرفت.          

 یافته ها        

و     99K ،    41Fدر این مطالعه با استفاده از پرایمرهای اخت اصی                                               

چندگانه مشخ  گردید ک ه                         PCRو روش         STaانتروتوکسین             

 (.  1تمامی نمونه ها هرسه ژن را دارند شکل                                     

با بررسی نمونه های سرم رت های گ روه آزم ون در م دت                                                 

هشت هفته میزان ایمنی زایی مورد ب ررس ی   رار گ رف ت.                                                                   

میزان عیارآنتی بادی مربو  به گروه آزمون                                           1با توجه به نمودار                   

نسبت به کنترل  ابل ملاحظه می باشد. نتایج به دست آم ده در                                                        

این پژوهش، افزایش عیارآنتی بادی از هفته پنجم تا ه ف ت م و                                                        

س س به تدریج کاهش تیتر را نشان داد. با  تیتراسیون س رم ی                                                        

مشخ  گردید که تولید پادتن م وج                                    K99پادتن های  د              

القای ایمنی حفا تی در حیوان آزمایشگاهی می شود. ن ت ای ج                                                      

آنالیز واریانس نشان داد که گروه مورد آزمون در م ق ایس ه ب ا                                                         

گروه کنترل در هفته پنجم تا هفتم تفاوت م ع ن ی داری دارد                                                                  

    4/4 p                                                  اما در گروه کنترل هی  گونه افزایش عیار ای م ن ی .)

مشاهده نشد. ت ییرات در گروه آزمایش در هفته اول تا چه ارم                                                         

(.                                                                                                                                                        p    4/4نیز معنی دار نبود                     

با توجه به بررسی میانگین مقادیر عیار آنتی بادی در سرم                                                       

  K99    اشریشیاکلی          گروهای مورد آزمون دریافت کننده آنتی ژن                                        

 غیرفعال، ت ییرات معنادار بود. به طوری که بیشترین                                                

 میزان تیترآنتی بادی بین هفته های پنجم تا هفتم  رار                                                    

نتایج الکتروفورز مربو  به تک یر ژن های فاکتورهای اس ت ق رار :  4شکل 

K99 ،F41  وSTa  .M  جفت بازی(،  144( مارکرc- ،ک ن ت رل م ن ف ی ) 

جفت باز( F41    3 4( ژن های تک یر یافته در نمونه ها  7تا  1ستون های 

 ،K99  310  جفت باز( وSTa  194 .))جفت باز 

M   c-    1    2    3           4    5    6    7     
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 (.      2داشت  نمودار              
 

 بح    

 در کنار         اشریشیا کلی             در مطالعه حا ر هویت مولکولی                             

چندگانه و             PCRروش های معمول با به کارگیری روش                                 

  STaو     K99   ،F41هم نین با استفاده از پرایمرهای اخت اصی                                        

ابزار تشخی ی مفیدی                      PCRیافته ها نشان داد که                        بررسی شد.         

برای تشخی  این باکتری است. زیرا سریع، اخت اصی،                                                

 حساس و ارزان می باشد.                     

  PCR( و همکاران نیز نشان داد که                              Shamمطالعه شمس              

ابزار تشخی ی اخت اصی، حساس، سریع و نسبتا  ارزان برای                                                      

  STaو     K99   ،F41تشخی  ژن های عوامل بیماریزایی مانند                                     

های انتروتوکسیژنیک در گوساله های مبتلا به                                            اشریشیا کلی           در    

(. این محققان س س ایمنی زائی آنتی ژن                                      9اسهال می باشد                 

را با روش الایزا مورد بررسی  رار دادند.                                          K99    اشریشیاکلی          

نتایج آنها نشان داد که ایمنی زایی رت ها با آنتی ژن غیر فعال،                                                              

موج  افزایش عیار ایمنی در رت ها می گردد. این امر به                                                     

واسطه ی تحریک سیستم ایمنی رت با آنتی ژن یاد شده به                                                    

 (. در این راستا اجوانت ها با افزایش پایداری                                             9دست می آید              

آنتی ژن و رهاسازی تدریجی آن در بدن حیوان زنده موج                                                     

تماس طولانی مدت آن با سیستم دفاعی و ایجاد پاسخ ایمنی                                                     

  وی می گردد.              

استفاده از اجوانت برای افزایش چشمگیر عیار آنتی بادی نیز                                                         

توسط محققان دیگر نیز انجام شده است. فیگوریدو                                                                      

  Fi u i o                    به منظور بررسی و                    2440( و همکاران در سال

 از سویه         F41و     K99یافتن آنتی بادی علیه فیمیریه                              

در گاوهای باردار،آنتی ژن را با آلومینیوم و                                              اشریشیا کلی             

(.    14پتاسیم سولفیت به عنوان اجوانت به حیوان تزریق نمودند                                                       

 در تولید            2447( و همکاران نیز در سال                        a ai هوائی         

در خرگوش از اجوانت استفاده                              استافیلوکوکوس             آنتی بادی  د              

 (.    11کردند         

استفاده از رت به دلیل اندازه بزرگتر و حجم خون بیشتر و زنده                                                            

ماندن در دفعات خونگیری نسبت به موش ارج  است. این امر                                                      

با بررسی های اپیدمیولوژیکی توسط سایر محققان هم خوانی                                                      

( و همکاران از نوزاد رت به عنوان مدلی                                       Me ionدارد. مریون               

باکتری          F41و     K99برای ایمن سازی در برابرآنتی ژن های                                    

استفاده کردند. یافته آنها نشان داد که واکسن                                               اشریشیا کلی           

بیشترین حفا ت و کمترین میزان                                F41و     K99ترکیبی شامل             

 (.      12مر  و میر را در نوزادان به دنبال داشته است                                              

به منظور بررسی                  1991( و همکاران نیز در سال                        ho e ژوفه        

بیماری اسهال در دام های تازه متولد شده که توسط عوامل                                                      

و     اشریشیا کلی           باکتری          K99و       P9     ،Kفیمبیریایی            

ایجاد می شد، از واکسن ترکیبی بر روی حیوانات                                             روتاویروس           

آزمایشگاهی خرگوش و رت استفاده کردند. نتایج آنها حاکی از                                                         

 (.  13افزایش پادتن در سرم بود                           

در مطالعه حا ر نتایج عیار سرمی پس از تزریق آنتی ژن به                                                       

حیوان آزمایشگاهی نشان دهنده افزایش عیار  با استفاده از                                                        

روش الایزا بود. این یافته با مطالعات گزارش شده در مورد                                                         

اشریشیا           سویه      K99بررسی آنتی بادی منوکلونال علیه فیمبریه                                        
( و     C ouchدر حیوانات گروه آزمایش توسط کروش                                      کلی   

 مقایسه نتایج تیتر سرمی گروه تست با گروه کنترل.: 4نمودار  .14 نتایج تیترسرمی آنتی ژن تزریقی: 4نمودار 
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( و همکاران در سال                    a  heney (، وارشنی             10همکاران           

( و همکاران نیز                 Fi u i o( مطابقت داد. فیگوریدو                           1      2447

به منظور بررسی و یافتن آنتی بادی علیه                                         2440در سال        

، گاوهای باردار را                    اشریشیاکلی            از سویه ی           F41و     K99فیمیریه         

مورد آزمایش  رار دادند. یافته های آنها، مقاومت دستگاه                                                       

گوارش و عدم تلفات در گاوهایی دریافت کننده  دوز محلول                                                      

 (.    14آنتی ژن را نشان داد                       

  اشریشیا کلی           در این پژوهش، ایمنی زایی رت ها  علیه باکتری                                             

صورت گرفت. س س به منظور ارزیابی و تشخی                                            K99سویه      

از روش الایزای                 K99اشریشیاکلی              آنتی بادی های  د باکتری                       

غیر مستقیم استفاده گردید. زیرا این تکنیک حساس، ارزان،                                                       

سریع و  ابل اطمینان است. به منظور بررسی اپیدمیولوژی                                                     

،  محققان           K99اشریشیا کلی             تیتراسیون سرمی پادتن های  د                             

 (، مرشدی          10( و همکاران               C ouchزیادی مانند: کروش                   

  Mo  he i               ربانی             1( و همکاران ،)Ra ani             و همکاران ) 

(  نیز از روش الایزا                      1( و همکاران               Ba eai( و بدیعی             17  

 استفاده نموده اند.                  

 روند افزایش آنتی بادی متعا   تزریق آنتی ژن در سرم                                                   

رت های گروه آزمایش که آنتی ژن را با غلظت دوگانه                                                 

دریافت کرده بودند و نیز با توجه به استاندارد سازی الایزا                                                         

در نظر گرفته                     14  آنتی ژن پوشیده شده در ک  پلیت                                

شد( در هفته پنجم تا هفتم به حداک ر میزان خود رسید. این                                                        

امر می تواند به این دلیل باشد که اجوانت ها با افزایش                                                      

پایداری آنتی ژن و رهاسازی تدریجی آن در بدن رت ها به                                                     

نحوی که به تماس طولانی مدت آنها با سیستم دفاعی                                               

منجرشود، موج  ایجاد پاسخ ایمنی  وی می گردند. س س                                                  

 بارسیدن به نقطه او ، سیر نزولی پیدا می کنند.                                              

در رت های گروه آزمون که بر اساس استاندارسازی، آنتی ژن                                                       

در نظر گرفته شده                    14  14 پوشیده شده در ک  پلیت معادل                             

بود نیز منحنی رسم شده الگوی تقریبا  یکسانی را با منحنی                                                        
نشان داد. این منحنی نیز در هفته پنجم تا هفتم عیار                                                        14 

بالایی از آنتی بادی را نشان داد. این امر نشان دهنده تحریک                                                          

 سیستم ایمنی توسط آنتی ژن می باشد. در حقیقت                                            

 رت های دریافت کننده آنتی ژن به دلیل تماس مکرر با                                                  

آنتی ژن، پاسخ اولیه با تولید حداک ر میزان آنتی بادی را دارا                                                             

بودند. س س این فرایند افزایشی با رسیدن به او  به تدریج                                                        

 نزول کرده و عیار پادتن کاهش  ابل ملاحظه ای را داشت.                                                    

اگرچه افزایش عیار آنتی بادی در روش اول در بین گروه های                                                        

مختل ، خود نیز اختلاف معنی داری با گروه کنترل داشت. این                                                        

تفاوت در روش دوم نیز مشهود بود. اما اختلاف آماری معنی                                                      

 دار بین گروه اول و دوم بسیار حائز اهمیت بود.                                              

بنابراین به منظور افزایش عیار آنتی بادی، استفاده از روش دوم                                                             

آنتی ژن  بسیار مناس  تر می باشد.                                    c u/ml    914و استفاده از              

گذشته از این، اختلاف آماری معنی داری بین زمان افزایش                                                     

حداک ری عیار  آنتی بادی در هر دو روش مشاهده نگردید. به                                                        

طوری که عیار آنتی بادی در هر دو روش تقریبا  از هفته چهارم                                                           

افزایش یافت و درانتهای هفته هفتم با کاهش همراه بود. این امر                                                             

وابسته به اشبا  شدن سلول های ایمنی توسط آنتی ژن های                                                     

 مورد نظر می باشد.                   

 یعنی زمانی که جایگاه های سلول های ایمنی به وسیله                                                  

اپی توپ های آنتی ژن تزریق شده پر و س س اشبا  می شود،                                                      

 پس از آن افزایش بیش از حد آنتی ژن ت  یر چندانی بر                                                 

روی میزان و مدت زمان ایمنی ندارد. بنابراین در میزان عیار                                                          

آنتی بادی، تنها در روش دوم افزایش عیار آنتی بادی به وجود                                                          

 می آید. اما مدت زمان افزایش در هر دو گروه کاملا                                                

 یکسان است.          

نتایج نشان داد که در هر دو روش اول و دوم میزان عیار                                                             

آنتی بادی از یک ماه پس از تزریق به حداک ر میزان خود                                                               

می رسد. این میزان تقریبا  در تمام مطالعات انجام شده گزارش                                                           

شده است. به طوری که در تحقیقات انجام شده بر روی گاو،                                                      

گوسفند، خرگوش و موش نشان داده شده است که عیار                                                       

آنتی بادی سرم از هفته چهارم شرو   به افزایش می کند و                                                      

 (.  24و     19معمولا  پس از هفته هفتم به تدریج کاهش می یابد                                                

در این مطالعه در گروه شاهد هی  گونه افزایش عیار آنتی بادی                                                           

مشاهده نگردید و هم نان  ابت و بدون واکنش گزارش شد.                                                    

این امر بیانگر این مطل  است که محلول روماند محیط کشت                                                      
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بدون باکتری، توانایی  ایمنی زایی را ندارد و آنتی ژن  عی                                                           

شده در بدن موجود زنده از ا ر بخشی مو رتری دارد. به طوری                                                         

 که عدم وجود آن از ایجاد ایمنی ممانعت می نماید.                                                

، در بررسی            2 19و همکاران در سال                      (   Sno  eاسنودگرس            

آنتی بادی های سرم گوساله و گاوهای ایمن سازی شده                                                 

افزایش عیار پادتن را از هفته چهارم تا ششم مشاهده نمودند.                                                          

این یافته بیانگر این مطل  است که واکسن توسعه یافته علیه                                                         

بیشترین حفا ت را در برابر بیماری                                    اشریشیا کلی،              باکتری      

 (.  21اسهال دارد              

به منظور ارزیابی                      19( و همکاران در سال                    Me ionمریون         

با ایمن سازی نوزاد موش، بیشترین                                   F41و     K99آنتی ژن های             

حفا ت و افزایش عیار را از هفته سوم به بعد و به دنبال آن                                                         

( و     C ouch(. کروش           12کاهش عیار سرمی را گزارش کردند                                 

    K99به منظور بررسی ا ر فیمبریه                              2441همکاران در سال                

، گوساله های تازه                   ویروس         کرونا     و     روتا ویروس          ،   اشریشیا کلی           

متولد شده را مورد بررسی  رار دادند. بررسی سط  بالای                                                    

پادتن از هفته چهارم علیه عوامل یاد شده بیانگر حفا ت                                                     

 (.    10گوساله ها در برابر اسهال بود                                

به منظور بررسی                  2411( و همکاران در سال                    e min جرمین         

سرم گاوهای باردار ایمن                          اشریشیا کلی           سویه        K99ا ر فیمبریه             

سازی شده را مورد ارزیابی  رار دادند. افزایش عیار آنتی بادی                                                            

از هفته ششم حالت صعودی داشت و با رسیدن به  له حالت                                                    

نتایج بررسی انجام شده                         2414(. در سال           22نزولی پیدا کرد                  

 ( و همکاران ح ور  ابل توجه                            Ra  aniتوسط ربانی              

را در هر دو جمعیت                     K99    اشریشیاکلی          آنتی بادی های  د                  

گوساله های سالم و مبتلا به اسهال گزارش کردند. هم نین                                                     

 عدم ارتبا  بین سط  سرمی این آنتی بادی و حفا ت                                               

(. این یافته با نتایج                       17گوساله ها در برابر اسهال مشخ  شد                                    

 مطالعه حا ر و دیگر محققان یاد شده م ایرت دارد.                                              

به طور کلی ایمنی زایی در حیوان به منظور جلوگیری از ایجاد                                                          

بیماری توسط آن عامل است. معمولا  بر حس  مدت زمان                                                 

بارداری نحوه ایمنی زایی متفاوت می باشد. اما انجام دو تزریق                                                            

هفته صورت می گیرد. به                         2-3به منظور ایمنی زایی به فاصله                              

هفته  بل از زایش است. این                             2طوری که تزریق دوم حدا ل                         

نو  ایمنی زایی را غیرفعال می گویند. زیرا نوزاد تازه متولد شده                                                               

از آغوز مادر ایمن شده م رف کرده و به طور غیرمستقیم ایمن                                                         

(. به منظور بررسی میزان عیار آنتی بادی در                                           23می گردد           

مادران ایمن از روش الایزا استفاده می شود. این آزمون در سرم                                                           

 (.    20یا آغوز  ابل انجام است                          

 دارای عوامل               اشریشیا کلی           با توجه به اینکه آنتی ژن                          

است و این دو عامل،                      F41و     K99بیماری زایی مانند فیمبریه                           

دارای ویژگی های چسبندگی و آگلوتینه کردن گلبول  رمزاس                                                        

(، بنابراین تزریق آنتی ژن کامل به رت می تواند                                               23هستند       

 (.   2حداک ر ایمنی را ایجاد نماید                               

نتایج بررسی حا ر و مطالعه انجام شده توسط دیگر محققان                                                      

حاکی از آن است که ارائه یک مدل حیوانی برای بررسی ایمنی                                                        

انتروتوکسیژنیک و دیگر عوامل                               اشریشیا کلی             و بیماری زایی             

بیماری زای ایجاد کننده اسهال و در  بهتر عوامل تعیین حدت                                                         

مفید است. بهره گیری از یک مدل حیوانی می تواند در ارائه                                                        

معیاری برای انتخاب واکسن در پیشگیری از بیماری اسهال و                                                       

 مقابله با آن مفید باشد.                       

 نتیجه گیری          

نتایج به دست آمده در این مطالعه نشان داد که استفاده از دوز                                                            

 بالاتر آنتی ژن تزریقی باعث افزایش میزان عی ار آن ت ی ب ادی                                                       

 و ایمنی پایدارتر می شود. بنابراین برای القای پ اس خ ای م ن ی                                                         

 در بدن حیوان کارآمدتر می باشد. این امر به دل ی ل ت ح ری ک                                                    

 بیشتر سلول های ایمنی به وسیله ی آنت ی ژن ه ای ب ا دوز                                                    

 بالاتر است.          

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از موسسه واکسن وسرم سازی شیراز و                                                      

دانشگاه آزاد اسلامی جهرم به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای                                                         

 این پژوهش کمال امتنان را دارند.                                 
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Abstract 

Background & Objectives: Escherichia coli is one of the primary etiologic agents for diarrhoea in neonatal 

calves, and the maternal immunization is an effective protection for the neonates because of feeding with colostrum. 

This study was aimed to molecular detection of E. coli K99 and evaluation of the serum antibody titers in laboratory 

animals. 

Materials & Methods: This study was experimentally carried out on rat to detect the marker genes. First, a  

Multiplex PCR was applied to detect the Sta, F41 and K99 pathogenic genes. Following growth of E. coli K99  

bacteria into Minca broth, the bacteria were inactivated by 0.4% formaldehyde. The antigen was prepared after  

washing with PBS and centrifugation. The rats were subcutaneously inoculated with inactivated antigen with 107 and 

109 CFU/ml in two groups. The control group was inoculated with a suspension containing all ingredients except for 

the antigen. Rat was allowed to nurse immediately after injection, and blood samples were taken for serum titration 

for 8 weeks. 

Results: An increase in the titer of serum antibody was seen after four weeks, and it continued after seven weeks. 

The antibody titration of rate was significantly higher in the immunized rat group than in the control group. We found 

good correlation in two groups. There is a grateful increase in antibody titer in group 2 (received 109 CFU/ml antigen) 

than in group 1 (received 107 CFU/ml antigen), but decreasing rate in the both groups were the same.  

Conclusion: These findings indicate that the use of killed antigen with high titer preparation containing sufficient 

antigen and may provide passive protection in animals. This resulted in by stimulation of immune cell due to high 

dose antigen. 
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