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 دهيچک
 ياشرشياکل عليه (IgYمرغ ) اختصاصي زرده تخم يباد ياثر پودر آنت ش حاضر به منظور مطالعهيآزما

08K:80O، آلوده با  يهاي گوشت مخاطي و تغييرات الگوي الکتروفورتيک خون جوجه يمنيا يها نحوه پاسخ بر
با باکتري مورد  ،هفته 63گذار لگهورن  قطعه مرغ تخم 08آنتي بادي، تعداد پودر جهت تهيه  اشرشياکلي طراحي گرديد.

با بهره گيري از روش  IgYهفته،  21يک دوره زماني  ه و پس از جمع آوري تخم مرغ ها برايايمونيزه گرديدآزمون 
هفت  يقطعه جوجه گوشت 108تعداد جداسازي و ليوفيليزه گرديد.  از زرده تخم مرغ ها استخراج بخش محلول در آب

گروه آلوده شده با اشرشياکلي و يک گروه غير آلوده، به عنوان گروه  چهارتيمار ) پنج هتصادفي ب کاملاً به طور روزه
تقسيم گرديدند. در روز هفتم همه جوجه ها به جز گروه کنترل کنترل منفي(، چهار تکرار و چهارده مشاهده در هر تکرار 

به روش خوراکي آلوده گرديدند. اين  08K:80Oاشرشياکلي  CFU/ml 289ميلي ليتر محيط کشت حاوي  5/8با  منفي
ها انجام پذيرفت تا جمعيت  از جوجه يک براي هر کشت از همان محيطميلي ليتر  2با  12تا  20عمل در روزهاي 

 الب يک طرح کاملاًقدر  ،01تا  12بادي از روز  سطوح مختلف آنتيسپس  رسيد. CFU/g 285 حدود اشرشياکلي مدفوع به
به مشاجيره هاي با انرژي و پروتئين  ،شده با اشرشياکلي گروه آلوده چهار به چهار گروه آلوده عرضه گرديد.تصادفي 

مکمل شده بودند دريافت نمودند. گروه  بادي اختصاصي آنتي درصد 0/8و  1/8،  2/8که با سطوح صفر )کنترل مثبت(،  را
 يگر آن است که چالش گوارش نتايج بيان بادي را دريافت کردند. کنترل منفي نيز جيره پايه مشابه و بدون افزودن آنتي

سرمي و مخاطي  IgAغلظت ، شمارش اشرشياکلي ايلئومي گرديد تا سبب 08K:80O يبا اشرشياکل يگوشت يها جوجه
(sIgA) ،پس از سه هفته مصرف سطوح  افزايش يابد. يدار يبه طور معن ها وگلوبولين کل هاي پروتئين سرمي غلظت

 درصد 0/8و  1/8در گروهايي که سطوح  sIgAغلظت و جمعيت اشرشياکلي ايلئومي  ،يبادي اختصاص آنتيمختلف 
 هاي آلوده بود. گروه تر از ديگر ( پايينP<82/8) يدار را دريافت داشته بودند، به طور بسيار معني يبادي اختصاص آنتي

و  (P=63/8) ب کاهشيبه ترت يا هين تنها در سطوح حاشين به گلوبوليلبومآو نسبت  يسرم IgAحال آن که غلظت 
بادي  نمايد که در پي مصرف سطوح بالاي آنتي ل را تقويت ميحاضر اين احتما يها افتهيلذا  افتند.ي (P=18/8) شيافزا

هاي سرم به جاي آنکه در  هاي التهابي، نسبت آلبومين در سرم افزايش يافته و پروتئين اختصاصي و کاهش غلظت واسطه
به آلوده رنده توانند به سوي مسيرهاي متابوليکي هدايت شده و عملکرد توليدي پ هاي التهابي به کارگرفته شوند مي مسير

 را به نحو موثري تحت تاثير قرار دهند. عوامل پاتوژن 

  
 يجوجه گوشت ايمني مخاطي، (، الگوي الکتروفورتيک پروتئين خون،IgYزرده تخم مرغ ) يباد يآنت :يديکل يواژه ها
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Abstract 

The present study aimed at the investigation of dietary supplementation of different levels of 

specific egg yolk antibody (IgY) powder on intestinal mucosal immunity and serum protein 

electrophoretic patterns of E. coli O78:K80-challenged broiler chicks. For lyophilized antibody 

preparation, forty 36-week-old White Leghorn hens were hyperimmunized with E. coli O78:K80 

bacteria for a 12-week-period and IgY was isolated from the eggs by the water-dilution method. 

Seven-day-age broiler chicks were challenged orally with 0.5 mL of E. coli O78:K80 suspension 

(except for the negative control). The challenge was continued for additional 7 days from day 14 to 

21 with 1.0 mL of a late log phase culture (10
9
 cfu/mL) until the level of E. coli in droppings 

reached to 10
5
 cfu/g. A total of 280 broiler chicks were randomly assigned to 5 dietary treatments 

with 4 replicates of 14 chicks each. The four challenged-groups received a basal diet supplemented 

with 0 (as positive control), 0.1, 0.2, or 0.4% (wt/wt) IgY. The unchallenged-group, as negative 

control, fed the same unsupplemented diet. Oral infection caused increase in ileal E. coli 

enumeration, and induced systemic and mucosal inflammatory reactions. After three weeks of 

feeding, the levels of 0.2 and 0.4% IgY had the most suppressive effects (P<0.01) on the ileal E. 

coli enumeration and intestinal secretory IgA concentration. However, with at least 0.2% IgY, 

serum IgA concentration and the albumins to globulins ratio were slightly decreased (P=0.36) and 

increased (P=0.20), respectively. It was concluded that feeding high level of specific antibody 

powder, in addition to decreasing inflammatory factors, may increase the ratio of serum albumin. 

Therefore, the serum proteins can be directed toward metabolic pathways instead of being imposed 

on inflammatory pathways.   

 

Keywords: Broiler chick, Egg yolk antibody (IgY), Mucosal immunity, Serum protein electrophoretic 

patterns  

 

 

 مقدمه
سيستم ايمني مجموعه اي از بافت ها، سلول ها و 

فيزيولوژيک آنها اصلي مولکول هايي است که وظيفه 
بردن ان يق از مياز طرمحيط داخلي بدن  ت ازظاحف

باشد. اولين سد  زاي مهاجم مي عفونت هاي ارگانيسم
پوست و مخاطات  ،ارگانيسم هان يادفاعي بدن در برابر 

که  استتناسلي  -وارشي و ادراريسيستم هاي تنفسي، گ
در حقيقت سدهاي فيزيکي و شيميايي محکمي را در 

 بسياري از .آورند وجود ميه ب آنهامقابل 

توانند  ها به گونه اي تکامل يافته اند که مي ميکروارگانيسم
در مقابل تخريب و برداشت فيزيکي مقاومت کرده و به 

نس و يتا)اس درون سيستم هاي دفاعي بدن نفوذ کنند
ترين   عمده ،. در سيستم ايمني مخاطي(2996همکاران 

است و از آنجا که مجاري گوارشي  IgA نيمونوگلوبوليا
باشند،  و تنفسي دو مسير معمول ورود ميکروب ها مي

هاست. اين  اين ارگان در IgAبيشترين مقادير توليدي 
بولين به دو صورت سرمي و ترشحي يافت وايمونوگل

هاي  درصد گاما گلوبولين 25تا  5ود شده و در حد



 38       ...وتئين ( عليه اشرشياکلی، بر ایمنی مخاطی روده و الگوي الکتروفورتيک پرIgYمرغ ) بادي اختصاصی زرده تخم تاثير استفاده از پودر آنتی

 

در (. mg/ml5/6-0/1 سرمي را تشکيل مي دهند )
و به بيشتر  IgA تعويض کلاس ،سيستم ايمني مخاطي

ساير با  سهيکه در مقا چراگيرد.  انجام مي يموثرترطور 
،به عنوان عامل IL-5 ن مقداريشتري، ببافت هاي لنفاوي
ترشح  يطمخا Tهاي  از سلول، IgAتعويض کلاس 

به نکته قابل توجه آن است که . (1881نکاک ي)پ. گردد مي
 يها يباد يدنبال هجوم عوامل پاتوژن و ترشح آنت

بروز  يو التهاب يمهار ياز واکنش ها يآبشار ،يمخاط
 ،خون ينيپروتئ ير الگوييبا تغ توانند مي ند کهينما يم

ر قرار يزبان را تحت تاثيم يو عملکرد يکيابولتر ميمس
 .(1883)اسنوک و همکاران  هندد

هاي موضعي و سپتيسمي ايجاد شده  عفونت
يل ضررهاي ترين دلا مهماز توسط اشرشياکلي، 

  اقتصادي صنعت طيور و اولين عامل بروز کاهش رشد،
افت لاشه و   کاهش بازده غذايي،  کاهش توليد تخم مرغ،

هاي  . در سال(1880)اورس و همکاران  مرگ و مير است
ميزان شيوع و شدت کلي باسيلوز به سرعت اخير 

افزايش يافته و به زودي به مشکلي بزرگتر در صنعت 
. (1881)آلتکروس و همکاران  طيور تبديل خواهد شد

اگرچه اشرشياکلي جزء جمعيت نرمال ميکروبي دستگاه  
گوارش طيور است، اما مجموعه اي از آن که به عنوان 

ي در طيور آسيب رسان ترين سروتيپ اشرشياکل
 (APEC)اشرشياکلي پاتوژن پرندگان   شوند، شناخته مي
ترين  مهم . (1886)دليکاتو و همکاران  شوند ناميده مي

و  2K:2O ،2K:1O هاي اين مجموعه سروتيپ
08K:80O ي باسيلوز کل باشند که عوامل اصلي بروز يم

. ميزان شيوع آلودگي با  (1880)اورس و همکاران  هستند
APEC درصد و ميزان مرگ و مير  58ه ها حدود در گل

درصد تحت تأثير يک  18درصد در شرايط عادي تا  5از 
هاي ديگر،  زماني با عفونت مديريت ناکارآمد و يا هم

مطالعات  .(2999)دومولين و فربرادر متغير است 
 بسياري از گسترده انجام شده حکايت از آن دارد که در

درگير با  ذارو تخم گ گوشتي پرندگان هاي گله
تيپ و، سر08K:80O روتيپس ،هاي اشرشياکلي عفونت

، مک 1885همکاران  )ژاوو و مي باشد ها غالب عفونت
 (.1885پيک و همکاران 

انجام شده جهت حذف و يا  يمتاسفانه تلاش ها
همراه  يمحدود يکنترل عوامل ميکروبي با موفقيت ها

هاست  . اگرچه سال(1880ک يک و پتروي)کنزو بوده است
در جهت مهار  يخوراک يکه اثرات مثبت آنتي بيوتک ها

ثابت  عوامل باکتريايي و هم چنين بهبود سرعت رشد
رو به گسترش  يگرديده است، اما با توجه به نگراني ها

در  يبيوتيک يآنت يبر حضور بقايا يمبن يجوامع انسان
و محيط زيست و هم چنين امکان  يمحصولات حيوان
باکتريايي به انسان، تمايل  يها مقاومتانتقال و گسترش 

خطر و ارزان  يبه جايگزين هايي موثر، ب يجهت دستياب
(، IgYمرغ ) بادي زرده تخم آنتي قيمت افزايش يافته است.

به عنوان يک افزودني خوراکي، کانديداي ارزشمندي 
براي به کارگيري موثر ايمني غيرفعال در جهت حذف و 

 باشد. استفاده از اين ماده، يم ييا کنترل عوامل ميکروب
هاي  نامه هاي قابل توجهي هم چون مطابقت با آيين مزيت

ارزاني، سهولت   مضر نبودن،  مدرن حمايتي حيوانات،
مقاوم به  يها دسترسي و عدم توسعه ميکروب

 .(2998 و همکاران هاتا) بيوتيک را به همراه دارد يآنت
، IgYد منحصر به فر يها يژگيلذا با توجه به و

آن  يمصرف خوراک يدر پن احتمال  وجود دارد که يا
و به دنبال آن  يمخاط يها يباد يزان ترشح آنتيبتوان م

ن ير داده و از اييخون پرندگان را تغ ينيپروتئ يالگو
ر قرار يپرندگان را تحت تاث يکيمتابول يرهايق مسيطر
 داد.

 
 مواد و روش ها

 ژن يه آنتيته
رد نياز جهت مو 08K:80Oاشرشياکلي 

، به عنوان يکي از in vivoو  in vitroآزمايشات 
از  ترين سروتيپ هاي اشرشياکلي پاتوژن پرندگان، مهم

موسسه تحقيقات واکسن و سرم سازي رازي )کرج، 
ايران( فراهم آمد. براي تهيه آنتي ژن مورد نياز جهت 
ايمونيزاسيون مرغ هاي تخم گذار، پس از دو مرحله 

و برآورد مقدار مورد نياز  TSBر محيط کشت باکتري د
درجه  68جهت تزريق، باکتري مورد نظردر دماي 

دور در دقيقه به  208گراد و با سرعت گردش  سانتي
ساعت )انتهاي فاز لگاريتمي( کشت گرديد. سپس  3مدت 
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براي  g  ×5888سلول ها توسط سانتريفيوژ با سرعت 
سوب داده درجه سانتي گراد ر 0دقيقه و در دماي  25

شدند. رسوب حاصله سه بار با بافر نمکي فسفات 
(PBS ،1/8=pH شستشو گرديد و سپس براي حصول )

مخلوط گرديد. براي  PBS، با CFU/ml289×1 غلظت 
ميلي ليتر از سوسپانسيون  288تهيه واکسن کشته شده، 

باکتريايي، در شرايط حمام يخ، تحت تاثير دستگاه 
دقيقه قرار گرفت.  25ان براي سونيکاتور با حداکثر جري

سپس براي استريل نمودن سوسپانسيون باکتريايي از 
ميکرومتري استفاده گرديد که براي تاييد  05/8فيلتر هاي 

آن، نمونه اي از سوسپانسيون استريل شده بر روي 
TSA  کشت گرديد. در نهايت واکسن به دست آمده، تا

 هداري شد.درجه سانتي گراد نگ -18زمان استفاده در 
 يباد يه آنتيته

، ايمونيزه نمودن IgYاولين مرحله در توليد 
ژن است. در آزمايش حاضر  يهاي تخم گذار با آنت مرغ

قطعه مرغ  08جهت تهيه آنتي بادي مورد نياز، تعداد 
هفته ايمونيزه گرديدند. اين مرحله  63گذار لگهورن  تخم

ت. به انجام پذيرف (1885) مطابق روش ران و همکاران
 5/8طوري که ابتدا در اولين ايمن سازي به ازاء هر مرغ 

باکتري  CFU289 ميلي ليتر سوسپانسيون حاوي 
ميلي ليتر ادجوانت  5/8به همراه   08K:80Oاشرشياکلي 
مخلوط و در دو جايگاه سينه اي به روش  2کامل فروند

هاي يادآور نيز دو و چهار  عضلاني تزريق گرديد. تزريق
از اولين ايمن سازي، به ترتيب با ادجوانت  هفته بعد

ها  و بدون ادجوانت انجام پذيرفت. تخم مرغ 1ناقص فروند
به صورت روزانه از هفته اول تا دوازدهم جمع آوري 
شده و تا زمان انجام آزمايشات در پايان هر هفته، در 

ه يجهت ته درجه سانتي گراد نگهداري مي شدند. 0 يدما
( زرده تخم مرغ، WSFلول در آب )، بخش محيباد يآنت

، با استفاده از روش آکيتا و IgYبه عنوان بخش حاوي 
و با اندکي تغييرات استخراج گرديد. بر ( 2991) ناکايي

اساس اين روش ابتدا زرده تخم مرغ از سفيده جدا 
گرديده و پس از پاره نمودن غشاء زرده، حجم آن اندازه 

                                                 
- Biogen, Mashhad, Iran 

 

وبار تقطير اسيدي برابر حجم آن آب د 3گيري شده و 
(1=pH اضافه  2/8، تهيه شده با اسيد کلريدريک )مولار

حفظ  5-1/5آن در محدوده  pHو خوب مخلوط شد تا 
درجه  0ساعت در دماي  21گردد. اين مخلوط به مدت 

 g  ×21888سانتي گراد نگهداري شد و سپس با سرعت 
دقيقه  18درجه سانتي گراد براي مدت  0در دماي 
ژ گرديد. محلول رويي پس از فيلتراسيون، به سانتريفيو

 -18جدا گرديد و تا زمان استفاده در  WSFعنوان 
 IgYه پودر يدر زمان تهدرجه سانتي گراد نگهداري شد. 

بر رشد  WSFپايين  pHاطمينان از عدم تداخل اثر جهت 
نمونه ها با استفاده  IgY ،pHميکروب، قبل از تهيه پودر 

افزايش يافت و  8مولار به  2/8از هيدروکسيد سديم 
به  WSFسپس با استفاده از دستگاه فريز دراير، 

 صورت ليوفيليزه درآمد.
  IgYو پودر  WSFغلظت پروتئين کل 

با  IgYو پودر  WSFغلظت پروتئين کل 
و با استفاده از ( 2983)گيري از روش بردفورد  بهره

نجام به عنوان پروتئين استاندارد، ا 6آلبومين سرم گاوي
پذيرفت. براي اين منظور، پس از تهيه منحني استاندارد و 

، غلظت پروتئين کل در PBSايجاد رقت هاي مختلف با 
WSF  و پودرIgY محاسبه  2:088و  2:28، در رقت هاي
 گرديد.

  IgYو غلظت  فعاليت اختصاصيبرآورد 
گذار  فعاليت اختصاصي آنتي بادي در سرم پرندگان تخم 

اده از روش اليزاي توصيه شده توسط با استف WSFو 
و تيترها بر انجام پذيرفت ، (1828)و همکاران  يمهدو

ضريب  28انحراف معيار لگاريتم بر پايه اساس ميانگين
ها به جذب نوري  رقت، در نسبت جذب نوري نمونه

هاي غير  حاصل از مرغ WSFها )سرم يا  کنترل
 ايمونيزه( برآورد گرديد. 

 IgYو پودر  WSFکل در  IgYت براي برآورد غلظ
به  Bethylشرکت  0جوجه IgGاز کيت اندازه گيري 

                                                 
- Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA 

- Chicken IgG ELISA quantitation kit, E30-104, Bethyl 

Laboratories, Inc.,USA 



 38       ...وتئين ( عليه اشرشياکلی، بر ایمنی مخاطی روده و الگوي الکتروفورتيک پرIgYمرغ ) بادي اختصاصی زرده تخم تاثير استفاده از پودر آنتی

 

ن مرحله يدر ابهره برده شد.  2همراه کيت شروع کننده
اختصاصي و غير  IgYو پودر  WSFنمونه هاي 

به چاهک ها ه و يته 2:18888اختصاصي با رقت هاي 
 اضافه گرديدند. 

 ييغذا يره هايو ج يشات مزرعه ايآزما
، جوجه هاي يک روزه in vivoهت انجام آزمايشات ج

ان هفته اول به يه و تا پايته 680گوشتي نژاد راس سويه 
تعداد  دند.يصورت تجمعي با جيره آغازين تغذيه گرد

 کاملاً به طور قطعه جوجه گوشتي هفت روزه 108
گروه آلوده شده با  چهارتيمار ) پنج هتصادفي ب

وده، به عنوان گروه کنترل اشرشياکلي و يک گروه غير آل
 8) منفي(، چهار تکرار و چهارده مشاهده در هر تکرار

تقسيم گرديدند. در روز هفتم جوجه نر(  8جوجه ماده و 
ميلي ليتر  5/8با  همه جوجه ها به جز گروه کنترل منفي

اشرشياکلي  CFU/ml 289محيط کشت حاوي 
08K:80O به روش خوراکي آلوده گرديدند. اين عمل 

)به مدت  12تا  20س از گذشت هفت روز و در روزهاي پ
 براي هر از همان محيط کشتميلي ليتر  2هفت روز(  با 

ها انجام پذيرفت تا جمعيت اشرشياکلي  از جوجه يک
سطوح مختلف سپس  رسيد. CFU/g 285 حدود مدفوع به

 الب يک طرح کاملاًقدر  ،01تا  12بادي از روز  آنتي
گروه  چهار آلوده عرضه گرديد. به چهار گروهتصادفي 

جيره هاي با انرژي و پروتئين  شده با اشرشياکلي، آلوده
و  1/8،  2/8که با سطوح صفر )کنترل مثبت(،  مشابه را

مکمل شده بودند  بادي اختصاصي آنتي درصد 0/8
دريافت نمودند. گروه کنترل منفي نيز جيره پايه مشابه و 

  ت کردند.بادي را درياف بدون افزودن آنتي
 شمارش اشرشياکلي ايلئومي در جوجه هاي گوشتي

، دو قطعه جوجه از هر تکرار 01و 12در روزهاي 
به طور تصادفي انتخاب و محتواي ايلئوم در حد فاصل 
زائده مکل تا دريچه ايلئوسکال، با دقت جمع آوري گرديد 

هاي استريل موجود در مجاورت يخ  و درون قوطي
آزمايشگاه منتقل شد. سپس يک  ريخته و بلافاصله به

گرم از مدفوع به طور متوالي با سرم فيزيولوژي )محلول 
رقيق گرديد و سپس  28-3درصد( تا رقت  05/8نمک 

                                                 
- ELISA Starter accessory package 

ميکروليتر از هر رقت با دو تکرار بر روي محيط  288
آگار کشت گرديد. اين محيط ها در دماي -EMBکشت 

د و ساعت نگهداري ش 10درجه سانتي گراد براي  68
پس از آن، کلني هاي اشرشياکلي مورد شمارش واقع 
گرديدند. براي تاييد کلني هاي شمارش شده، از 

استفاده  IMViCهاي  هاي بيوشيميايي واکنش تست
گرديد. در نهايت تعداد واحد هاي تشکيل دهنده کلني در 
هر پلت با استفاده از روش کشت سطحي مورد شمارش 

هر گرم مدفوع محاسبه  در CFUقرار گرفت تا تعداد 
 گردد.

 در سرم  Aين ولتعيين ميزان ايمونوگلوب
، دو قطعه جوجه به طور تصادفي از 01در روز  

سرمي و  IgAهر تکرار انتخاب و براي اندازه گيري 
نمونه هاي   روده اي ذبح گرديدند. براي جدا سازي سرم،

دقيقه با سرعت هزار دور در دقيقه  28خون به مدت 
هاي حاصله تا آماده شدن کيت يوژ شده و سرمسانتريف

ELISA  درجه سانتي گراد نگهداري  -18در دماي
به همراه  1جوجه IgAگرديدند. کيت اندازه گيري ميزان 

تهيه و مورد  Bethylکيت شروع کننده از شرکت 
بر  ELISAاستفاده قرار گرفت. مراحل انجام آزمايش 
 فت.اساس راهنماي شرکت سازنده صورت پذير

 در بافت پوششي ژژنوم  Aميزان ايمونوگلوبولين 

بافت پوششي   IgAجهت اندازه گيري ميزان
سانتي متر از ناحيه خلفي زائده مکل  1ژژنوم، حدود 

برداشته و به صورت طولي برش داده شد. سپس اين 
( PBS ،1/8=pHنمونه توسط محلول بافر نمکي فسفات )

بر روي يخ  شستشو و در ظروف پلاستيکي در دار،
خشک به صورت منجمد نگهداري و در نهايت به فريزر 
منتقل گرديد. براي تهيه شيرابه بافت پوششي روده، 

درجه سانتيگراد از حالت انجماد  0ها در دماي نمونه
خارج شده و سپس بر سطحي از يخ که با ورقه 
آلومنيومي پوشانده شده بود مرحله جداسازي بافت 

تمامي مراحل در مجاورت يخ پوششي انجام گرفت. 
انجام شد تا تخريب پروتئيني به حداقل خود رسد. 

                                                 
- Chicken IgA ELISA quantitation kit, E30-103, Bethyl 

Laboratories, Inc., USA 
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برداشتن بافت پوششي روده به وسيله تيغ جراحي 
صورت گرفت و بافت جدا شده از روي تيغ به لوله 
آزمايش منتقل و وزن کشي شد تا مقدار بافت تازه مورد 

 برابر اين ميزان، بافر نمکي 0آزمايش ثبت گردد. سپس 
ها اضافه و به خوبي ( به بافتPBS ،1/8=pHفسفات )

 5888دقيقه با سرعت  68همگن شد و پس از آن، به مدت 
درجه سانتي گراد سانتريفيوژ  0دور در دقيقه و دماي 

گرديد. مايع شفاف رويي بعد از رقيق سازي در آزمايش 
ELISA  مورد استفاده قرار گرفت. به علت اختلاف بين

حاظ ميزان آب بافت تازه، احتمال خطا وجود ها از لنمونه
ها، داشت. از اين رو براي يکسان سازي اعداد بين نمونه

بر حسب مقدار پروتئين نمونه  Aميزان ايمونوگلوبولين 
بيان شد. براي اين منظور ميزان پروتئين شيرابه بافتي 

بافتي به ازاء  IgAبه روش بردفورد اندازه گيري و مقدار 
م پروتئين گزارش گرديد. مراحل انجام هر ميلي گر

در اين بخش هم چون مراحل اندازه  ELISAآزمايشات 
 288بود، با اين تفاوت که چاهک ها با  IgYگيري 

 IgAجوجه پوشانده شد و آنتي  IgAميکروليتر آنتي 
( با نسبت HRPکنژوگه شده با آنزيم پرواکسيداز )

TBS-Tبا  2:85888
 رقيق گرديد. 2

 سرم خون پرندگانري جدايه هاي پروتئين اندازه گي
، دو قطعه جوجه به طور تصادفي از 01در روز 

هر تکرار انتخاب و براي اندازه گيري جدايه هاي پروتئين 
با استفاده  کل سرمي ذبح گرديدند. غلظت سرمي پروتئين

از روش بيورت انجام گرفت. جهت بررسي نسبت 
ين سرم ئورز پروتاز روش الکتروف ن،ين به گلوبوليآلبوم

 بهره برده شد.نوار استات سلولز با استفاده از 
 شيمدل و طرح آزما

 0با  تصادفي پايه يک طرح کاملاً بر in vivoآزمايشات 
 تکرار انجام گرفت. هر مشاهده در 20تکرار و  0تيمار، 

پس از ثبت و ويراش داده ها، تجزيه وتحليل نهايي با 
 SAS) شدانجام  SASرنرم افزا GLM استفاده ازرويه

روش حداقل  . ميانگين داده ها با استفاده از(1882
مقايسه گروه کنترل  مربعات مورد مقايسه قرار گرفتند.

                                                 
2 -50 mM Tris Buffered Saline, pH 8.0, and 0.05% 

Tween 20 (TBS-T); Sigma,USA 

مثبت و منفي  نيز جهت بررسي اثر آلوده نمودن 
بر صفات مورد  ،هاي گوشتي با اشرشياکلي جوجه

تحليل  مدل آماري که جهت تجزيه و ام شد.انجآزمون 
 مورد استفاده قرارگرفت به صورت زير مي باشد.ها  داده

Yij = μ + Ai + eij 

Yijkمقدار هرمشاهده =، µميانگين مشاهدات = 
 Ai اثر تيمار =، eijk  اثرات باقي مانده = 

 
 ج و بحثينتا

 IgYپودر  يها يژگيو

پس از اولين که  اده ما نشان ديمطالعات اول
و در سرم  بادي ايمونيزاسيون، فعاليت اختصاصي آنتي

هاي تخم گذار به سرعت افزايش يافت   مرغ مرغ زرده تخم
 20و  8روزهاي  دربرابر خود به ترتيب  0و به حدود 

 تخم مرغ يجمع آوردوره  ش در تمامين افزاي. ارسيد
در سطوح بالاي خود باقي ماند. هرچند مقدار هفته(  21)

 پروتئين پودر آنتي بادي اختصاصي و غير اختصاصي
( عليه زهيمونير ايغ يدست آمده از تخم مرغ هابه )

 ،تفاوت معني داري را نشان نداد 08K:80Oاشرشياکلي 

بادي  آنتيکل در  IgYاما با اين وجود غلظت 
و  ي)مهدو بود درصد بالاتر 68در حدود  اختصاصي

 .(1828 همکاران

 شمارش اشرشياکلي ايلئومي در جوجه هاي گوشتي 
هاي گوشتي با  پس از آلوده نمودن جوجه

روز، جمعيت اشرشياکلي  8براي  08K:80O اشرشياکلي
داري افزايش  در محتواي ايلئومي به طور بسيار معني

در  NCمدفوع رسيد ) CFU/g 285يافت و به حدود 
(. ميانگين جمعيت اشرشياکلي در PC ،82/8>Pمقايسه با 

، 12نمونه هاي ايلئومي جوجه هاي آلوده شده در روز 

CFU/g 89/8  69/5 (CFU/g ± SE28log  مدفوع )
که جمعيت اين باکتري در گروه  بوداين در حالي  .بود

برآورد  CFU/g 85/8   30/6  غير آلوده )کنترل منفي(
. در طول دوره آزمايش، جمعيت (2 )جدولگرديد 

اشرشياکلي محتواي ايلئومي جوجه هاي آلوده، به 
نترل منفي حفظ طوربسيار معني داري بالاتر از گروه ک

که اين امر  (PC ،82/8>Pدر مقايسه با  NC) گرديد
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تواند به  علاوه بر امکان دسترسي پرنده به مدفوع، مي
دليل امکان کلونيزاسيون باکتري مورد آزمون در 
دستگاه گوارش پرنده باشد. بدون شک مهم ترين مرحله 
در ايجاد کلونيزاسيون ميکروبي و بروز بيماري، مرحله 

ل است. هرچند نقش انواع عوامل چسبنده هم چون، اتصا
هم چنين تاژک ها،  و P ،Curli ،AC/Iمژه هاي نوع يک، 

عموماً در عفونت هاي تنفسي مرتبط با  اشرشياکلي 
ن و فربرادر ي)دومول مورد بررسي قرارگرفته است

ي  ، اما تحقيقات جالب توجه ديگري نيز بر مطالعه(2999
هاي مخاطي  ا، در اتصال به سلولتوانايي اين  باکتري ه

 روده متمرکز گرديده است. در اين ميان ادلمن و همکاران
، به 80Oاشرشياکلي  2بيان داشتند که مژه نوع  (1886)

تواند به سلول هاي اپيتليوم چينه  طورقابل توجهي مي
هاي بالغ  دان، سلول هاي لاميناپروپرياي روده، سلول

اي نابالغ موجود در عمق موجود در راس پرزها، سلول ه
هاي  کريپت، موکوس، ماکروفاژها و هم چنين سلول

متصل گردد. آنها هم  يمربوط به سيستم ايمني مخاط
نيز توانست به طور  AC/Iچنين گزارش نمودند که مژه 

مشخصي به سلول هاي جامي پرزهاي روده متصل 
نيز مؤيد آن  (1888) مطالعات لاريجيون و همکارانگردد.

چنين تاژک هاي  و هم Curliو  2 است که مژه هاي نوع
هاي  ، داراي نقش08K:80O موجود بر روي سروتيپ

اساسي در اتصال باکتري به سلول هاي روده اي 
لذا با عنايت به اين نتايج و يافته هاي به دست باشند.  مي

آمده در آزمايش حاضر مبني بر ابقاي اشرشياکلي در 
دگان آلوده براي بيش از سه هفته، مي توان روده پرن

چنين پنداشت که اين باکتري مي تواند به خوبي با 
هاي روده اي اتصال يافته و زمينه هاي بروز  سلول

عفونت هاي گوارشي و سپتيسمي متعاقب آن را سبب 
 گردد.

 ياختصاص يباد يآنت استفاده از سطوح مختلف
در شمارش  سبب بروز تفاوت هاي بسيار معني داري

گرديد  01اشرشياکلي ايلئومي جوجه هاي آلوده در روز 
(82/8>P در اين ميان، مؤثرترين سطوح در جهت .)

 1/8کاهش جمعيت اشرشياکلي ايلئومي به ترتيب سطوح 
. اين يافته ها، ندبود ياختصاص يباد يآنتدرصد  0/8و 

با نتايج گزارشات قبلي مبني بر اثرگذاري آنتي بادي 
حاصل از زرده تخم مرغ بر گونه هاي  اختصاصي

مختلف ميکروبي موجود در روده حيوانات مختلف 
م و يراهبو ا 1883رارد و همکاران ي)گ مطابقت کامل دارد

. در مقابل اين نتايج مثبت، گزارشاتي نيز (1880همکاران 
حکايت از عدم تأثيرگذاري اين مواد بر کلونيزاسيون 

ل آن را مدت يکه عمده دل روده اي عوامل پاتوژن دارند
و  يکي)ودانند  يم يباد يزمان کوتاه مصرف آنت

  .(1883 همکاران
هاي  بادي پس از مصرف آنتي اين، عموماً علاوه بر

پلي کلنال به دست آمده از بخش هاي مختلف باکتري، 
آنتي ژن نيز بين -واکنش هاي متقاطع آنتي بادي

ي بروز يکترياگونه هاي ديگر با بادي توليد شده و آنتي
مي نمايد. اين امر به عنوان يک سودمندي خوشايند و 

، در جهت ياختصاص يباد يآنتاضافه بر خواص ويژه 
مهار تغذيه اي ديگر عوامل پاتوژن مورد توجه قرار 

. با اين وجود، نتايج (1881و همکاران  ي)ل گرفته است
گر آن است که بيشترين اثر مهاري  اکثر آزمايشات بيان

هاي  روي باکتري برتنها  ياختصاص يباد يآنت
)آمارال و  کتري هدف بروز کرده استبابا  گهومولو

اين امر نيز بسيار متحمل به نظر  لذا. (1880همکاران 
رسد که با توجه به يافته هاي قبلي، کاهش تعداد  مي

 نمونه هاي ايلئومي پرندگان آلوده عمدتاً اشرشياکلي در
 ده باشد.بو 08K:80Oمربوط به کاهش سروتيپ 

دست آمده مي توان سه عامل را در ه لذا بر طبق نتايج ب
 ياختصاص يباد يآنت از بهره برداري مؤثر و کار آمد

دخيل دانست. ابتدا شناخت ويژگي هاي منحصر به فرد 
مرغ هاي تخم گذار و توليد  آنتي ژن جهت ايمونيزاسيون

ان و ، و پس از آن شناخت مدت زمياختصاص يباد يآنت
جهت ايمونيزاسيون غير فعال  يباد يمقدار مصرف آنت

اين اساس با عنايت به  پايدار، پيوسته و مؤثر. بر
مي توان پيشنهاد  2  شماره هاي ارائه شده در جدول يافته

 يباد يآنتدرصد  1/8نمود که استفاده از حداقل 
براي سه هفته مي تواند جمعيت اشرشياکلي  ياختصاص

ومي جوجه هاي آلوده را تا حدود يک هاي ايلئ نمونه
 لگاريتم نسبت به گروه کنترل مثبت کاهش دهد.
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 (sIgAسرمي و مخاطي ) IgAغلظت 
پس از آلوده نمودن گوارشي جوجه هاي گوشتي 

سرمي افزايش  IgA، غلظت 08K:80Oبا اشرشياکلي 
يافت و اين افزايش براي تمام طول دوره آزمايشي به 

بالاتر از گروه کنترل منفي باقي طور بسيار معني داري 
(. اين روند به صورت مشابه در غلظت P<82/8ماند )
sIgA  (. اين نحوه پاسخ 2ژژنومي نيز بروز نمود )جدول
به عنوان  08K:80Oگر آن است که اشرشياکلي  نشان

يک باکتري انتروپاتوژنيک، توانايي القاي توليد و ترشح 
IgA گسترده اي دارا  سرمي و مخاطي را به شکل بسيار
 است.

هاي  امروزه به خوبي ثابت شده است که بروز پاسخ
تحت تاثير يک مکانيسم بسيار حساس  ،ايمني مخاطي

هاي  هاي انتروپاتوژن، بلکه باکتري بوده و نه تنها باکتري
همزيست به عنوان پروبيوتيک نيز توانايي القاي ترشح 

sIgA  رويداد  (. اين2992را دارا مي باشند )پرديگون
عموماً در نتيجه يک مکانيسم پيوسته شامل اتصال و 

برداشت آنتي ژن توسط سلول هاي اپيتليومي )خصوصاً 
(، عرضه آنتي ژن به سلول هاي دندرتيک Mسلول هاي 

، Bهاي  موجود در لاميناپروپريا براي معرفي به لنفويست
T  و بيگانه خوارها، و در نهايت توليد و ترشحIgA 

 (.1883اطي، اتفاق مي افتد )اسنوک سرمي و مخ

بادي  اي سطوح مختلف آنتي پس از مصرف سه هفته
هاي آلوده شده با اشرشياکلي  اختصاصي در جوجه

 1/8در گروه هايي که سطوح  sIgAمورد آزمون، غلظت 
درصد آنتي بادي اختصاصي را دريافت داشته  0/8و 

تر از ( پايين P<82/8بودند، به طور بسيار معني داري )
درصد  0/8ديگر گروه هاي آلوده بود. در اين ميان سطح 

آنتي بادي اختصاصي، بيشترين اثر را در کاهش غلظت 
sIgA  جوجه هاي آلوده از خود نشان داده بود. اين
ها، همسو با نتايج حاصل از شمارش اشرشياکلي  يافته

 ايلئومي بودند.

 

( در جيره جوجه هاي گوشتي بر شممارش اشرشمياکلي محتويمات    sIgYاختصاصي ) IgYاثر افزودن سطوح مختلف  -1جدول
 (.sIgAسرمي و مخاطي) IgAايلئومي و غلظت 

 تيمار

 شمارش ميکروبي محتويات ايلئومي
 (/Log 10 CFU)گرم 

 24در  سرمي و مخاطي IgAغلظت 
 روزگي

 سرمي IgA 01روز  12روز 
 μg/ml 

sIgA 
μg/mg protein 

 1(NCکنترل منفي )

 1(PCترل مثبت )کن
sIgY )%( 

1/0 
4/0 
2/0 

 

 

 
 4تيمارها

 اثر متقابل

NC در مقايسه با PC  

SE 

30/6 
28/5 
 

00/5 
63/5 
56/5 

 

 
56/8 
 

82/8> 
80/8 

88/5 

08/3c 
 

82/3bc 
98/5a 
20/3a 

 

 
82/8> 

 
82/8> 

88/8 

31/036 
88/812 

 
38/386 
51/336 
88/550 

 
 
63/8 

 
82/8> 
29/66 

88/20 
10/19c 

 
51/13bc 
02/16ab 
82/18a 

 

 
82/8> 

 
82/8> 

85/2 

است که هيچ سطحي از آنتي بادي را  08K:80Oگروه هاي کنترل منفي و مثبت به ترتيب شامل پرندگان غير آلوده و آلوده با اشرشياکلي  2
 دريافت ننموده اند.

 .08K:80Oسطوح احتمال برآورد شده براي جوجه هاي آلوده با اشرشياکلي  1
a-c دارند يدار يتفاوت معن ين هاي با حداقل يک حرف غير مشابه از نظر آمارميانگي. 

(P-value) 



 38...       ( عليه اشرشياکلی، بر ایمنی مخاطی روده و الگوي الکتروفورتيک پروتئين IgYمرغ ) بادي اختصاصی زرده تخم تاثير استفاده از پودر آنتی

 

همان گونه که در بخش قبل نيز ذکر گرديد، 
، موجب ياختصاص يباد يافزودن دو سطح بالاي آنت

داري در شمارش اشرشياکلي ايلئومي  کاهش معني
گرديده بود. اين امر سبب  01هاي آلوده در روز  جوجه

، ميزان توليد يباد يسه هفته مصرف آنتشده تا پس از 
تحت تاثير قرار گرفته و کاهش يابد. بر  sIgAو ترشح 

احتمال داده  (1880)خلاف اين يافته ها، کاسايفي و ماين 
بودند که ترکيبات موجود در زرده تخم مرغ ممکن است 
مستقيماً بر مخاط روده اثر کرده و با تحريک توليد 

sIgA را کاهش دهد. اما يافته هاي ما ، جمعيت پاتوژن ها
 sIgAنه تنها غلظت  ياختصاص يباد ينشان داد که آنت

را افزايش نداد، بلکه با کاهش شمار پاتوژن القا شده در 
 را نيز فراهم آورد. sIgAروده، موجبات کاهش غلظت 

سبب  IgYهر چند استفاده از سطوح مختلف 
، اما به سرمي نگرديد IgAبروز تغييرات معني داري در 

 يباد يآنت يبالانظر مي رسد که بهره گيري از سطوح 
( P=63/8توانسته در يک سطح حاشيه اي ) ياختصاص

ها  اين يافته سرمي گردد. IgAموجب کاهش غلظت 
سرمي مي تواند  IgAبيانگر آن است که تغييرات غلظت 

مخاطي باشد. اين  IgAانعکاسي از روند تغييرات در 
وسط مطالعات موير و همکاران وابستگي تغييرات ت

که رسد  ي( نيز تصديق گرديد. لذا به نظر م1881)
)به  ياختصاص يباد يدرصد آنت 0/8گيري از سطح  بهره

(، توانسته از sIgAعنوان مؤثرترين سطح در کاهش 
پاتوژن مورد آزمون، توليد  يطريق کاهش جمعيت باکتر

سرمي )به عنوان يک متغير  IgAو  sIgAو ترشح 
( را کاهش داده و به اين واسطه موجب sIgAابسته به و

ممانعت از بروز واکنش هاي ايمونوژنيکي گردد که نتيجه 
 آن در عملکرد رشد پرنده بروز خواهد نمود.

 سرمي و نسبت آلبومين به گلوبولين  کلپروتئين 
از آنجا که پروتئين هاي موجود در سرم، داراي 

مختلف مي باشند،  نقش هاي بسيار متعدد در موجودات
لذا مطالعه آنها مي تواند معياري مفيد جهت بررسي 

دنو و همکاران )وضعيت سلامت و توليد حيوان باشد 
1880). 

پس از آلودگي جوجه ها با باکتري مورد آزمون، 
( وگلوبولين ها P=86/8غلظت هاي پروتئين کل سرمي )

(82/8>P افزايش و نسبت آلبومين سرمي به گلوبولين )
(82/8>P)  (. اين 1کاهش معني داري را نشان داد )جدول

کاهش در نسبت آلبومين به گلوبولين، عمدتاً در نتيجه 
افزايش گلوبولين هاي سرم بروز نموده بود. هرچند، 
غلظت آلبومين نيز به شکل غير معني داري کاهش يافته 

در  که اين نحوه تغيير جدايه هاي پروتئين سرم بود.
 با نتايج بودامل پاتوژن ايجاد گرديده نتيجه حضور عو

 ( مطابقت دارد.1883)کيلگاس و همکاران 
از نسبت بر اساس مطالعات انجام شده، عموماً  

آلبومين به گلوبولين به عنوان شاخص بررسي وضعيت 
متابوليک و يا تحريک سيستم ايمني استفاده مي شود 

چرا . (1880و دنو و همکاران  1883)کيلگاس و همکاران 
که پروتئين آلبومين نقش هاي بسيار مهمي را در اجرايي 
نمودن فعاليت هاي متابوليکي بر عهده دارد که از آن 

توان به انتقال اسيد هاي چرب بلند زنجير،  جمله مي
جايي فلزات سنگين، ايجاد فشار اسمزي کلوئيدي  جابه

پلاسما و انتقال هورمون هاي متابوليکي مهمي مانند 
 اشاره نمود ، آلدوسترون و تيروکسينکورتيزول

دنو . از سويي ديگر يافته هاي (2990بورتيس و اشوود )
پس از بروز ( نشان دهنده آن است که 1880)و همکاران 

هاي سرمي به دليل  بولينوعفونت هاي حاد و يا مزمن، گل
هاي مختلف سرمي  تحت تأثير قرار گرفتن غلظت پروتئين

ها،  چون سايتوکين هم يدخيل در سيستم ايمن
، سرولوپلاسمين، ترانسفرين، حاد هاي فاز پروتئين

و يا هموپکسين، جزء سوم سيستم کمپلمان 
افته و به دنبال آن نسبت يها، افزايش  ايمونوگلوبولين

مؤيد اين نکته در آزمايش  .ابدي ين کاهش ميآلبوم
سرمي، به عنوان دومين  IgAحاضر، افزايش غلظت 

موير و ) رمي از لحاظ فراواني استايمونوگلوبولين س
که تغييرات همسويي را با غلظت  (1881همکاران 

نکته جالب توجه آن  دهد.  گلوبولين هاي سرمي نشان مي
ترشحي توانايي القاي سيستم هاي التهابي  IgAاست که 
گروه هاي مختلف لوکوسيتي به محل مخاط را  و هجوم

شود تا در  ندارد. اين ويژگي منحصر به فرد سبب مي
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شرايط حضور پاتوژن، آسيب هاي مخاطي حاصل از 
وجود لوکوسيت ها و يا فعاليت مسيرهاي کمپلمان و به 
دنبال آن گسترش نفوذ پذيري ديواره مخاطي به حداقل 

 IgAترشحي،  IgAبرخلاف  حال آن که خود برسد.
هاي  سرمي به شدت مي تواند از طريق القاي سيستم

چون  هم ،هاي التهابي اليتفع کمپلمان و افزايش
هاي  آزادسازي سايتوکين ها و يا افزايش تعداد لوکوسيت

هتروفيل ها، به عنوان يک  مانندهسته هاي چند بخشي  با
)اسنوک و آنتي بادي برانگيزنده سيستم ايمني عمل نمايد 

سرمي مي تواند  IgAغلظت  تغييرلذا . (1883همکاران 
وي الکتروفورتيک عامل بسيار موثري بر تغيير الگ

 پرندگان باشد.خون پروتئين سرم 
اثرات  ياختصاص يباد يهرچند تغذيه سطوح مختلف آنت

معني داري را بر غلظت پروتئين کل، آلبومين و گلوبولين 
دهد که به دنبال  يما نشان م جينتااما  ،سرمي نداشت

ن به ي، نسبت آلبوميباد يآنت يمصرف سطوح بالا
ک سطح يداشته و در  يدار يعنل به مين تمايگلوبول

 يها افتهي افته است. لذايش يافزا (P=18/8) يا هيحاش
 يد که در پينما يت مين احتمال را تقويا مطالعه حاضر

و کاهش  ياختصاص يباد يآنت يمصرف سطوح بالا

 يها نيمونوگلوبوليهم چون ا يالتهاب يغلظت واسطه ها
در سرم ن ي(، نسبت آلبوميسرم IgAمثال  يخون )برا

که در  آن يسرم به جا ين هايافته و پروتئيش يافزا
 يبه سو مي توانند به کارگرفته شوند يالتهاب يها ريمس
پرنده  يديت شده و عملکرد توليهدا يکيمتابول يرهايمس

 ر قرار دهند.يتحت تاث يرا به نحو موثر
 
 نتيجه گيري کلي 

 نتايج مطالعه حاضر نشان دهنده آن استت کته در نتيجته   
استفاده از سطوح بتالاي پتودر آنتتي بتادي اختصاصتي      

درصتد(، در جهتت اعمتال ايمنتي غيتر فعتال        1/8)حداقل 
ختتوراکي، جمعيتتت پتتاتوژن روده بتته طتتور معنتتي داري   
کاهش يافته و اين امر سبب مي گردد تا نياز بته توليتد و   

مخاطي و بته دنبتال آن غلظتت واستطه هتاي       IgAترشح 
بوليني سرم حضتور دارنتد   التهابي خون که در بخش گلو

کاهش يابد. بته دنبتال ايتن تغييترات، نستبت آلبتومين بته        
عنوان شتاخص عملکترد متتابوليکي افتزايش يافتته و لتذا       
احتمال تاثير مثبتت آنتتي بتادي اختصاصتي بتر عملکترد       

 .توليدي پرندگان آلوده به عوامل پاتوژن تقويت مي گردد
  

 
 ( در جيره جوجه هاي گوشتي بر اجزاي پروتئين سرم خون.sIgYتصاصي )اخ IgYاثر افزودن سطوح مختلف  -4جدول 

 تيمار
 پروتئين کل

 )گرم در دسي ليتر( 

 آلبومين 
 )گرم در دسي ليتر(

 گلوبولين
 )گرم در دسي ليتر(

 گلوبولين/آلبومين

 1(NCکنترل منفي )

 1(PCکنترل مثبت )
sIgY )%( 

1/0 
4/0 
2/0 

 

 

 

 

 4تيمارها
 اثر متقابل

NC قايسه بادر م PC  

SE 

03/6 
91/6 

 
82/6 
31/6 
30/6 

 
 
09/8 

 

86/8 
88/8 

52/2 
02/2 

 
16/2 
60/2 
00/2 

 
 
01/8 

 
09/8 
85/8 

95/2 
52/1 

 
00/1 
6/1 
15/1 

 
 
15/8 

 
82/8> 

83/8 

88/8 
53/8 

 
58/8 

50/8 
30/8 

 
 
18/8 

 
82/8> 

86/8 

است که هيچ سطحي از آنتي بادي را  08K:80Oو آلوده با اشرشياکلي گروه هاي کنترل منفي و مثبت به ترتيب شامل پرندگان غير آلوده 2
 دريافت ننموده اند.

 .08K:80Oسطوح احتمال برآورد شده براي جوجه هاي آلوده با اشرشياکلي  1

(P-value) 



 89...       ( عليه اشرشياکلی، بر ایمنی مخاطی روده و الگوي الکتروفورتيک پروتئين IgYمرغ ) بادي اختصاصی زرده تخم تاثير استفاده از پودر آنتی
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