
 ایراندامی علوم 

 (63-71)ص  1397 راهب، 1، شمارة 49دورة 
Iranian Journal of Animal Science 

Vol 49, No 1, Spring 2018 (63-71) 

DOI: 10.22059/ijas.2018.254034.653624  
 

 

* Corresponding author E-mail: mahdavi@cc.iut.ac.ir   

1. Lyophilization 

باکتری  مهار برای (IgY) مرغتخم ۀزرد اختصاصي بادیآنتي مؤثر يریکارگ بهتوليد و 
  اورئوساستافيلوکوکوس

 
 3حميدرضا رحماني و *2، سيد اميرحسين مهدوی1اکبری علي فریما

 کشاورزی، دانشگاه صنعتی اصفهان، اصفهان، ایران ۀدانشجوی کارشناسی ارشد، دانشیار و استاد گروه علوم دامی، دانشکد .3و  2، 1

 (24/2/1397تاریخ پذیرش:  - 16/12/1396)تاریخ دریافت: 

 
 چکيده

اختصاصی و غیراختصاصی  (بادیآنتی) پادتن تأثیر مهارکنندگی پودرهای ایمنی )ایمونو(شیمیایی و نیز  ویژگی ارزیابیمنظور  به این بررسی
زای انسانی و دامی در بیماری استافیلوکوکوس هایترین سروتیپعنوان یکی از مهم به ،اورئوساستافیلوکوکوس باکتری مرغ بر رشدتخم ۀ زرد

تگی هف 40که در سن  -36W لاین-سفید سویۀ های گذار لگهورنقطعه مرغ تخم شانزده گیری از آزمایش با بهره اینانجام شد. تنی  برونشرایط 
تصاعدی،  تا پایان مرحلۀ رشد  ها آن  رشد میکروب و کشت گرفت. برای ایمن کردن پرندگان، پس از بررسی منحنی  قرار داشتند صورت 

گیری با بهره IgY، هفته 8زمانی  ۀیک دور ها درمرغآوری تخمپس از گرداصوت تهیه و تزریق شد. گیری از امواج فر با بهره شده کشتهواکسن 
یایی آن سنجش شد. نتایج بیانگر آن است که ضد باکترشیمیایی و  های ایمنی و در ادامه ویژگی شد 1یخ خشکانی جداسازی و پولسوناز روش 

این  ومرغ افزایش یافت گذار و تخمهای تخممرغ یدر پلاسما علیه باکتری مورد آزمون پادتن، فعالیت اختصاصی سازی پس از نخستین ایمن
 بالاتر درصد 71 اختصاصی پادتن پودر در آن خلوص درصد نیز و IgY غلظت(. P > 01/0) در سطوح بالا حفظ شد دورۀ آزمایش افزایش در

(05/0 < P )دار معنی کاهش سبب اختصاصی پادتن پودر گرم میلی 200 و 100 سطوح از ریگی بهره. بود غیراختصاصی بادی یآنت پودر از 
 به متعلق لگاریتمی )فاز( انتهای مرحلۀ در مهاری اثر بالاترین میان ین. در اشد )انکوباسیون( نگهداری 6 و 4 های ساعت در باکتریایی جمعیت

 .(P > 01/0)شود  شاهد )کنترل( گروه با مقایسه در logCFU/mL 2/1 کاهش سبب توانست که بود اختصاصی پادتن پودر گرم میلی 200 سطح
)نوع کامل در تزریق اول و نوع ناقص در تزریق  همراه ادجوانت فروند به استافیلوکوکوس اورئوس باکتری که بیانگر آن استها یافته لذا این

 IgYبالا، برای به دست آوردن  ۀمدت و با بازددرازتولید  برایراهی مؤثر  پولسونگیری از روش بهره داشته و ، خاصیت القایی بالاییدوم(
 .مطلوب است باکتریال( و توان ضدباکتریایی )آنتی  اختصاصی با درصد خلوص
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ABSTRACT 

The aim of present experiment was to investigate the immunochemical characteristics as well as in vitro inhibitory 
effects of specific and nonspecific egg yolk antibody powder on Staphylococcus aureus growth, as one of the main 
pathogenic serotypes of Staphylococcus in human and animals. A total of 16 White Leghorn hens (Hy-Line W36) of 
forty weeks in age were immunized by killed sonicated vaccine after plotting the growth curve and incubating the 
bacteria until the end of exponential growth phase.  This vaccine was prepared eggs were collected daily for 8 weeks, 
IgY was then isolated and lyophilized by Polson method. The immunochemical properties and growth inhibitory 
effects of specific and nonspecific sIgY were tested against Staphylococcus aureus. The results showed that the 
plasma and egg specific activity of IgY against Staphylococcus aureus markedly increased after the first 
immunization and remained on the highest titer throughout the experimental period (P<0.01). Total IgY concentration 
and purity of specific IgY powder were 71% higher rather than the non-specific IgY powder (P<0.05). The 
administration of specific IgY powder at 100 and 200 mg significantly (P<0.05) reduced the bacterial counts during 
the incubation hours of 4 and 6. Compared to control group, using the highest level of specific IgY could significantly 
decrease 1.20 log CFU/mL (P<0.01). Therefore, the present findings indicated that Staphylococcus aureus 
accompanying with Freund’s adjuvant (complete form in the first immunization and incomplete form in booster 
immunization) have a notable potential to produce high antibody levels for a long time period. In addition, Polson 
method is an effective way to obtain remarkable purity for IgY with high antibacterial efficiency and long term 
production. 
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 قدمهم

 Staphylococcus) استافيلوکوکوس اورئوسباکتری 

aureus ) طلب فرصتهای  (پاتوژنبيماريزا )يکی از 

اين  .آيد می شماربه  دامسلامت انسان و  ةمهم در حوز

 ۀدامننيز های بيمارستانی و  باکتری علت شايع عفونت

 شايعمشکلات  همچون  ها عفونتديگر از  ای گستره

های  تا بيماری (مانند جوش و آبسه)پوستی 

مسموميت غذايی  و رديتپنومونی، اندوکا ةتهديدکنند

 ينتر مهماين باکتری يکی از  بر آن، افزون. است

بروز ورم پستان در گاوهای شيری بوده که  های عامل

 پادزيستی وانی را برای درماناهای فر هزينه

آن و کاهش کيفيت شير توليدی در  بيوتيکی( یآنت)

 Leslie & Clem, 1969; Haran)د کن اعمال می ها گله

et al., 2012های ناشی از  (. شيوع بالای بيماری

انسانی و دامی  ایه هامعجدر  استافيلوکوکوس اورئوس

و  سو يکبرای درمان آن از  بيوتيک یآنتو استفاده از 

های  های علمی مبنی بر پيدايش سويهافزايش گزارش

اين باکتری از سوی ديگر، موجب  برای پادزیمقاوم به 

در ارتباط با سلامت عمومی شده  ها ینگرانافزايش 

 یها سال در رو ينا(. از Haran et al., 2012است )

با افزايش  رويارويیاخير، همگام با جنبش جهانی 

، تلاش برای دستيابی به ستیپادزيمقاومت 

 عليه خطربی حال يندرعدارويی مؤثر و  های جايگزين

 افزايش يافته است.  اورئوسساستافيلوکوکو

ايمنيت از  گيری تواند بهره میها  ين روشيکی از ا

 ةزردهای  ايمنوگلوبولينخوراکی با استفاده از  يرفعالغ

برای  صرفه بهکه روشی عملی و  باشد( IgYمرغ ) تخم

فرآيند . در استها  عفونت بسياری ازدرمان غيرفعال 

های  ن مرغکردتوان با ايمن  می ،IgY کارگيری به

خاص،  بيماريزایيک  پادزیهای  شاخصبا  گذار تخم

را توليد  بيماريزااختصاصی عليه آن  (بادی آنتیپادتن )

 مرغ تخم ةطبيعی وارد زرد صورت بهها  پادتن. اين کرد

 های بيوشيميايی و روشو با استفاده از  شده

 هستندقابل جداسازی  (ايمونولوژيک) شناختی ايمنی

(Vega et al., 2012 اين .)پزشکی و ها که در  پادتن

ند با کاستن از ميزان مصرف ا دامپزشکی قابل استفاده

ريزجاندران توانند خطر  ها می بيوتيک آنتی

مقاوم به دارو را کاهش دهند  (های ميکروارگانيسم)

(Ebina, 1996.) صورت گرفته در  ۀاولي های بررسی

 تأثيربرای مهار يا کاهش  IgY تأثير توانرابطه با 

 اورئوس استافيلوکوکوس (لوژيکپاتوشناختی ) بيماری

 انتروتوکسين خالص عليه IgYکارگيری  به ،نشان داد

B سندرم مقابل ها را در ميمون اين باکتری توانست 

 ,.LeClaire et al) کند محافظت کشنده (شوکتکانۀ )

امکان توليد  زمينۀدر ها یبررساين وجود . با (2002

 ةشيو آسانیاختصاصی )به جهت  IgYکاربردی پودر 

 بررسیو نيز  استافيلوکوکوس اورئوسمصرف( عليه 

و  شناختی ايمنیبيوشيميايی،  های ويژگی

د اين باکتری، بر رشآن  (آنتی باکتريالضدياکتريايی )

 هایترين سروتيپيکی از مهم عنوان به
بسيار زای انسانی و دامی بيماری استافيلوکوکوس

 های هدف برای نيل به اين بررسیمحدود بوده و لذا 

 .شدطراحی و اجرا  بالا

 

 ها روشمواد و 
 توليد واکسن

 سازی ايمن برایمورد نياز  (ژن آنتیپادگن ) ۀتهي

از  يریگ بهرهبا  گذارتخم یها مرغ (ايمونيزاسيون)

انجام پذيرفت. به  Kariyawasam et al. (2004)روش 

 PTCC) رئوساستافيلوکوک اوباکتری  اين منظور،

های علمی  ميکروبی سازمان پژوهش مجموعۀاز  (1337

و  سلسيوس ۀدرج 37در دمای  و صنعتی ايران تهيه و

 IKA-KS4000i) دور در دقيقه 180با سرعت 

control, Germany)  ساعت )انتهای فاز  6به مدت

ها توسط  ياخته از آن . پسشدلگاريتمی( کشت 

 ,Sigma 6K15, Laboratory Centrifuges) سانتريفيوژ

Germany)  با سرعتg×5000  و در دقيقه  15برای

رسوب داده شدند. رسوب درجۀ سلسيوس  4دمای 

( PBS ،2/7 =pHبار با بافر نمکی فسفات ) 3آمده  دست به

 CFU/mLغلظت  دستيابی بهشستشو شد و سپس برای 

يت جمعيت ميکروبی با درنهاو مخلوط  PBS، با 2×109

 & Miles)ميزرا ) -مايلز روش يری از کشت بهگ بهره

Misra, 1938 )شده،  واکسن کشته ۀ. برای تهيييد شدتأ

باکتريايی، در  (سوسپانسيوندروايۀ ) ليتر ازميلی 40

شرايط حمام يخ، تحت تأثير دستگاه سونيکاتور 

(Ultraschallprozessor., Dr. Hielscher, UP200H, 

https://www.google.nl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi6sr2jnY3WAhWLmLQKHZ0cBqAQFggsMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&usg=AFQjCNHeHVDrmBXUe3XjpMplqKBBJXt_NA
https://www.google.nl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi6sr2jnY3WAhWLmLQKHZ0cBqAQFggsMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&usg=AFQjCNHeHVDrmBXUe3XjpMplqKBBJXt_NA
https://www.google.nl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi6sr2jnY3WAhWLmLQKHZ0cBqAQFggsMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&usg=AFQjCNHeHVDrmBXUe3XjpMplqKBBJXt_NA


 65 1397 راهب، 1 ة، شمار49 ة، دورايران دامیعلوم  

 

Stuttgart, Germany ) 15جريان برای  بيشينهبا 

 دروايۀن کرد (استريلسترون )ار گرفت. برای دقيقه قر

 45/0های (فيلترپالايشگر )از  ،شده کشته باکتريايی

 ,Acrodisc Gelman Sciences) ميکرومتری استفاده شد

Mississauga, Ontario, Canada)  نبود که برای تأييد

پليت شده روی  از دروايۀ سترون یا ، نمونهباکتری زنده

کشت Tryptic Soy Agar (TSA )حاوی محيط کشت 

 در تزريقآمده، تا زمان  دست واکسن به يت. درنهاشد

 سلسيوس نگهداری شد. ۀدرج -20 دمای

 

 گذارهاي تخمسازي مرغایمن

های ن مرغکرد ن، ايمIgYمرحله در توليد  نخستين

 و همکاران رانروش  باکه  است پادگنگذار با تخم

آزمايش اين در  .(et al., 2005 Ruanصورت گرفت )

قطعه مرغ  16 شمار ،مورد نياز پادتن ۀتهي برای

که در  W-36لاين  های ۀسفيد سوي لگهورن گذار تخم

ند. به اين شد سازی ايمن گی قرار داشتندهفت 40 سن

به ازای هر  ،سازیايمن نخستيندر  در آغازترتيب که 

 CFU/mL 109حاوی  دروايۀليتر ميلی 5/0 ،مرغ

 5/0به همراه  استافيلوکوکوس اورئوسباکتری 

 ,Biogen, CF112) ليتر ادجوانت کامل فروند ميلی

Mashhad, Iran)  ای به سينه ۀعضلمخلوط و در دو

 4و  2های يادآور . تزريقشدروش عضلانی تزريق 

سازی، به ترتيب با ادجوانت ايمن نخستيناز  پسهفته 

و ( Biogen, CF112, Mashhad, Iran)ناقص فروند 

 .(et al., 2005 Ruan) بدون ادجوانت انجام پذيرفت

 عنوان به نيز گذار تخم مرغ قطعه 16 شمارهمچنين 

 غيراختصاصی پادتن توليد برای (کنترل) شاهد گروه

، سرم پادگن یجا به بالاروش  باشد که  گرفته نظر در

در پايان . شدها تزريق  فيزيولوژيک همراه با ادجوانت

ليتری ميلی 5های سرنگاستفاده از با ه، هفت هر

 از وريد بال پرندگان گيریخون، آغشته به هپارين

تا زمان انجام  پس از جداسازی پلاسما،انجام شد و 

 سلسيوس ۀدرج -20بعدی در دمای  یها شيآزما

 صورت بهتوليدی  یها مرغ تخمنگهداری شد. همچنين 

 سلسيوس ۀدرج 4و در دمای  یگردآورروزانه 

جدا و  ها زردهند. سپس در پايان هر هفته نگهداری شد

غلظتيا  بررسی مربوط به یها شيآزمازمان انجام تا 

 ۀدرج -20در دمای اختصاصی  پادتن (تيتر) عيار

  ند.شدنگهداری  سلسيوس

 

 IgYاستخراج 

مرغ، تخم ةزرد پادتنبرای جداسازی و تخليص 

 ةچربی زرد (فازحالت )، جداسازی چالشترين  مهم

های آبی آن است. يکی از روش حالتمرغ از تخم

های آلی مرغ، استفاده از حلالتخم ةزرد پادتنتخليص 

 .کردتوان به کلروفرم اشاره است که از آن جمله می

چربی  حالتکلروفرم کمک بسيار شايانی در جداسازی 

کند. استفاده از اين مرغ میتخم ةآبی زرد حالتاز 

آب مقطر  مانندآب  ۀار يک حلال پايحلال در کن

تواند به بهترين نحو می اسيدی يا بافر نمکی فسفات

های ممکن و با سانتريفيوژهای دور پايين، پروتئين

؛ را جداسازی کند مرغ تخم ةمحلول در آب زرد

بازدة صورت گرفته،  های بررسی پايۀبر  که یطور به

ش از رو یريگ بهرهبا  IgYاستخراج  (راندمان)

پلی اتيلن گلايکول نسبت به فرآيندی که -کلروفرم

در  اند کردهاستفاده   6000گلايکول اتيلنپلی تنها از

(. به اين Polson, 1990) استبرابر  57/2حدود 

پس  ها از سفيده جدا ومرغتخم ةزرد در آغازه منظور

 ها در يک ظرفغشای زرده، زرده نکرداز پاره 

کلروفرم تجاری به ميزان  اهآنگ .تخليه شدند ای يشهش

ميزان دو برابر  هب ها و بافر نمکی فسفاتحجم زردههم

يکنواخت از  دروايۀها، مخلوط شد تا يک حجم زرده

 آمده دست بهدست آيد. سپس مخلوط ه ب ها ترکيباين 

درون  ۀهای در بستساعت درون شيشه 24برای مدت 

 . پسشدنگهداری  سلسيوس ۀدرج 4يخچال در دمای 

گذاری، اين مخلوط به از گذشت زمان انکوبه

و  سلسيوس ۀدرج 4سانتريفيوژ منتقل شد و در دمای 

دقيقه  30هزار دور در دقيقه به مدت  3با سرعت 

. سپس محلول رويی که حاوی شدسانتريفيوژ 

های محلول در آب بود درون ظروفی نگهداری پروتئين

مدرج  ۀ. حجم محلول رويی توسط استوانشد

درصد حجم آن )حجمی به  12گيری شد و  ازهاند

 شدبه آن اضافه و حل  6000گلايکول اتيلنوزنی( پلی

دقيقه در  30برای مدت  دوباره آمده دست بهو محلول 

دور در دقيقه  3000و با  سلسيوس ۀدرج 4دمای 



 ... (IgY) مرغتخم زردة اختصاصی بادیآنتی مؤثر کارگيری به و توليد و همکاران: اکبریعلی 66

 

که حاوی  درنگيسف. رسوب شدسانتريفيوژ 

و  یگردآورهای محلول در آب زرده بود  پروتئين

 .شدمنتقل  سلسيوس ۀدرج -20فريزر  سپس به

 

 پادتنپودر  ۀتهي

 و خشک محصولی عنوان به مرغ تخم ةزرد پادتن پودر

 ةاستفاد برای باارزش بسيار انتخابی تواند یم پايدار

که  رسد می نظر به .باشد Y ايمونوگلوبين کاربردی

 های روش ديگر به نسبت انجمادی کردن خشک روش

 در روش اين زيرا است؛ کارآمدتر IgY پودر ۀتهي

محصول  بيشتر يزانم پاششی، کردن خشک با مقايسه

 Yokoyamaآورد ) می فراهم را رطوبت کمتر درصد و

et al., 1992) .،حاوی  یها رسوب برای اين منظورIgY 

فريز شده بودند به دستگاه فريز دراير  پيش از اينکه 

 ندشدساعت خشک  24 گذشت از پسو  ندمنتقل شد

 مرغ تخماختصاصی )حاصل از  پادتنپودر  عنوان بهتا 

)حاصل از  یراختصاصيغ( و شده سازی ايمنپرندگان 

ند شو( استفاده شده سازی ايمنپرندگان غير  مرغ تخم

(Lee et al., 2002). 

 

 تعيين غلظت پروتئين کل

خون و  ی، پلاسمامرغ تخم ةغلظت پروتئين کل زرد

و با  بردفورداز روش  يریگ بهرهبا  پادتنپودر 

پروتئين  عنوان بهاز آلبومين سرم گاوی  يریگ بهره

 .(Bradford, 1976) استاندارد انجام پذيرفت

 

 کل به روش الایزاي غيرمستقيم پادتنتعيين ميزان 

از  يریگ بهرهبا  ها نمونهدر  Y پادتنبررسی غلظت 

انجام پذيرفت. به اين  Sunwoo et al. (2002) روش

به ميزان  IgYپلاسما و پودر  یها نمونه ر آغازدمنظور 

 ميزان برآورد و مقايسه ند. برایشدبرابر رقيق  1000

IgY از مجهول، های نمونه در IgY کلونال  پلی نرمال

(R&D systems polyclonal chicken IgY) عنوان به 

  IgY مختلف های رقت. شد استفاده استاندارد

 ،5/2 ،25/1 ،625/0 ،312/0 ،0 مقادير استاندارد در

 بافر کمک با ليتر يلیم بر گرم يلیم 25 و 10 ،5

 يریگ اندازهبرای  .شدند تهيه کربنات یب -کربنات

 کف دهی پوشش در آغاز ،ها نمونهکل در  پادتنغلظت 

شده انجام شد. به  رقيق یها نمونه با پليت یها چاهک

 درون نمونه ميکروليتر 100 ميزان اين منظور

 در پليت روز شبانه يک برای ريخته و سپس ها چاهک

پس از آن  شد. نگهداری سلسيوس ۀدرج 4 دمای

 بافر ميکروليتر 200با استفاده از  ها چاهک شستشوی

انسداد  ۀمرحل .انجام گرفت مرحله سه برای  شستشو

 کننده مسدود بافر از يریگ بهرهبا  ها چاهک (بلاکينگ)

 Merck-skimmedچربی ) بدون خشک شير شامل

milk) 5 تهيه درصد( بافر شده با PBS انجام گرفت )

 از ميکروليتر 200 پس از افزودن که به اين منظور،

 زمان در ساعت 2 نکردو سپری  ها چاهکبه  بافر اين

 سهدر  ها آن دوبارةشرايط آزمايشگاهی، شستشوی 

 اوليه پادتن سازی يقرقمرحله صورت پذيرفت. پس از 

 ( باIgY کوتاه و بلند های يرهزنج ضد وشیخرگ پادتن)

به ( PBS در درصد 5 خشک يرش) کننده بلوکه بافر

 پادتن از ميکروليتر 100 ميزان ،1000 به 1 نسبت

 پس از گذشت. شدشده به هر چاهک اضافه  رقيق ۀاولي

 100 ميزان، ها چاهک دوبارةو شستشوی  ساعت 2

 ضد بزی IgG) ثانويه ةشد رقيق پادتن از ميکروليتر

IgG )ساعت و  2 با سپری شدن. شد اضافه خرگوشی

 ميکروليتر 100 ميزان ،ها چاهک دوبارة شستشوی

 چاهک هر به تترامتيل بنزيدين (سوبسترایبسترة )

 از ميکروليتر 50 ميزاندقيقه  15اضافه شد و پس از 

هر  به مولار 1 يدسولفوريکاس ةکنند متوقف محلول

 ها با استفاده از پليت يتدرنهااضافه شد و  چاهک

 خوانده نانومتر 450 موج طول در خوان الايزا دستگاه

 .ندشد

 

 پادتن تعيين فعاليت اختصاصی

با استفاده از  ها پادتنبرآورد ميزان فعاليت اختصاصی 

 Sunwoo et)روش سان وو و همکاران انجام پذيرفت 

al., 2002) ،200ميزان  در آغاز. برای اين منظور 

سونيکه شده، که با  استافيلوکوکوس اورئوسر ميکروليت

 CFU/mLو حاوی  شده يقرقکربنات بی-بافر کربنات

 پس و پوشانده شدها کف چاهک بود،باکتری  2× 109

 سلسيوس ۀدرج 4در دمای  ساعت 8به مدت  از آن

مراحل صورت گرفته در  همۀدر ادامه قرار گرفت. 

 بالاکل که در بخش  پادتنغلظت  يریگ اندازهراستای 
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اختصاصی  پادتنميزان  يتدرنهاتا  شدبيان شد تکرار 

عليه باکتری مورد آزمون سنجيده شود. همچنين 

 پادتننسبت غلظت  پايۀبر  پادتندرصد خلوص 

به پروتئين کل برآورد  يراختصاصیغاختصاصی و يا 

 (.Sunwoo et al., 2002) شد

 

اختصاصی و  IgYمهارکنندگی پودر  تأثيربررسی 

 اورئوس استافيلوکوکوسبر رشد  يراختصاصیغ

 IgYگرم پودر ميلی 400و  200، 0مقادير  در آغاز

گروه  عنوان بهغيراختصاصی،  IgY نيزاختصاصی و 

 از آن پسو  ندمخلوط شد  TSBليتر ميلی 1، با شاهد

دقيقه و با  20به مدت  سلسيوس ۀدرج 4در دمای 

 Sigma)دور در دقيقه سانتريفيوژ  5000سرعت 

6K15, Laboratory Centrifuges, Germany )ند. شد

ميکرومتری  45/0های پالايشگرها از سپس اين محلول

ليتر از ميلی 2. شوند سترونتا  ندعبور داده شد

محيط کشت  ليترميلی 2با  آمده دست بههای محلول

TSB  حاویCFU/mL109×2  باکتری مخلوط و در

دور  180همراه با گردش  سلسيوس ۀدرج 37دمای 

مهارکنندگی سطوح  تأثيردر دقيقه، قرار داده شدند تا 

اختصاصی و  IgYگرم پودر ميلی 200و  100، 0

 برای. (Lee et al., 2002) شودغيراختصاصی برآورد 

و  4، 2، 0های ها، در ساعتبررسی ميزان رشد باکتری

 ،(لگاريتمی مرحلۀ انتهای) (انکوباسيون) نگهداری 6

 مايع کشت های يطمح از ميکروليتر 100 ميزان

 بار سه با ميزرا -مايلز روش از گيری بهره با و برداشته

 و شب يک )برای TSA محيط روی کشت تکرار،

 & Miles)گرفت  انجام (سلسيوس ۀدرج 37دمای

Misra, 1938). ةدهند تشکيل یواحدها شمار يتدرنها 

 یها زمان در ها نمونه از ليتر يلیم هر در (کلنیپرگنه )

 .شد محاسبه بررسی مورد

 
 آماري وتحليل یهتجز

نهايی با استفاده از  وتحليل يهتجزها، پس از ثبت داده

انجام شد. ميانگين  SAS (2001)افزار نرم GLM ۀروي

ها با استفاده از روش حداقل مربعات مقايسه داده

ها داده وتحليل يهتجز برایند. مدل آماری که شد

 که در آن ،است Yij = µ+Ai+eijشامل  شداستفاده 

Yij  =هر مشاهده،  ميزانµ  ها همشاهد= ميانگين ،Ai = 

 است. مانده یباقاثر  = eijاثر تيمار، و 

 

 نتایج و بحث
 استافيلوکوکوسعليه  IgYفعاليت اختصاصی 

 اورئوس

ه است، پس از شدارائه  1گونه که در شکل همان

 عليه پادتن، فعاليت اختصاصی سازی ايمن نخستين

های در پلاسمای مرغ اورئوس استافيلوکوکوس

افزايش يافت. پس از دومين تزريق در روز  گذار تخم

ادامه  یا ملاحظه شايان، اين روند افزايشی به شکل 14

دوره در سطوح بالای خود نسبت به دو  پايانيافت و تا 

ی نيز همسان. تغيير (P > 01/0)باقی ماند  آغازين ۀهفت

عليه اين باکتری در  IgYدر فعاليت اختصاصی 

، با اين تفاوت که فعاليت شدها مشاهده مرغ تخم

به بعد افزايش  21مرغ، از روز در تخم پادتناختصاصی 

 همۀا، برای نشان داد و همچون پلاسم یتوجه شايان

 شدهفته(، در سطوح بالا حفظ  8برداری ) نمونه ةدور

(01/0P<).  مرغ تخم ةه در زردکردتأخير در پاسخ بروز

تواند مربوط به نسبت به پلاسما )يک هفته( می

انتقال و  ةتشکيل زرده و نحو برایلازم  زمان مدت

 .(Kitaguchi et al., 2008) در زرده باشد پادتنتجمع 

تحت  طور عمده بهها، پادتنفعاليت اختصاصی 

است. اين خاصيت نيز  پادگنزايی ايمنی توانتأثير 

مختلفی همچون  های عاملخود، تحت تأثير  ۀنوب به

، مسير پادگن ميزان، پادگن فرد منحصربههای ويژگی

تواند دچار تغيير آلودگی، نوع ادجوانت و نژاد پرنده می

 ةدهند نشانوو و همکاران انس های يشآزما. نتايج شود

تواند بهترين آن است که استفاده از ادجوانت فروند می

 ة، برای يک دورپادتن غلظتپاسخ را در تداوم 

بره  ة، عصارAهای کوئيل نسبت به ادجوانت مدت دراز

بروز دهد  Cochinchia momordica ۀدان ةموم و عصار

(Sunwoo et al., 2002.)  یخوب بههمچنين، امروزه 

گيری از تزريق عضلانی ثابت شده است که بهره

گذار های تخم، در مرغسازی ايمنيک روش  عنوان به

تواند با توليد بالا، می سويه يک عنوان بهلگهورن  ۀسوي

سبب  پادتنوری بالاتر توليد بهره برایبهترين نتايج را 

 . (Sun et al., 2008) شود
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 های خود بررسی محققان در نتايج هرچند برخی

در  ملاحظه قابلتغيير  نبودبه دليل  ،اندهکردپيشنهاد 

 پس از دومين تزريق يادآور پادتنفعاليت اختصاصی 

 ، انجام اين تزريق امری غيرضروری است(28)روز 

(Sunwoo et al., 2002،)  بررسی نشان نتايج اين اما

حفظ چگالی نوری در  برایانجام اين تزريق  ،داد

 تواند یم مدت دراززمانی  ة برای يک دورسطوح بالا

 لذا با عنايت به .(Lee et al., 2002باشد ) مؤثر یخوب به

که  کردتوان چنين بيان ها میيافته اين

به همراه ادجوانت فروند،  استافيلوکوکوس اورئوس 

توليد سطوح بالای  برایدارای خاصيت القايی بالايی، 

لگهورن سفيد، برای يک گذار های تخمدر مرغ پادتن

 مدت طولانی بوده است.
 

 ۀو زرد ي خونپلاسمابيوشيميایی هاي ویژگی

 شده مرغ پرندگان ایمن‌تخم

آزمايش تغيير  ةدور دری پروتئين کل يغلظت پلاسما

 از. با اين حال، (1را نشان نداد )جدول داری معنی

و به خود گرفت  افزايشیسوم آزمايش سير  ۀهفت

های تا پايان هفته (P=096/0) یا هيحاش صورت به

غلظت  پذيری. تغييرشدآزمايش در سطح بالايی حفظ 

IgY سازی و در کل در پلاسما نيز پس از دومين ايمن

  (>01/0Pداری )معنی طور بهچهارم آزمايش  ۀهفت

 

 ۀيادآور در هفت سازیافزايش يافت و با القای ايمن

به  تا هفتمهای پنجم کل در هفته IgY، مقادير چهارم

در سطح  پس از آناوج سطح خونی خود رسيد و 

)نسبت غلظت  پادتن . درصد خلوصشدبالايی حفظ 

IgY )داشت ی همسانروند  نيز پلاسما به پروتئين کل

ششم  ۀدر هفت ،سازیپس از آخرين ايمن که یطور به

 .(>01/0Pبه بالاترين سطح خود رسيد )

پروتئين کل در  ت، غلظسازی ايمنپس از اعمال 

های داشت و در هفته نيز روند افزايشی مرغ تخم ةزرد

  ششم و هفتم آزمايش به بالاترين سطح خود رسيد

(07/0=P) غلظت .IgY  پنجم  ۀاز هفتنيز کل در زرده

اين روند تا  .(>05/0Pگرفت ) روندی افزايشیآزمايش 

نسبت  داریمعنی شکلبه  یرکورد بردار ۀآخرين هفت

. تری قرار داشتهای آغازين در سطح بالاهفته به

از و  روند افزايشی نشان دادنيز  پادتنخلوص  درصد

به بعد در سطوح بالای خود باقی ماند های پنجم هفته

(01/0P< .)پيشين یها گزارش نتايج برخی از هرچند 

 مرغ تخم ةکل در زرد IgYکه غلظت  استبيانگر آن 

داری را نشان ر معنیتغيي سازی ايمناعمال  پس از

های اما يافته (،Lee et al., 2002) دهدنمی

 آن است که ةدهند نشانآزمايش  اين در آمده دست به

داری در غلظت افزايش معنی تزريق، دومينپس از 

 .قابل مشاهده است یخوب به مرغ تخم ةزرد پادتن

 
 ةدر طول دور اورئوس.استافيلوکوکوسن شده با  مهای اي مرغ در مرغ تخم ةاختصاصی پادتن پلاسما و زرد های يتفعال .1 شکل

 ند.هست ها يقزمان تزر ةکنند . نشانگرها مشخصآزمايش
Figure 1. Specific activities of plasma and egg yolk antibodies in Staphylococcus aureus immunized hens during 

experimental period. Arrows indicate the time of injections. 

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1 7 14 21 28 35 42 49

o
p

ti
ca

l 
d

en
si

ty
 (

O
D

) 

days of experiment 

 سرم زرده تخم مرغ



 69 1397 راهب، 1 ة، شمار49 ة، دورايران دامیعلوم  

 
سازی ايمن ةدور درمرغ  تخمة در پلاسما و زرد IgYو نيز درصد خلوص   IgYو  پروتئين کلغلظت  پذيریتغيير .1 جدول

 گذارهای تخم مرغ
Table 1. The alterations of total protein and IgY concentrations as well as IgY purity in plasma and egg yolk during 

the immunization period of laying hens 
Weeks of experiment 

P-Value SEM 8 7 6 5 4 3 2 1  
 

         
Serum (mg/mL) 

0.096 2023 45.54 44.95 43.60 43.19 42.74 40.09 39.28 37.89 Total protein 
0.005 0.632 4.13 ab 4.36 a 4.92 a 4.68 a 4.09ab 3.84 b 3.77 b 3.51b IgY Total 
0.047 1.48 9.06 c 9.69bc 11.28 a 10.83 b  9.56 bc 9.57 bc 9.59 bc 9.26 c Purity (%) 

         Egg Yolk (mg/mL)   
0.071 17.75 97.96 98.65 100.19 97.38 96.18 96.78 95.60 92.58 Total protein 
0.042 1.98 17.23 a 17.02 a 16.87b 16.89 b 15.82 ab 14.45 bc 12.91 c 12.06c IgY Total 
0.001 1.39 17.58 a 17.25 a 16.83 b 17.34 a 16.44 b 14.93 bc 13.50 c 13.02 c Purity (%) 

 تزريق شد.به پرندگان  به روش عضلانی 28و  14، 1در روزهای شده  سونيکه استافيلوکوکوس اورئوس 

a-c :دارندداری  یهای غيرهمسان در هر رديف از نظر آماری تفاوت معن با حرف های يانگينم (05/0 < P.) 
Chickens were injected IM with sonicated Staphylococcus aureus on days 1, 14 and 28.  

a-c: Means with different superscript letters are significantly different (P<0.05). 

  

   IgY پودرشيميایی  ایمنیهاي ویژگی

اختصاصی و  پادتنپروتئين پودر  ميزانهرچند 

تفاوت  اورئوس استافيلوکوکوسغيراختصاصی عليه 

 IgYاما با اين وجود غلظت  ،را نشان نداد یدار یمعن

درصد بالاتر  25اختصاصی حدود  شکلکل در 

(05/0P<)  به   .(2)جدول  بودآن  یراختصاصيغنوع از

انجمادی نسبت به  کردن خشکرسد که روش نظر می

کارآمدتر باشد، زيرا  IgYپودر  ۀهای تهيديگر روش

پاششی  کردن خشکاين روش در مقايسه با روش 

محتوای کمتر رطوبت را فراهم  و ر محصولتبيش ميزان

(؛ با اين وجود Yokoyama et al., 1992) آوردمی

در ميزان فعاليت اختصاصی  یا ملاحظه قابلتفاوت 

ها مشاهده نشده و آنچه  فراهم شده با اين روش پادتن

هرکدام از اين فرآيندها  درپیپیمسلم است اعمال 

را در پی  زيانباری ريتأث IgYعمل  توانبر  تواند یم

 (.Chalghoumi et al., 2009داشته باشد )

ة محلول در آب زردی ها نيپروتئحالت استخراج 

د با استفاده از هستن های زردهمرغ که حاوی پادتن تخم

ميزان بالايی از پروتئين را با  تواند روش پولسون می

درصد از زرده استحصال  71درصد خلوص بالای حدود 

 ةهای بالای زرد حجم شيوة استخراج، در حضورکند. اين 

 ،سانتريفيوژهای دور بالا به بدون دسترسی يامرغ و تخم

را برای دستيابی به بالاترين بازده و توانايی بسيار خوبی 

در ديگر  . چراکهآورد یم فراهم پادتندرصد خلوص 

شده توسط آکيتا و  ی استخراج همچون شيوة ارائهها روش

ی جا به پادتن تنها نه، (Akita & Nakai, 1992) ناکايی

اسازی از حالت رسوبی بايد از حالت مايع جدا شود، جد

بلکه نيازمند به استفاده از سانتريفيوژهای با دور بالا برای 

ی ها نهيهزی بسيار زياد است که سبب اعمال ها حجم

. از شود یمفراوان و صرف زمان بسياری برای استخراج 

در بهترين  ها آنی ارائه شده توسط ها روشسوی ديگر 

ی ساز خالصدرصد  30ا توانسته است تا حدود حالت تنه

 در پودر را اعمال کند.

 
 و اختصاصی IgYپودر شيميايی  ايمنیهای ويژگی .2جدول 

 توليدشده به شيوة ليوفيليزهغيراختصاصی 
Table 2. Immunochemical characteristics of specific 

and nonspecific IgY powder produced by 

lyophilization 
Protein (mg/g) IgY (mg/g) Purity (%) IgY powder 

561± 7.02 398.3 a ±5.61 70.9 a ± 0.07 Specific IgY 
542 ± 6.30 256.7b ± 4.38 47.3 b ± 0.06 Nonspecific IgY 

a-b: های غيرهمسان در هر ستون از نظر آماری  با حرف های ميانگين

 (.>05/0P)داری دارند تفاوت معنی
a-b: Means with different superscript letters are significantly different 

(P<0.05). 

 
اختصاصی و  پادتنمهارکنندگی پودر  تأثير

 استافيلوکوکوس اورئوسغيراختصاصی بر 

استافيلوکوکوس از رفتار  آمده دست بهمنحنی رشد 
تا  0تأخيری )ساعت  مرحلۀ ،شامل سه مرحله اورئوس

 مرحلۀرشد تصاعدی يا  ۀانکوباسيون(، مرحل 2

 بيشينه ۀانکوباسيون( و مرحل 6تا  2لگاريتمی )ساعت 

ايستايی رشد بود. لذا با توجه به منحنی رشد، بررسی 

اختصاصی و غيراختصاصی  پادتناثر مهارکنندگی پودر 

 مرحلۀساعته يعنی تا انتهای  6زمانی  ةدر يک باز



 ... (IgY) مرغتخم زردة اختصاصی بادیآنتی مؤثر کارگيری به و توليد و همکاران: اکبریعلی 70

 

استفاده از سطوح پايين  .(2)شکل  شد انجاملگاريتمی 

ليتر( گرم در ميلیميلی 100) اختصاصی پادتنپودر 

بر مهار رشد ميکروب در مقايسه  یا ملاحظه قابلتأثير 

 پادتنليتر گرم در ميلیميلی 100) شاهدبا گروه 

غيراختصاصی( نداشت. با اين وجود، انکوباسيون 

 پادتنليتر گرم در ميلیميلی 100باکتری در مجاورت 

رشد ميکروبی در  دار یمعن يرغسبب کاهش  اختصاصی

. (2شکل، log CFU/mL 20/0انکوباسيون شد ) 6ساعت 

به ازای هر  اختصاصی پادتنگرم ميلی 200اما افزودن 

سبب  CFU/mL 109×2ليتر محيط کشت حاوی ميلی

انکوباسيون،  4تا  2 های تساعکه در خلال  شد

 log CFU/mL 2/0جمعيت ميکروبی تنها در حدود 

 200آنکه اين افزايش در گروه شاهد ) افزايش يابد، حال

( در غيراختصاصیليتر پادتن گرم در هر ميلیميلی

بود. اين نتيجه بيانگر آن است log CFU/mL  4/0حدود

سطح دوم پادتن اختصاصی در مقايسه با گروه  کاربردکه 

رشد ميکروب در  لگاريتمی 1سبب کاهش  آن شاهد

-(. همچنين، بهره>05/0Pانکوباسيون شد ) 4ساعت 

دار جمعيت گيری از اين سطح سبب کاهش بسيار معنی

در مقايسه با  log CFU/mL 20/1باکتريايی تا حدود 

(. اين >05/0Pانکوباسيون شد ) 6گروه شاهد، در ساعت 

 Sunwoo et al. (2002) های بررسی ها با نتايجيافته

 180 کاربرد، اگرچه نگزارش آنا بربنااست.  يکسان

ليتر محيط اختصاصی به ازای هر ميلی پادتنگرم ميلی

دار جمعيت باکتری شد، اما  کاهش معنیکشت، موجب 

های های شاهد ديده نشد. بر پايۀ يافته اين تأثير در گروه

ميکروسکوپ الکترونی،  های هآمده از مشاهد دست به

سطحی باکتريايی  یها اتصال پادتن اختصاصی به ترکيب

ترين  و تغيير ساختمانی سطوح ميکروبی، مهم

وساز تأثير مهارکنندگی پادتن اختصاصی بر رشد  ساخت

 (.Lee et al., 2002; Sunwoo et al., 2002باکتری است )

که  داد، نشان آمده دست بهز سوی ديگر نتايج ا

 ميزاناختصاصی، وابسته به  پادتنگيری از پودر بهره

مصرف، مهار رشد  ميزانز مصرفی بوده و با افزايش دُ

 پادتنبالاتر  تواند. دامی رخمؤثرتری  طور بهميکروبی 

در  طور عمده بهدر مهار رشد ميکروبی  اختصاصی

همکوشی دو پديده بروز کرده است. رويداد اول،  ۀنتيج

های مرغتخم ة، در زردپادتنصی افزايش فعاليت اختصا

دوم، افزايش غلظت  ةاست و پديد شده سازی ايمن

در پودرهای  IgYآن درصد خلوص  یدر پو  پادتن

IgY لذا اين  .است شاهدهای اختصاصی نسبت به گروه

 پادتنافزايش همزمان غلظت و فعاليت اختصاصی 

 طور به اختصاصی پادتنمهاری  توانموجب شد تا 

 تحت تأثير قرار گيرد.ای ويژه

 

 
 200و  100، 0های مختلف )( در حضور غلظتCFU/mL 109×2) استافيلوکوکوس اورئوسمهار رشد های  یمنحن .2شکل 

 غيراختصاصی و اختصاصیليتر( پودر پادتن گرم بر ميلی ميلی

 ( است.>05/0Pدار )معنی شکلتر به شمارش ميکروبی پايين ةدهند نشان 
Figure 2. Growth inhibition curves of Staphylococcus aureus (2 × 109 CFU / mL) in the presence of different 

concentrations (0, 100 and 200 mg / mL) of specific and nonspecific IgY powder. 

 Indicates significantly lower counts (P<0.05). 
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 گيري کلینتيجه

 بيانگر آن است، باکتریها يافتهاين نتايج 

به همراه ادجوانت فروند،  استافيلوکوکوس اورئوس

خاصيت القايی بالايی، برای توليد سطوح بالای پادتن در 

زمانی  ةگذار لگهورن سفيد، برای يک دورهای تخممرغ

راهی  پولسونگيری از روش همچنين بهره د.دار طولانی

 بالا، برای به ةو با بازد مدت درازمؤثر در جهت توليد 

 

دست آوردن پادتن اختصاصی با درصد خلوص مطلوب 

پودر پادتن اختصاصی، وابسته به  تأثير ضدباکتريايی است.

 ۀدر نتيج و اين توانمندیز مصرفی بوده ميزان دُ

درصد  واليت اختصاصی همکوشی دو پديده افزايش فع

تواند اين محصول را به نامزدی  یماست که  IgYخلوص 

از  آمده دست بهارزشمندی برای مهار و يا درمان مشکلات 

 تبديل کند. استافيلوکوکوس اورئوس
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