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  الخلاصة

الكامل المقتول بالفورمالين    Pasteurella multocida ت  الدراسة الحالية لتقييم مستضد جرثومةصمم     
إذ انه من الضروري  , )رئة مصابة من الأغنام والماعز (والمحضر من عترة محلية معزولة من حالات مرضية

 .استخدام العتر القياسيةمعرفة الأنواع المحلية المنتشرة لغرض استخدامها في تحضير لقاح فاعل، وعدم 

سعت الدراسة لتقييم القابلية التمنيعية لمستضد الجرثومة بدراسة تأثيراته المناعية في الحيوانات المختبرية وذلك 
بواقع جرعتين ضمن جدول معين وتعريض الحيوانات الممنعة لجرعة  (0.5ml / moues) بحقنة بالبريتون

كانت نسبة الحماية المتولدة في المجموعة الممنعة  .الجرثومة الحيةالحاوية على  Challenge doseالتحدي  
 .في حين هلكت حيوانات مجموعة السيطرة جميعها  P. multocida   65% بمستضد جرثومة 

  
STUDY THE IMMUNO POTENCY OF P. multocida 

ANTIGEN ON EXPERIMENTAL ANIMALS 
 

Abstract 
      The current study was designed to assess the immune potency of whole cell 
killed antigen of Pasteurella multocida  prepared from 1ocal strains isolated from 
satisfactory cases (infected lung from sheep and goat), as it is necessary to know the 
local species deployed for use in the preparation of an effective vaccine,  rather than 
vaccines prepared from standard isolates . The aim of this study is evaluate the 
immune potency of prepared antigen through its injection intraperitoneally in mice 
(0.5ml/moues) for two doses, protection being judged by the ability of immunized 
mice to survive challenge infection with virulent homologous microorganisms. 
Protective activity was achieved 65%, while the control group lost all animals. 

  
  المقدمة

 جرثومة نظرا للخسائر الاقتصادية الكبيرة التي تسببها      
Pasteurella . multocida   جراء ضراوتها في إحداث

وبسبب تفشي  , الإمراض في الإنسان والحيوانات والطيور 
 الإمراض المتسببة عنها  ففي الابقار والجاموس تسبب بكتريا 

P. multocida  النوع المصلي E,B  مرض عفونة الدم النزفية
(Hemorrhagic Septicemia) [1] وع المصلي ، أما النA  
  (Shipping fever)فيعد المسبب المرضي لمرض حمى النقل

تسبب   .[2]والتهاب الضرع الشديد في الأبقار والجاموس

حالات مرضية عديدة في الاغنام   P. multocidaجرثومة 
والماعز في معظم بلدان العالم وبأعمار مختلفة،تسبب الجرثومة 

ي الاغنـــام وذات ف (Shipping fever) مرض حمى النقـل
 . [3] ي الاغنام والماعزف (Enzootic pneumonia) الرئــة 

وفي الدجاج والدجاج الرومي تسبب الجرثومة مرض كوليرا 
أما الإصابة في الإنسان [4,5] (Fowl cholera) الدواجن 

تحدث نتيجة للتعرض لعضات الكلاب وخدش القطط او انتقال 
 يوانات الحقل المصابة الجرثومة عن طريق التماس مع ح

وكذلك قلة الدراسات التي أجريت حول مرض  ,  [6,7]
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في الأغنام إذا ما قورنت  Pasteurellosis الباستورلوسز  
بالدراسات التي أجريت حول نفس المرض في الأبقار 

وخاصة فيما يتعلق بدراسة الخواص المميزة للجراثيم  ,والجاموس
للتعرف على [8]  الاستضدادية وخواصها , المعزولة في الأغنام

مدى اختلاف العتر المعزولة بعضها عن بعض لما لذلك من 
أهمية بالغة في تعيين العتر الممكن استعمالها للتمنيع ضد 

وللأسباب المذكورة أعلاه ارتأينا في الدارسة الحالية  .المرض 
استخدام عتر محلية معزولة من حالات مرضية في الأغنام 

إذ  ,خدامها في تحضير مستضد الجرثومة الكامل والماعز واست
من الضروري جدا معرفة الأنواع المحلية المنتشرة لغرض 

وعدم استخدام العتر  ,استخدامها في تحضير لقاح فاعل 
وان الكثير من البحوث أوضحت عدم وجود حماية  , القياسية 
  . P . multocidaبين أنواع  Cross protection ) تصالبية 

لذلك سعت الدراسة لتحضير مستضد لقاحي تجريبي ضد  [9]
في    P . multocidaالإصابة بجرثومة               

من عزلات محلية وقد )الأغنام والماعز (الحيوانات الحقلية 
  -: تضمنت المحاور الرئيسية آلاتية

 .تحضير مستضد الجرثومة الكامل المقتول بالفورمالين  .1

ة للمستضد المحضر وذلك بدراسة تقييم القدرة التمنيعي .2
تأثيراته المناعية في الحيوانات المختبرية وذلك بحقنه ضمن 

  جدول معين وتعريض الحيوانات الممنعة لجرعة التحدي 

challenge dose 

  
  Methodsطرائق العمل

 العترة المستخدمة في تحضير المستضد 

  P. multocidaتم الحصول على عترة نقية من جراثيم       
الاغنام ( من حيوانات حقليه مصابه بالجرثومه ًمعزولة محليا

 .Pتم التأكد من نقاوة العزلة وكونها  .[10] )والماعز

multocida      بأستخدام نظامapi E20  [11]  جرت إدامة 
العترة الجرثومية بأعادة زرعها على وسط أغار نقيع القلب 

ًيوما ، ولإدامة  15-10والدماغ المضاف اليه الدم مرة خلال 
الجرثومة جرى حقنها في فئران بيضاء نوع  (Virulence)فوعة 

 Balb/c غم، مرة ) 25-20( أسابيع تزن الواحده (6-8)بعمر
ٕكل ثلاثة الى أربع أسابيع واعادة استنباتها من دم القلب 

  .المسحوب عند احتضار الحيوان او موته
  

 طريقة تحضير المستضد 

الكامل     P. multocidaثومة حضر مستضد جر      

 Mukker,et   al,1979المقتول بالفورمالين بحسب  طريقة 

اختيرت احدى العزلات الجرثومية لتحضير المستضد والتي [12]
 -:كانت الأكثر ضراوة لحيوانات التجارب 

نميت الجراثيم المعزولة على مرق نقيع القلب والدماغ ،   -1
  º.م37ة ساعة بدرج 24-18 وحضنت لمدة 

 5000  رسبت الخلايا الجرثومية بجهاز المنبذ على سرعة -2

وعلق الراسب بكمية مناسبة من  .دقيقة 15 دقيقه لمدة / دوره 
   % 0.3دارئ الفوسفات الملحي الحاوي على الفورمالين بنسبة

  .ووضع في أنبوبة زجاجية نظيفة ومعقمة

م 37رجة ساعة بد 24 – 18حضن العالق الجرثومي لمدة  -3
  .لقتل الجراثيم

تم التأكد من قتل الجرثومة وعدم تلوث المستضد بجراثيم  -4
    أخرى وصلاحيته للاستعمال بأجراء فحص العقامة 

(Sterility )   بعدها فصلت الجراثيم المقتولة باستخدام جهاز
  .دقيقه ولمدة ساعة/ دوره 5000 المنبذ المبرد وبسرعة 

م غسلت الجراثيم المترسبة ثلاث  التخلص من الراشح،ث-5
مرات بمحلول الملح الفسلجي وبمساعدة جهاز المنبذ المبرد 

  .دقيقه ولمدة نصف ساعة لكل مرة /دوره  5000 وبسرعة 

إعادة تعليق راسب الخلايا في محلول دارئ الفوسفات  .7
 التخفيف المطلوب من العالق بحسب 7.2الملحي ذو باء هاء 

تحديده بوساطة مقياس الطيف الضوئي على الجرثومي الذي تم 
 تركيز لتعادل 0.25نانوميتر وقراءة قياسها  600 طول موجي

تم حفظ المستضد المحضر   [14 ,13] مل / جرثومة 108×3
 .لحين الاستعمال  20 -تحت درجة 

  
 المستضد المحضر اختبار 

 :  Safety test فحص السلامة -1

أسابيع   (6-8)بعمر Balb/c فئران بيضاء نوع  4 حقنت       
بالمستضد المحضر بجرعة مضاعفة في البرويتون ، وفي نفس 
الوقت حقنت مجموعة السيطرةوالتي كانت بنفس نوع ووزن 
المجموعه الاولى بمحلول الملح الفسلجي وبنفس طريقة الحقن ، 

أيام للتأكد من سلامة  7 وتمت مراقبة الفئران المحقونة مدة
 .ه للاستعمالالمستضد وصلاحيت

  : Sterility test فحص العقامة -2
تم زرع عينة من المستضد البكتيري المحضر على عدد       

من الاوساط الزرعية، وسط الماكونكي ، ووسط المرق المغذي 
الاعتيادي ووسط آغار نقيع القلب والدماغ المضاف إليه الدم 

ة ، ووسط آغار الدم ، حضنت الاوساط المزروع %5بنسبة 
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باستخدام حاضنه لاهوائيه  (تحت الظروف الهوائية والاهوائية 
COمجهزة ب 

حساب الجرعة القاتلة لنصف العدد من الحيوانات وذلك 
، وتم حساب  (Proportional distance)بأستخراج قيمة 

يتم التخفيف الذي سبب  قتل نصف العدد من الحيوانات لوغار
 -:وكما ياتي  [15]وذلك بتطبيق قوانين خاصة وارده في 

، ) ساعة24-48 (  لمدة 37c   بدرجة     )  2
للتأكد من نقاوة المستضد، وخلوه من الجراثيم الحية، وعدم 

 .تلوثه

 :  Challenge Testاختبار التحدي -3

 تحضير حيوانات التجربة -أ

نات التجربة من شركة الكندي تم الحصول على حيوا      
 لإنتاج المصول واللقاحات، وكانت عبارة عن فئران بيضاء نوع 

Balb /c  غم (25-20)أسابيع، تزن الواحدة ( 8-6 ) عمرها 
جميعها من الذكور، وضعت في اقفاص خاصة، وتم تغذيتها 

 .عليقة جافة ووضعت في غرفة تربية تحت ظروف ملائمة

            لنصف عدد الحيواناتحساب الجرعة القاتلة-ب
Lethal dose 50 (LD50) : 

Proportional distance= 
50% - mortality at dilution next below\( 
mortality  next above)–(mortality  next blow) 

 
Log LD50 =log of lower dilution + Proportional 
distance x (log of higher dilution - log of lower 
dilution) x log of dilution increment 

LD50 dosage =cells/ml of original culture x 
LD50 dilution x volume injected 
Number of infectious unit/ml orig. =avg. plat ct. 
/vol. plated x dilution factor 

 : Bacterial countالبكتيري العد  .جـ

 في العد  ( serial dilution)اتبعت طريقة التخفيف المتسلسلة 
الجرثومي التي استخدمت في حساب الجرعة القاتلة لتحديد 

 No. Of)من الحيوانات  %50العدد الجرثومي الذي سبب قتل 

infections units/ml) وكما يأتي:- 

تم تعيين الجرعة القاتلة لنصف العدد من الحيوانات اعتمادا  
   -                         :ومثلما يأتي[23] على 

 استخدم ستة و ثلاثون فأرا -  :تحضير حيوانات التجربة -1
-20)دة أسابيع تزن الواح-6)  8(عمرها Balb/cابيض نوع 

غم وجميعها من الذكور قسمت الى ستت اقفاص، كل (25
 .فئران(6) قفص يحوي 

 مرق نقيع القلب  على  P. multocida زرعت جراثيم -1
 24 وحضن لمدة  Brain heart infusion broth)(والدماغ 

 حضر عالق من الجرثومة المعزولة ، في محلول دارئ -2 .م37ساعة بدرجة 
وبأستخدام  PH  7.2الفوسفات الملحي ذو أس هايدروجيني 

نانوميتر  600 جهاز قياس الطيف الضوئي على طول موجي 
يز المطلوب من العالق لتعادل الترك 0.25 وقراءة قياسها 

10×3الجرثومي والحاوي على

 حضرت سلسلة من تخافيف عشرية لعشرة تخافيف من -2
خلية  108×3التركيز الأصلي للعالق الجرثومي الحاوي على

  .مل  /
ًمل من العالق للتخافيف الخمسة الأخيرة ابتداء  0.1  زرع -3
10( من

  .مل  /خلية  8
-5

 حضرت تخافيف عشرية متسلسلة من العالق الأصلي -3
10×3الحاوي على

وهي نفس التخافيف التي حقنت بها فئران ) 10-9 – 
من  %50التجارب لاستخراج التخفيف الذي سبب قتل 

حيث زرع من كل تخفيف ثلاثة أطباق وحضنت  (الحيوانات
احتسبت عدد الجراثيم اللازمة  .  )ºم37ساعة بدرجة  24لمدة 
ًمن الحيوانات اعتمادا على المعادلة الآتية بحسب  %50 لقتل 
 .[ 15]  فيما ورد

  9-10.الى  1-10مل ، ابتداء من / خلية  8

، وتم  9-10الى  5- 10ًاخذت خمس تخافيف ابتداء من  -4
عة فئران، وبجر 6 حقن كل تخفيف في مجموعة مكونة من 

 وحقنت . (Intraperitoneal) مل في البريتون 0.5مقدارها 
 Normal) مجموعة السيطرة بمحلول الملح الوظيفي     

slain).     معامل التخفيف ×معدل عدد الجراثيم للاطباق الثلاثة 

  =مل  /عدد الجراثيم 

 مراقبة الحيوانات بعد الحقن مدة اسبوع، سجلت خلالها عدد -5 
 %50 الهلاكات لكل مجموعة لتحديد التخفيف الذي سبب قتل 

 .من الحيوانات

 حجم العالق الجرثومي الذي تم زرعه

 : Challenge testطريقة اجراء أختبار التحدي 

أسابيع  )8-6(بعمر  Balb\ c فأر ابيض نوع 40 استخدم 
ور  قـسمت وكانـت جميعهـا مـن الـذك ,غـم  25-20 يـزن الواحـد 

  -:فأر  20 ُالفئران عشوائيا على مجموعتين كل مجموعة تضم 
شخيصها من الحيوانات النافقة للتأكد  عزل الجرثومة وت-6

منها، وذلك بفحص المسحات المصبوغة بصبغة غرام وصبغة 
المثلين الازرق، واجراء الفحوصات الكيموحيوية على الجرثومة 

 .المعزولة 

               حقنـــــت بمستـــــضد جرثومـــــة  (A): -المجموعـــــة الاولـــــى 
P. multocida  0.5لمقتولة بالفورمالين فـي البريتـون بجرعـة  ا   

52 
 



    56-50  الصفحة، 2008 ،1، العدد49  المجلة العراقية للعلوم، المجلد                                          صالح وجماعتها 

جرثومــة لكــل فــأر، ثــم اعطيــت  108 × 51.مــل حاويــة علــى 
مـن  (Boosting Dose)قويـةالحيوانـات جرعـة اخـرى وجرعـة ت

 ×1.5فأر في البريتون حاوية على  /مل  0.5المستضد مقدارها 

مل بعد مرور اسبوعين من اعطاء الجرعة الاولـى  /جرثومة 108
  .( 1) وكما موضح في جدول رقم 

حقنــت محلــول  - ) :Bمجموعــة الــسيطرة ( المجموعــة الثانيــة 
وبطريقـة  PH  7.2دارئ الفوسـفات الملحـي ذا أس هايـدروجيني 

 .وكمية الجرعة المعطاة نفسها للمجموعة الاولى

 Challenge doseاعطيـــت المجمـــوعتين جرعـــة التحـــدي 

بعـد مـرور اسـبوعين مـن جرعـة التقويـة  LD50 100والمـساوية لــ 
(Boosting does)  فـأر  / ملـم 0.5 ، حيـث حقنـت الحيوانـات

ي وضـعت وبعـد التحـد .في البريتون من العالق الجرثـومي الحـي 
ـــسبة الهـــلاك  ـــة مـــدة اســـبوعين لتـــسجيل ن ـــات تحـــت المراقب الحيوان

 .والاحياء المتبقية منها

 

  Results and Discussionوالمناقشةالنتائج 

 : LD50تحديد الجرعة القاتلة لنصف العدد من الحيوانات 

 كانت قيمة الجرعة اللازمة لقتل نصف العدد من الحيوانات     

وكانت هذه القيمة اقل  مل  /خليه 1.4×610والتي حصلنا عليها 
 مـل  /خليه 3×610 للعتره المعزوله من الانسانLD50من قيمة 

 للعتـــــره LD50 ، واقـــــل مـــــن قيمـــــة [16]و المحـــــسوبة مـــــن قبـــــل 
ـــــــه مـــــــن الـــــــدجاج المـــــــصاب بكـــــــوليرا الـــــــدواجن وكانـــــــت  المعزول

 ويعـود [5]قبـل  مـل والمحـسوبة مـن  /خليـه x 2.1 610قيمتهـا
بــصورة رئيــسية الــى اخــتلاف ضــراوة هــذه العــزلات ســبب التفــاوت 

 فكلمـا زادت الـضراوه قلـة الجرعـة اللازمـة لقتـل نـصف العـدد مـن

 ، فـــالعتره المعزولـــه مـــن الانـــسان ســـببت  [17,18]الحيوانـــات 
 ، اما العتره المعزولـه [16] ساعة 24-12الهلاك للفئران خلال 

، اما  [5] ساعه18-10من الدجاج سببت الهلاك للفئران خلال 
العتــرة المعزولــه مـــن المــاعز والتـــي اســتخدمناها فـــي هــذا البحـــث 

 ســــاعات ، وقــــد يرجــــع هــــذا 8-6ســــببت الهــــلاك للفئــــران خــــلال 
التبـــاين فـــي ضـــراوة العـــزلات الـــى احتـــواء قـــسم مـــن هـــذه العـــزلات 
للمحفظـــه فـــضلا علـــى قـــدرة قـــسم مـــن هـــذه العـــزلات علـــى انتـــاج 

ي زيـــادة ضـــراوة هـــذه بعـــض البروتينـــات والـــسموم التـــي تـــساهم فـــ
   .[19]العزلات 
         

  اختبار التحدي 
 ,اجـــري اختبـــار التحـــدي علـــى مجمـــوعتين مـــن الحيوانـــات     

وأعطيـــــت جرعةالتحـــــدي ,حقنـــــت المجمـــــوعتين بجرعـــــة التحـــــدي 

ـــــــــــــــــصف العـــــــــــــــــدد  ـــــــــــــــــة لن ـــــــــــــــــى الجرعـــــــــــــــــة القاتل  ًإعتمـــــــــــــــــادا عل

(LD50) Lethal dose50  [18,17]  كانـت قيمـة  الجرعـة ،
 ( 1.4×610)ف عـدد الحيوانـات التـي حـصلنا عليهـا القاتلـة لنـص

وتــشير معظــم البحــوث الــى اســتخدام جرعــة تحــدي   ,مــل /خليــه
تعطــي  LD50 100مــساوية لمئــة مــن الجرعــة القاتلــة النــصفية 

المـسببة لعفونـة الـدم    P. multocida حمايـة ضـد الاصـابة بــ
مــل  /خليــه (1.4×810)، ولهــذا تــم اعتمــاد جرعــة [20]النزفيــة 

عـدد الحيونـات التـي  .كجرعـة تحـدي واعطيـت بحقنهـا بـالبريتون 
 فـارا مـن كـل مجموعـة ، ( 20 ) تـم تعريـضها لجرعـة التحـدي 

وكمـا موضـح  ( B) ومجموعة الـسيطرة  (A) المجموعة الممنعة 
   . (1)في جدول رقم

امــا  ,هــلاك ســبعة فئــران  ( A )ســجلت المجموعــة الاولــى 
 24      لكـت جميعهـا خـلال فقـد ه ( B )المجموعـة الثانيـة 

 ( 2 ) وكما موضـح فـي جـدول  ,ساعة من حقن جرعة التحدي 

ان اســتخدام اختبـــار التحـــدي هـــو الطريقـــة المثلـــى لتقيـــيم المناعـــة 
،يعــد هــذا الأختبــار مــن أهــم الأختبــارات المناعيــة  [21]المتولــدة 

المعتمــدة فــي تقيــيم اللقاحــات ومــدى فاعليتهــا فــي تــوفير الحمايــة 
ميع الملقحة مع المجاميع غير الملقحة،  وذلـك بعـد إعطـاء للمجا

 (challenge does)جرعــة التحــدي 

وقـــــد اوضـــــحت النتـــــائج التـــــي تـــــم الحـــــصول عليهـــــا ان مستـــــضد 
 مـــن الفئـــران  %65الجرثومـــة المقتـــول بالفورمـــالين وفـــر حمايـــة 

ان تحفيـــز الاســـتجابة  %. مقارنـــة بمجموعـــة الـــسيطرة صـــفر 
جـــراء اســـتخدام مستـــضد  (A)وعـــة الاولـــى المناعيـــة فـــي المجم

وفـــر حمايـــة اكبـــر ضـــد اختبـــار   P. multocida جرثومـــة 
 . [22,23]  التحـدي متفقـين بـذلك مـع ماتوصـل اليـه  البـاحثون 

وقياسا مع دراسات عالمية اخرى فان استخدام جـزء مفـصول مـن 
وفــر  (LPS)الجرثومــة مثــل مستــضد متعــدد الــسكريد الــشحمي 

عنـد تمنيـع الفئـران  (25%)(partial protection)حماية جزئيـة
، وقد يعود الـسبب كـون مستـضد  [24]المختبرية بهذا المستضد 

الجرثومــة الكامــل يحــوي جميــع التراكيــب الاستــضدادية للجرثومــة 
 (LPS)كبروتينــات الجــدار الخلــوي و متعــدد الــسكريد الــشحمي 

منــاعي وغيرهــا، وقــد لــوحظ انــه عنــد اســتخدام اختبــار الانتــشار ال 
بــين مستــضد  (gel precipitation test)فــي هــلام الاغــار

الجرثومــة الكامــل المقتــول ومــصل الحيوانــات الممنعــة بالمستــضد 
ـــــه علـــــى ان مستـــــضد  ظهـــــور عـــــدة خطـــــوط ترســـــيبية بينهـــــا دلال
الجرثومـــــــة الكامـــــــل حفـــــــز اســـــــتجابة مناعيـــــــة لجميـــــــع التراكيـــــــب 

أي ان  [25,26]الاستــضدادية التــي تحويهــا الجرثومــة الكاملــة 
 اســتخدام مستــضد الجرثومــة الكامــل  وفــر حمايــة مناعيــة أفــضل 
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   الباحثون   ما اكده  وهذا منها  مفصول  جزء  استخدام  من 
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

وأن نتائـــج اختبـــــار التحــــدي معتمــدة فــي تقيــيم اللقاحــات [13,18]
 مــــــع ومــــــدى فاعليتهــــــا فــــــي تــــــوفير الحمايــــــة للمجــــــاميع الملقحــــــة

  .[27]المجاميع غير الملقحه 

لقد أوضحت الدراسة الحالية كفاءة المستضد المحـضر مـن عتـرة 
محلية في تمنيع الحيوانات ،وقد تكون هذه النتيجة مؤشرا ايجابيـا 
في الاتجاه الـذي يمكـن البـاحثون مـن تحـضير لقـاح محلـي فاعـل 
 والــذي قــد يمثــل احــد الحلــول المناســبة للحــد مــن انتــشار المــرض

  .والمحافظة على الثروة الوطنية
 
  

  
  
  
  
  
  
  

  

 .ومقدارها وطريقة اعطائها )الفئران( ة من مستضد الجرثومة المقتول للحيوانات المختبريةعدد الجرع المعطا-:(1)جدول رقم 

 النسبة المئوية للاحياء المتبقية بعد اعطاء جرعة التحدي (2) دول رقمج
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