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  در ماكيان Ascaridia galliزاي موثر  هاي ايمني شناسايي و تعيين پادگن
  پرورشي منطقه تبريز

  چكيده
 كه در شهر تبريز صورت گرفت، توانايي يك 1384در بررسي انجام شده طي سال 

به يك . الي ارزيابي شدگ واكسن تجربي ساخته شده از لاروهاي هوموژن شده آسكاريديا
 ميكروگرم از لاروهاي 100هاي نژاد لگهورن سفيد، دوبار و هر دفعه  گروه پنج تايي از مرغ

 كه در يك ميلي ليتر PBSلي رقيق شده در يك ميلي ليتر گا هوموژن شده آسكاريديا
سازي نوبت  ايمن.  به صورت داخل دهاني خورانده شد،ادجوانت فروند امولسيفيه شده بود

پنج مرغ نژاد لگهورن (گروه بعدي  . گرديدانجام به صورت داخل دهاني 21دوم در روز 
يتر از همان ادجوانت دريافت  امولسيفيه شده در يك ميلي لPBSيك ميلي ليتر ) سفيد
گالي خورانده   آسكاريديايزاي عدد تخم عفون10000 به هر مرغ تقريباً 33در روز . كردند
 روز يكبار 10هر مرغ هر زا، از يهاي عفون ها با تخم از زمان اولين تجويز تا چالش مرغ. شد

. فتگي انجام گرديد اين كار به صورت ه،شد و پس از آن تا انتهاي زمان بررسي خون اخذ 
ها هشت هفته پس از چالش  مرغ. ها توسط روش الايزا و وسترن بلاتينگ آزمايش شدند سرم

هاي واكسينه  مرغ. دست آوردن نماتودها كالبدگشايي شدنده زا، براي ب ي هاي عفون با تخم
 درصد 79هاي نر،   درصد كاهش در ميانگين كرمEPG ،74 درصدي در ميانگين 76كاهش 
ها را   درصد كاهش در ميانگين تعداد كل كرم77هاي ماده و  ر ميانگين تعداد كرمكاهش د

 ها در الايزا مورد توجه بود دار در ميانگين دانسيته نوري سرم اختلاف معني. نشان دادند
)001/0<P( .گالي به وسيله  هاي آسكاريديا پروتئينSDS-PAGEهاي  سرم.  جدا شدند

  .را در وسترن بلاتينگ نشان دادندگروه واكسينه واكنش بالايي 
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  سازي، مرغ لگهورن سفيد گالي، ايمن آسكاريديا : كليديكلمات

  مقدمه 
هاي كرمي، واكسيناسيون  هاي كنترل آلودگي يكي از راه

ه تعداد معدودي از آنها واكسن باشد كه تا كنون تنها بر علي مي
سازي طيور عليه اين  از آنجايي كه براي ايمن. تهيه شده است

هاي نوين زيست مولكولي بسيار ضروري  كرم، استفاده از روش
هاي  هاي زيادي بر روي پادگن است، بر اين اساس بررسي
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گالي در دهه گذشته  زاي كرم بالغ و نوزادهاي آسكاريديا ايمني
ها در  با توجه به اينكه اين بررسي). 19و16( استانجام شده 

هاي  ديگر نقاط جهان بر روي نژادهاي طيور محلي و سويه
 لذا ،الي مربوط به آن نواحي صورت گرفته استگ آسكاريديا

اي به عنوان بررسي مقدماتي جهت  ضرورت انجام  مطالعه
هاي موجود در يكي از  ها بر روي سويه شناخت اثر اين پادگن

  .احساس گرديد) نژاد لگهورن سفيد(دهاي طيور ايران نژا

  3، علي اسلامي3، پرويز شايان2راد، ناصر حقوقي*1داغييعقوب قره         
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In a trial, in Tabriz area, the ability of an experimental vaccine 

from the larval homogenate of Ascaridia galli was evaluated during 
the year 1384. A group of 5 white leghorn hens were immunized 
twice with 100 micrograms larval homogenate of Ascaridia galli 
diluted in 1ml PBS and emulsified in 1ml Freund’s adjuvant orally. 
Booster immunization was also administered orally on day 21 The 
other group (5 white leghorn hens) received 1 ml PBS emulsified in 
1ml of the same adjuvant. On day 33 each hen was administered 
approximately 10,000 Ascaridia galli infective eggs orally. Blood 
samples were collected from the animals in a 10 day interval from 
the first immunization until infective challenge and weekly thereafter 
until the end of study. Sera were tested by ELISA and Western-
blotting. Hens were necropsied 8 weeks post challenge with infective 
eggs for recovery of the nematodes. Vaccinated hens showed a 76 
percent reduction in mean EPG, 74 percent reduction in the average 
number of male worms, 79 percent reduction in the average number 
of female worms and 77 percent reduction in the mean number of 
total worms. Significance in mean optical density of sera in ELISA 
was noticed (p<0.001). Proteins of Ascaridia galli were separated by 
SDS-PAGE. The vaccinated sera indicated a high reactivity in 
Western-Blotting.  
J. Spe. Vet. Sci. Islam. Azad. Uni. Tabriz. 1, 1: 1-6, 2007. 
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از   كوچك طيور، بوقلمون، غاز و خيليروده در آسكاريديا گالي
نرها . هاي دنيا ديده شد است پرندگان وحشي در اكثر قسمت

در سر .  ميلي متر طول دارند72- 116 ها ده ميلي متر و ما50- 76
كل  بيضي شهاتخم آن. دنسه لب بزرگ و مري گرزي شكل دار
 55-94اندازه تخم . باشد و داراي ديواره كلفت و صاف مي

نژاد لگهورن يكي از معروفترين نژادهاي تخمي . باشد ميكرون مي
 واريته مختلف از اين نژاد استاندارد 13. دنيا محسوب مي شود

 خرمائي آن بيشتر از واريته هاي ديگر مورد هشده است كه واريت
اصل اين نژاد از ناحيه لگهورن واقع در .  گرفته استتوجه قرار

   بدين جهت به اين نام معروف شده است كهكشور ايتاليا است
  .)14 و 6، 5، 4، 3، 2، 1(

  مواد و روش كار
 قطعه مرغ نژاد لگهورن سفيد از يكي از 10 ،بررسياين در 

 2 ها اين مرغ. واحدهاي مرغداري شهرستان تبريز خريداري شد
بررسي در دانشكده .  كيلوگرم بودند5/2 - 3ماهه با وزن 

 تا 1384دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي تبريز در اواخر تيرماه 
ها  در طي زمان مطالعه، مرغ.  انجام گرفت1384اواخر مهر ماه 

و در شرايط بسته در ) كرمي( تحت شرايط بدون آلودگي انگلي
ها  اري شدند تا مرغهاي مخصوص نگهد داخل يكسري از قفس

 نداشته زايهاي عفون هيچ گونه تماس دهاني با مدفوع و تخم
هاي اطراف تبريز، يك قطعه مرغ آلوده به  با بررسي مرغ. باشند

طبيعي انتخاب ) Donor(گالي بعنوان مرغ دونور  آسكاريديا
ور به دو گالي از مرغ دون هاي آسكاريديا براي تهيه تخم. شد

  :دصورت اقدام گردي
  استفاده از نمونه مدفوع پرنده آلوده - 1
اده مهاي  آوري كرم كالبدگشايي مرغ دونور و جمع - 2

 .ها از كرم ماده دست آوردن تخمه گالي و ب آسكاريديا

زماني ) L2(ها تا رسيدن به نوزاد مرحله دوم  براي كشت تخم
). 17 و14(باشد   هفته در حرارت آزمايشگاه لازم مي1- 2حدود 

نوزادهاي آزاد شده از تخم را در محلول ه منابع، بر اساس توصي

 يم بتواندر مرحله بعديوارد كرديم تا ) Earles) EBSSنمكي 
 و پروفايل ههاي آنها را جدا كرد  آنتي ژنSDS-PAGEبا 

  ).15 و 12 (يمدست آوره پروتئيني آنها را ب
در روز .  تايي تقسيم شدند5ها به طور تصادفي به دو گروه  مرغ

 ميكروگرم پروتئين درحجم يك 100 ،هاي گروه يك مرغصفر 
  اي در يك  لوله را كه توسط دستگاه همزنPBSميلي ليتر 

 دريافت كردند ،ليتر ادجوانت فروند امولسيفيه شده بود ميلي
هاي گروه دوم يك ميلي ليتر بافر فسفات  به مرغ). ها واكسينه(

ان ادجوانت امولسيفيه در يك ميلي ليتر از هم) PBS(نمكي 
  ).گروه شاهد(خورانده شد 

، با خوراندن همان مقادير ولي 21سازي نوبت دوم در روز  ايمن
 به 33در روز . با استفاده از ادجوانت فروند غير كامل انجام شد

گالي  زاي آسكاريديا ي  عفون  عدد تخم10000ها حدود  تمام مرغ
  .خورانده شد

EPG هاي  ها با تخم مرغ  به صورت هفتگي تا قبل از چالش
هشت هفته . اي دوبار پس از چالش، انجام شد زا و هفته ي عفون

زا، محتويات داخل روده باريك  هاي عفوني پس از چالش با تخم
شناسايي نماتودها  هاي واكسينه و شاهد پس از ذبح جهت مرغ

دست آمده جهت تعيين جنس، گونه ه بررسي شد و نماتودهاي ب
جهت تعيين دانسيته نوري سرم ). 10( دو تعداد مطالعه شدن

هاي گروه واكسينه شده و كنترل، از هر مرغ در روز صفر و  مرغ
هاي حاوي لارو و  هر ده روز يكبار تا قبل از چالش با تخم

.  خونگيري به عمل آمد،سپس به صورت هفتگي پس از چالش
 Faltrosteكيت الايزاي (هاي سرمي بوسيله الايزا  سنجش پادتن

همچنين جهت بررسي چگونگي . انجام شد)  Bayerت ساخ
گالي،  هاي آسكاريديا آوري شده با پروتئين هاي جمع واكنش سرم
ها در آزمايش وسترن بلاتينگ مورد آزمايش قرار  اين سرم
  .گرفتند
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  نتايج
 در گروه واكسينه و در گروه گالي آسكاريديا ميانگين تعداد كرم 

دهنده كاهش قابل توجه تعداد   مي باشد كه نشان48/41 ،كنترل
گروه كنترل مي باشد و م در گروه واكسينه در مقايسه با رك

و  2 و 1ول ا در جدEPGاطلاعات مربوط به تعداد كرم و 
  .آمده است  3 و 2، 1نمودارهاي 

هاي واكسينه شده و كنترل   در گروهگالي آسكاريديا تعداد كرم -1جدول
  پس از كالبدگشايي

 تعداد كرم
 گروهشماره مرغرديف

 تعداد كل نر ماده

 1 0 1واكسينه 1383 1

 5 2 3واكسينه 1382 2

 1 0 1واكسينه 1381 3

 37 19 18واكسينه 1380 4

 1 0 1واكسينه 1379 5

 12/9 28/4 84/4 ميانگين

  
6 

  
1421 

  
 كنترل

  
2 

  
1 

  
3 

 69 30 39 كنترل 1422 7

 80 35 45 كنترل 1423 8

 16 7 9 كنترل 1424 9

 39 13 26 كنترل 1425 10

 24/2424/1748/41 ميانگين

  

   تعداد تخم در هر گرم مدفوع در گروه واكسينه و كنترل-2جدول

روز پس از چالش  EPG 52 گروه شماره مرغرديف
  زايعفون ها با تخم مرغ

 4 واكسينه 1383 1

 50 واكسينه 1382 2

 3 واكسينه 1381 3

 269 واكسينه 1380 4

 3 واكسينه 1379 5

 8/65 ميانگين

 
6

  
1421 

  
 كنترل

  
15 

 708 كنترل 1422 7

 389 كنترل 1423 8

 135 كنترل 1424 9

 185 كنترل 1425 10

 286 ميانگين
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     در گروه كنترل و واكسينه پس ازگالي آسكاريديا تعداد كرم -1نمودار

  كالبد گشايي
V = گروه واكسينه شده    C =گروه كنترل  
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 تعداد تخم كرم موجود در هر گرم مدفوع در گروه كنترل و -2نمودار
  واكسينه

 a =41گالي آسكاريديازاي  هاي عفوني ها با تخم  روز پس از چالش مرغ  
b=52روز پس از چالش    V =گروه واكسينه شده      C =گروه كنترل 
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  نوري گروه واكسينه و كنترل ميانگين دانسيته -3نمودار

b1 =     اولين خونگيريb10 =آخرين خونگيري  

  :دست آمده استه در نهايت در اين بررسي نتايج زير ب
 شايع در منطقه تبريز، گالي آسكاريدياواكسن تهيه شده از ) 1

براي ايمني سازي مرغ هاي نژاد لگهورن  به نحو چشمگيري 
  .موثر بوده است

 درصد 77ايمن سازي مرغ ها كه حداكثر موجب كاهش ) 2
 درصد كاهش تخم 76 و گالي آسكاريدياكاهش كرم هاي بالغ 

اين كرم گرديد، نه تنها در افزايش توليدات دامي موثر خواهد 
        بلكه آلودگي مرغداري را نيز تا حد مطلوب كاهش ،بود

  .مي دهد

  بحث
اي ماده، نر و تعداد تخم كرم ه با انجام واكسيناسيون تعداد كرم

 79گالي به ترتيب  به آسكاريدياهاي مبتلا  موجود در مدفوع مرغ
اين كاهش در .  درصد كاهش يافت76 درصد و 74صد، در

سطح مرغداري موجب كاهش آلودگي مرغداري و به دنبال آن 
اگر چه . شود مي) Reinfection(كاهش سطح آلودگي مجدد 
 در  خصوص به باريك مطلوب وكاهش تعداد كرم در روده

گالي جهت جلوگيري از افت توليد لازم  مورد آسكاريديا
هاي  باشد، اما ارزش بيشتر واكسن ممكن است در كنترل تخم مي

زاي مرغداري باشد تا فقط در حذف نماتودهاي بالغ  عفوني
ها جهت كنترل   درصد كرم100در حقيقت حذف . ميزبان

تواند  انتخاب ادجوانت مي .باشدآلودگي مجدد ممكن است نياز ن
 مطالعه ادجوانت اين). 20( روي نتايج پاسخ ايمني موثر باشد

 مقدار پادگن تزريق شده قبلي اساس مطالعات فروند بود، بر
 به ،همچنين سن و نژاد پرنده بر روند واكسيناسيون موثرند

طوريكه پاسخ هر مرغ در هر نژاد نسبت به آلودگي و در 
سينه شده نسبت به پادگن تزريق شده متفاوت هاي واك گروه
  .است

با توجه به مطالب فوق احتمال دارد كه حساسيت نژادهاي ديگر 
هاي منطقه تبريز و يا ساير نقاط ايران نسبت به اين انگل و  مرغ

گالي متفاوت  هاي بالغ آسكاريديا هاي موجود در كرم پادگن
هاي بيشتري  بنابراين لازم است در اين مورد بررسي. باشد

 روز پس از EPG ،52در بررسي حاضر، ميانگين . صورت گيرد
هاي ماده با ميزان دانسيته نوري  آلودگي و همچنين تعداد كرم

هاي واكسينه شده رابطه منفي داشت، يعني   ها در مرغ  سرم
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EPGها در گروه واكسينه شده كاهش يافتند در    و تعداد كرم
هاي واكسينه شده افزايش   مرغحاليكه ميزان دانسيته نوري سرم 

هاي گروه واكسينه شده  يافته بود و افزايش دانسيته نوري سرم
هاي اين گروه است و  نشان دهنده افزايش عيار سرمي مرغ

هاي موثر و  هاي سرمي از مكانيسم احتمال دارد كه اين پادتن
  ).18و16(مهم ايمني در اين پاسخ باشد 
هاي در حال رشد،  يعي در جوجهاز آنجايي كه ايمني اكتسابي طب

هاي در حال رشد   بنابراين واكسني كه بتواند جوجه،آهسته است
با توجه به اثرات . اي است را محافظت كند داراي اهميت ويژه

سرمي و نيز ارتباط قوي ) G1) IgG1چشمگير ايمنوگلوبولين 
تري  رسد كه اين پادتن نقش مهم آن با ديگر عوامل به نظر مي

  ).18و 8(ها در پاسخ ايمني بازي كند   پادتنبقيهه نسبت ب
هاي قابل توجهي در جهت تهيه واكسن  در دهه گذشته، پيشرفت

چندين پادگن . بر ضد نماتودهاي طيور صورت گرفته است
اند اما تا ساخت يك واكسن يك ظرفيتي  محافظتي كشف شده

)Monovalant (گالي هنوز موانع زيادي  براي آسكاريديا
يابي به يك واكسن ضد نماتودي يك ظرفيتي  دارد و دستوجود 
هاي نوتركيبي  مانع اصلي، توليد نسخه. رسد  به نظر ميبعيدهنوز 

با ارزش از نظر محافظتي است ولي اگر ميزان پيشرفت به دست 
توانيم   سال گذشته بتواند ادامه يابد، دهه بعد مي10آمده در طي 

. نماتود براي طيور باشيمشاهد ساخت اولين واكسن پادگن ضد 
ها با خاصيت محافظتي در برابر  تعداد بسيار زيادي از مولكول

گالي به خوبي تكامل و پيشرفت آتي در ساخت  آسكاريديا
هدف . دهد هاي مولكولي در برابر اين انگل را نشان مي واكسن

اصلي، ساخت يك واكسن مولكولي وسيع الطيف است كه قادر 
  وگالي ان ديگر را در برابر آسكاريدياها و پرندگ باشد مرغ

 محافظت ،باشند هتراكيس گاليناروم كه از نظر اقتصادي مهم مي
     الطيف   به عبارت ديگر قادر باشد با داروهاي وسيعوكند 
دست آوردن ه هدف اصلي، ب. )11و 9( كرمي رقابت كند ضد

ها يا حداقل تعداد كمي مولكول است كه قادر به ايجاد  پادگن
 ).13و 7(تقاطع باشند محافظت م
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