
 

بررسی ادجوانت های مختلف بر روی کارایی 
واکسن غیرفعال اورنیتو باکتریوم رینو تراکیاله در 
جوجه های عاری ازپاتوژن بصورت آزمایشی
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چکید ه 

 هدف از این مطالعه بررسی اثر واکسن های ORT تجربی تهیه شده با ادجوانت های آلوم پتاسیم، روغن معدنی و ساپونین، جهت بررسی 
میزان آنتی بادی در سرم خون جوجه های SPF می اشد. واکسن های غیر فعال ORT با استفاده از از آلوم پتاسیم، ساپونین و روغن معدنی 
تهیه شد. به هر گروه 15 تایی جوجه های SPF در سن سه هفتگی واکسن های تهیه شده با ادجوانت های مختلف تلقیح گردید. یگ گروه 
15 تایی از جوجه های SPF در سه هفتگی واکسن تهیه شده با روغن معدنی و واکسن یاداور در 5 هفته بعد از واکسن اول را دریافت 
کردند. نمونه های خون از جوجه ها در مدت زمان آزمایش گرفته شد.  میزان آنتی بادی IgG بر علیه ORT در جوجه های SPF با استفاده 
از آزمایش الیزا طراحی شده در آزمایشگاه اندازه گیری شد. در این مطالعه میزان آنتی بادی در سرم خون جوجه های واکسینه شده بطور 
معنی داری بالاتر از غیر واکسینه بود. در کل میزان آنتی بادی تولید شده با استفاده از روغن معدنی بطور معنی داری ایمنی بالاتری از 
واکسن های تهیه شده با استفاده از ادجوانت های دیگر بود.  بر اساس نتایچ، دو نوبت واکسیناسیون با فاصله پنج هفته ایمنی طولانی تر و 
موثرتری نسبت به یک بار واکسیناسیون ایجاد می کند. در کل واکسیناسیون در جوجه های SPF در سه هفتگی و واکسن یاد آور در هشت 

هفتگی می تواند روش موثری بر علیه ORT باشد.
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The purpose of this study was the effect of vaccination with different adjuvant of inactivated ORT vaccines (potas-
sium alum, mineral oil and Saponin) to measure the levels of antibodies against ORT in blood sera on SPF chickens. 
Inactivated ORT bacterin vaccines were prepared from ORT serotype A using potassium alum, mineral oil (MO) and 
Saponin. Fifteen SPF chickens per group were vaccinated at an age of 3 weeks with one of the three different inactivated 
vaccines. Similarly, 15 SPF chickens at an age of three week were vaccinated with inactivated vaccine in mineral oil. 
Booster vaccination with inactivated vaccine in mineral oil was performed five weeks after primary vaccination. Blood 
samples were collected from all the experimental birds during the experimental study. The presence of IgG antibodies 
against ORT antigens in SPF chickens were measured by using a modified ELISA, which were prepared in our labora-
tory. In this study, the levels of antibodies to ORT in blood sera of vaccinated chickens were significantly determined 
higher by ELISA than non-vaccinated chickens. These results show that the levels of antibodies of ORT vaccine with 
Montanide adjuvant were significantly greater than that of other vaccines when humoral responses of all vaccine were 
compared. According to the results, twice vaccination interval of 5 weeks could be effective for long lasting term than 
a single administration. In conclusion, vaccination of SPF chickens at 3 weeks of age with a booster dose at 8 weeks of 
age can be an effective method against ORT in chickens.
    
  Key words: Ornithobacterium rhinotracuim, Inactivate vaccine, Chicken 

مقدمه
می باشند،  ویژه ای  اهمیت  دارای  طیور  صنعت  در  تنفسی  بیماری هایی 
این بیماری های تنفسی در طیور نقش دارند.  ایجاد  عوامل متعددی در 
در این میان اورنیتوباکتریوزیس (ornithobacteriosis) یک بیماری تنفسی 

است که بیشتر در جوجه ها و بوقلمون ها ایجاد بیماری می نماید.
از   (Ornithobacterium rhinotracheal) رینوتراکیال  اورنیتوباکتریوم 
ایجاد کاهش رشد  به علت  دیگر  از طرف  و  تلفات  به علت  یک طرف 
و تولید می تواند خسارات قابل توجهی به صنعت مرغداری وارد نماید. 
در  ایران  مرغداری های  در  بیماری  این  در خصوص  گزارش  مورد  اولین 
بیماری  آن  متعاقب  و  گردید  ارائه  و همکاران  بنانی  توسط  سال 1379 
پرندگان پرورشی تجاری ، مرغ های مادر گوشتی و  از گونه های مختلف 
مختلف  استان های  در  بوقلمون ها  و  بومی  مرغ های  تخمگذار،  گوشتی 
کشور گزارش گردیده است )14،7،11،1(. بسیاری از موارد گزارش شده 
از عفونت ORT، همراه با سایر عوامل بیماری زای دیگر از جمله اشرشیا 

کلی، ویروس نیوکاسل، ویروس برونشیت، آنفلوانزا و مایکوپلاسما بوده 
ثانویه  پاتوژن  یک  بعنوان  موارد  بیشتر  در  اورنیتوباکتریوسیس  است. 
مطرح گردیده است و عوامل استرس زا و توام شدن با عوامل عفونت زای 

دیگر می تواند باعث بروز بیماری گردد )12،6(. 
اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال می تواند از مزرعه ای به مزرعه دیگر انتقال 
یابد، همچنین این بیماری می تواند در مرغداری اندمیک شده و مجدداً 
ایجاد بیماری نماید. از آنجا که بیشتر جدایه های این باکتری در برابر آنتی 
بیوتیک های رایج در صنعت مرغداری مقاوم می باشند لذا به نظر می رسد  
بیماری  این  از  پیشگیری  ویا  کنترل  جهت  راه  بهترین  واکسیناسیون  که 
مطرح می باشد. )17،16( تا کنون واکسن های غیر فعال ، زنده، تحت واحد 

و نوترکیب متعددی جهت کنترل این بیماری ساخته شده اند )20(.
امروزه واکسن های کشته ORT جهت کنترل واگیری ها طیور در جوجه ها 
و بوقلمون ها مورد استفاده قرار می گیرد. گزارشات متعددی در خصوص 
است.  گردیده  گزارش  کشته  واکسن های  در  استفاده  مورد  ادجوانت 
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مطالعات متعددی در زمینه  استفاده از ادجوانت های مختلف در تهیه 
واکسن ORT صورت گرفته است )13(. 

از  استفاده  با  اورنیتوباکتریوم  واکسن  تهیه  حاضر  مطالعه  از  هدف 
بیشترین  و  آلوم(  و  ساپونین   ، معدنی  )روغن  متفاوت  ادجوانت های 
نوع  سه  با   ORT واکسن  توسط  شده  ایجاد  حفاظت  و  ایمنی زائی 
 (Specific pathogenic free) جوجه های  در  شده  ذکر  ادجوانت های 

بصورت آزمایشی می باشد. 

مواد و روش  کار
 ORT تهیه واکسن

به منظور تهیه واکسن ابتدا سروتیپ A باکتری اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال 
که از بخش تحقیق و کنترل بیماری های طیور موسسه رازی حصارک تهیه 
شده بود در محیط BHI به همراه پنج درصد سرم جنین گوساله تلقیح 
گردید و پس از تکثیر باکتری مذکور با کمک فرمالین به میزان 5/% ـ 3/% 

حجمی غیر فعال سازی صورت گرفت.
هر  در   1/1×109 نهایی  میزان  به  شده  غیر فعال  باکتری  از  استفاده  با 
از  تهیه شده   )ISA70( مونتاناید  از روغن معدنی  استفاده  با  و  سی سی 
شرکت Sepic فرانسه پس از فرمولاسیون و هموژنیزاسیون بر اساس روش 
استاندارد واکسن تهیه گردید. با استفاده از آلوم وساپونین  نیز با روش 

مشابه، دو واکسن دیگر نیز تهیه شد.

آزمایشات کنترل کیفیت واکسن ها
کلیه آزمایشات میکروبیولوژی از جمله آزمایش عاری بودن از میکوپلاسما، 
اطمینان  جهت  به   Micotic microloans, (anaerobic) بودن غیرهوازی 
از عدم آلودگی براساس دستورالعمل استاندارد انجام گردید. آزمایشات 
دو فاز شدن نیز براساس روش استاندارد نیز صورت گرفت. ویسکوزیته 
واکسن ها نیز با استفاده از دستگاه ویسکومتر اندازه گیری شد، pH کلیه 

واکسن ها نیز توسط دستگاه pH متر ارزیابی گردید.

 SPF جوجه های
تعداد 60 قطعه جوجه SPF درسن سه هفتگی به طور تصادفی به چهار 
دما،  لحاظ  از  جوجه ها  نگهداری  شرایط  شدند.  تقسیم  تایی   15 گروه 

رطوبت و غذا یکسان در نظر گرفته شد.
کلیه جوجه های SPF گروه یک مقدار 0/3 سی سی واکسن تهیه شده با 
زیر  ناحیه پشت گردن و بصورت  ادجوانت روغن مونتاناید ISA70 در 
پوستی دریافت کردند. به جوجه های گروه  دو نیز مقدار 0/3 سی سی 

واکسن تهیه شده با آلوم پتاسیم بطریق مشابه گروه 1 تلقیح گرید.
جوجه های گروه 3 با دز مشابه گروه های قبلی از واکسن ORT تهیه شده 
با ساپونین و با روش قبلی دریافت کردند . گروه 4 بعنوان کنترل در نظر 

گرفته شده و تنها بافر فسفات سیلین (PBS) به آن ها تلقیج گردید .

بررسی ایمنی زایی واکسن اورنیتو باکتریوم تهیه شده با روغن مونتاناید
به منظور بررسی ایمنی زایی واکسن اورنیتوباکتریوم با استفاده از روغن 
صورت  واکسیناسیون  نوبت  دو   SPF جوجه های  در   ISA70 مونتاناید 
جوجه    15 به  سی  سی   0/3 دوز  با   ORT واکسن  منظور  بدین  گرفت. 

تلقیح  پوستی  زیر  بصورت  گردن  پشت  ناحیه  در  هفتگی  سه  سن  در 
گردید و خونگیری از سیاهرگ زیر بال از یک هفته بعد از واکسینا سیون 
آنتی بادی  تیتر  بررسی  و  سرم  جداسازی  جهت  هفته  هر  مرتب  بطور 
به  یادآور  واکسن  دیگر  مرحله  یک  هشتم  هفته  در  می گرفت.  انجام 
خونگیری  ودوم  بیست  هفته  پایان  تا  مجدداً  و  گردید  تزریق  جوجه ها 
میر و همچنین هر گونه  لحاظ مرگ و  از  انجام شد. جوجه ها هر روز 
واکنش در محل تزریق مورد بررسی قرار گرفت. یک گروه 15 تایی به 
 ./3 میزان  به   PBS مشابه  روش  با  که  شد  گرفته  نظر  در  کنترل  عنوان 
سی سی در سه هفتگی ویادآور در پنج هفتگی به جوجه ها تزریق گردید. 
سرم جوجه های SPF ایمن سازی شده )واکسینه شده( با واکسن ORT و 
الیزا طراحی  SPF  گروه کنترل، توسط  کیت  همچنین سرم جوجه های 
ایمنی همورال جوجه ها به واکسن ، مورد  شده به منظور بررسی پاسخ 

بررسی قرار گرفتند.

 نمونه گیری 
از کلیه جوجه ها هرهفته خونگیری بعمل آمد وسرم آن ها جدا گردید. 
لازم به ذکر است که قبل از تلقیح واکسن نیز از تمامی جوجه ها خونگیری 
انجام گردید بررسی سرولوژی با استفاده از تست الیزا (Elisa) نیز انجام 

گرفت.

آزمایش الیزا 
علیه   G ایمونوگلوبولین های  ارزیابی  جهت  غیر مستقیم  الیزای  آزمون 
واکسینه  جوجه های  کلیه  سرم  در  اورنیتوباکتریوم  باکتری  آنتی ژن های 
با  همراه  رینوتراکیال  اورنیتوباکتریوم  کشته  تجربی  واکسن های  با  شده 

ادجوانت های مختلف و غیر واکسینه انجام گردید.
 A سروتیپ  ابتدا  آزمایشگاه  در  الیزا  آزمون  استاندارد سازی  منظور  به 
اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال در داخل محیط BHI به مدت 72 ساعت در 

انکوباتور 37 درجه سانتی گراد CO2 دار به میزان 10% کشت داده شد.
میکروارگانیسم مورد نظر به مدت 30 دقیقه با دور g2500 سانتریفیوژ 
گردید و با استفاده از بافر فسفات سیلین PBS سه بار شسته شد. سپس 
روش  به  الیزا  تست  گردید.  غیر فعال  فرمالین  با  آمده  بدست  رسوب 
شطرنجی با استفاده از مقادیر متفاوت آنتی ژن برای کت کردن پلیت الیزا 
)شامل دو میلیون، چهار میلیون و هشت میلیون باکتری بازاء هر چاهک( 
 1/50  ،1/25 ) شامل  منفی  و  مثبت  سرم  مختلف  رقت های  همچنین  و 
و 1/100( و در نهایت رقت مختلف آنتی بادی کنژوگه )شامل 1/2000، 
1/4000و 1/8000( استاندارد گردید که در نهایت تست الیزای محلی با 
رقت  و   1/50 رقت سرم  چاهک،  هر  در  باکتری  میلیون  دو  پارامترهای 
کنژوگه 1/4000 و زمان ایجاد رنگ 15 دقیقه استاندارد شد و برای ارزیابی 
آنتی بادی علیه اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال در سرم جوجه های گروه های 
واکسینه و کنترل از تست استاندارد شده استفاده گردید. بطور خلاصه هر 
چاهک از پلیت 96 چاهکی (Nunc) توسط 106×2 باکتری اورنیتوباکتریوم 
بافرکربنات بی کربنات  ریتوتراکیال غیر فعال شده در یک صد میکرولیتر 
)pH=9/6( و انکوباسیون در چهار درجه سانتی گراد برای یک شب کت 
شدند. سپس چاهک های پلیت کت شده توسط 300 میکرولیتر بافر فسفات 
سالین حاوی 0/05 درصد توین  Tween(  20 20(  شسته شدند، به هر 

بررسی ادجوانت های مختلف بر روی کارایی واکسن   ...
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چاهک 100 میکرولیترآلبومین سرم گاو یک درصد اضافه و پلیت در 37 
درجه سانتی گراد برای یک ساعت انکوبه شد. مجدداً چاهک های پلیت 
چهار بار توسط بافسفات سالین حاوی توین 20، شستشو داد شد و به هر 
چاهک یک صد میکرولیتر سرم 1/50 رقیق شده جوجه ها ی واکسینه شده 
با هر کدام از واکسن های تهیه شده و همچنین جوجه های گروه کنترل 
ریخته شد و پلیت مجددا برای یک ساعت در 37 درجه سانتی گراد انکوبه 
شد. بعد از شستشوی مجدد چاهک ها با بافرفسفات سالین حاوی توین 
20، 100میکرولیتر آنتی ایمونوگلوبولین جوجه کنژوگه با پراکسید جوجه 
در رقت 1/4000 به هر چاهک اضافه و پلیت برای یک ساعت در 37 
درجه سانتی گراد انکوبه گردید. پس از اتمام زمان انکوباسیون و شستشو 
پلیت با بافر فسفات سیلین حاوی توین 20 برای چهار مرتبه به هرچاهک 
مقدار100 میکرولیتر ماده رنگ زا ) هیدورژن پراکسید و اورتوفنیلین دی 
آمین (OPD)( ریخته شد و پلیت بمدت 10 دقیقه در محیطی تاریک در 
دمای اتاق انکوبه گردید. در نهایت به هر چاهک مقدار 100میکرولیتر 
اسیدسولفوریک 12/5 درصد اضافه شد و OD چاهک ها توسط دستگاه  

خوانش ا لیزا در 450 نانومتر خوانده شد. 

نتایج
کشت باکتری

کشت باکتری اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال در محیط برین هارت اینفیوژن 
براث پس از 72 ساعت انکوباسیون در 37 درجه سانتی گراد و در شرایط 
میکروائروبیک ) 5-10 درصد دی اکسید کربن( دارای 450 -600 میلیون 

باکتری در میلی لیتر بود.

نتایج غیر فعال بودن کشت اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال نشان داد که هیچ 
) آگار خوندار( مشاهده نگردید  استفاده  گونه رشدی روی محیط مورد 
و با توجه به مشاهده باکتری های گرم منفی چند شکلی در رنگ آمیزی 
گرم  از اسمیر تهیه شده از کشت غیر فعال شده باکتری اورنیتوباکتریوم 

رینوتراکیال مشخص شد که کشت خالص می باشد.

بی ضرری واکسن ها
صورت  به  جوجه ها  به  شده  تهیه  تجربی  واکسن های  تزریق  از  پس 
زیرجلدی به منظور ایمن سازی، در هر سه نوع واکسن هیچ گونه واکنش 
مشاهده  هفته   3 از  پس  سیستمی  واکنش  یا  و  تزریق  محل  در  خاصی 
از جوجه ها در  ادجوانت روغنی در برخی  با  نگردید. در مورد واکسن 
هنگام لمس محل تزریق برآمدگی و سفتی حس می گردید که این حالت 

ظرف یک هفته برطرف گردید.

ارزیابی فیزیکو شیمیایی واکسن ها
نتایج فیزیکو شیمیایی هر سه واکسن نشان داد که هیچ گونه تفاوتی بین 
آن ها وجود ندارد. میزان ویسکوزیته، تست دوفازی شدن آن ها در حد 

استاندارد بود.    

نتایج پاسخ ایمنی جوجه های ایمن سازی شده
نتایج پاسخ ایمنی جوجه های ایمن سازی شده با باکترین اورنیتوباکتریوم 
رینوتراکیال در ادجوانت های مختلف نشان می دهد که سرم جوجه های 
ایمن سازی شده با باکترین اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال همراه با ادجوانت 

 SPF نمودار1- تیتر انتی بادی بر علیه اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال ایجاد شده توسط واکسن های تجربی تهیه شده با ادجوانتهای متفاوت با الیزا در جوجه های



28

در  بیشتری  آنتی بادی  عیار  روغن(  در  آب  ) امولسیون  مونتاناید  روغن 
اورنیتوباکتریوم  باکترین  کننده  دریافت  گروه  دیگر ،  گروه  دو  با  مقایسه 
رینوتراکیال بهمراه ساپونین و گروه دریافت کننده باکترین اورنیتوباکتریوم 
رینوتراکیال همراه با  آلوم را نشان می دهد. در نمودار 1 هر سه گروه 
علیه  آنتی بادی  عیار  افزایش  ادجوانت  بهمراه  آنتی ژن  کننده  دریافت 
اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال را نشان می دهند، اگر چه این افزایش در گروه 
دریافت کننده ادجوانت روغن معدنی بیشتر می باشد. آنتی بادی های علیه 
اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال  یک هفته پس از تلقیح آنتی ژن قابل ردیابی 
دارای سیر صعودی می باشد. ایمن سازی  از  تا هفته چهارم پس  و  بوده 

)نمودار 1(.
نتایج بدست آمده از تست الیزا سرم جوجه ها نشان می دهد که بعد از 
تزریق مجدد واکسن در سن پنج هفته بعد از واکسن اول تیتر آنتی بادی 
بر علیه اورنتوباکتریوم شروع به افزایش می نماید که در سه هفته بعد از 

واکسن دوم تیتر ایجاد شده به حد اکثر می رسد.)نمودار 2(
(ANOVA) و دانکن  از روش آماری آنوا  با استفاده  نتایج بدست آمده 
بین سرم  که  شد  داده  نشان  و  گرفت  قرار  بررسی  مورد   (DUNCAN)
جوجه های کنترل منفی و کنترل مثبت از لحاظ آماری تفاوت معنی داری 

 .)p > 0/05( وجود دارد

بحث 

و  رینوتراکیال  اورنیتوباکتریوم  باکتری  تعیین هویت  و  زمان شناسایی  از 
همچنین شناسایی دامنه گسترش این باکتری در مرغداری های صنعتی و 
گسترش جهانی آن و خسارات اقتصادی ناشی از این عفونت، تلاش های 

این  از  پیشگیری  برای  موثر  واکسن  تهیه  و  طراحی  جهت  گسترده ای 
بیماری صورت گرفته و در نتیجه مقآبله با آن شروع و در نتیجه تنوعی 
بررسی  مورد  و  طراحی  همزمان  بطور  زنده  و  کشته  واکسن های  از 
از  آمده  دست  به  بخش  رضایت  نتایج  با  نهایت  در  که  گرفته اند  قرار 
این مطالعات سرانجام واکسن های تجاری بجهت استفاده در ماکیان ارائه 
گردیده است )2،5(. هنگام بکارگیری واکسن کشته  ضروری است تا برای 
القاء پاسخ ایمنی کارآمد مورد نیاز برای مقآبله با عفونت از تقویت کننده 
پاسخ ایمنی تحت عنوان یاور یا ادجوانت به همراه واکسن استفاده گردد. 
آلومینیوم و روغن  از جمله ساپونین، هیدروکسید  یاورهای متعددی  از 
مطالعات  در  است.  گردیده  استفاده  کشته  واکسن  تهیه  جهت  معدنی 
ارگانیس و همکاران 2010  امپل و بوش 1998 و  انجام شده توسط ون 

از این ادجوانت ها برای تقویت پاسخ ایمنی استفاده شده است. )21،9(
 در این مطالعه نیز به بررسی کارایی این ادجوانت ها برای تقویت پاسخ 
ایمنی به واکسن کشته  اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال تجربی در جوجه های 
مونتاناید  روغن معدنی  با  تهیه شده  تجربی  واکسن  گردید.  اقدام   SPF
در هفته های اندازه گیری شده نسبت به دو واکسن تجربی دیگر مقدار 
تجربی  کشته  واکسن  نوع  سه  هر  است.  نموده  القاء  بیشتری  آنتی بادی 
تهیه شده با بکار گیری سه ادجوانت متفاوت در جوجه های SPF واکسینه 
شده پاسخ ایمنی همورال را القاء نمودند. اگر چه مقدار آنتی بادی القاء 
شده توسط این واکسن های تجربی در جوجه متفاوت بود، لیکن با توجه 
به اینکه مقدار آنتی ژن یکسان برای هر دز از این واکسن های تجربی در 
ایمنی  پاسخ  نتیجه گرفت که تفاوت در مقدار  نظر گرفته شد، می توان 
همورال القاءشده در نتیجه تفاوت در ادجوانت استفاده شده می باشد. 

SPF نمودار2- تیترآنتی بادی علیه اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال ایجاد شده با دوبار واکسیناسیون توسط واکسن تجربی تهیه شده با ادجوانت روغن معدنی مونتاناید با الیزا در جوجه های

بررسی ادجوانت های مختلف بر روی کارایی واکسن   ...
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در مطالعات انجام شده توسط محققین دیگر از جمله ون امپل و بوش 
همکاران  و  ارگانیس   ،2007 همکاران  و  مورتی   ،2004 وین  ون   ،1998
رینوتراکیال  اورنیتوباکتریوم  باکترین  با  ادجوانت  از  استفاده  بر    2010
شده  ایمن سازی  در جوجه های  مناسب  ایمنی  پاسخ  به  دست یابی  برای 
پاسخ  ادجوانت  بدون  باکترین  نیز  آنان  مطالعات  در  زیرا  شده ،  تاکید 
در  حاضر  مطالعه  در   .)22،20،13،8( است  کرده  القاء  ضعیف  ایمنی 
الیزا،  تست  بکار گیری  با  واکسیناسیون  از  قبل  آزمایشی  گروه های  تمام 
آنتی بادی علیه اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال منفی بود. گروه های واکسینه 
دارای  واکسیناسیون   از  پس  هفته های  در  کنترل  گروه  به  نسبت  شده 
افزایش  این  که  بودند  رینوتراکیال  اورنیتوباکتریوم  علیه  آنتی بادی  تیتر 
یافته های   .)p  >  0/05( بود  معنی دار  کنترل  گروه  به  نسبت  آنتی بادی 
بطوری  دارد،  محققین هم خوانی  دیگر  یافته های  با  بخوبی  تحقیق  این 
که ون امپل و بوش 1998 اعلام نمودند که واکسیناسیون مرغ های مادر با 
اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال در روغن معدنی باعث ایجاد پاسخ  باکترین 
ایمنی قوی و با دوام در آن ها می گردد که می تواند به جوجه ها به صورت 
عمودی منتقل شده و آن ها را در هفته های اول زندگی در برابر عفونت 

اورنیتوباکتریوم رینوتراکیال محافظت نماید )22(.
به سایر  نسبت  قوی تری  ایمنی همورال  پاسخ  ادجوانت روغن معدنی   
ادجوانت های معمول مورد استفاده در صنعت مرغداری ایجاد می کند.  
ادجوانت روغن معدنی تنها ادجوانتی است که در جوجه های یک روزه 
مادری  آنتی بادی  چه  اگر  می کند  ایجاد  مناسبی  همورال  ایمنی  پاسخ 

می تواند حضور داشته باشد )9،22(. 
باکترین  با  شده  ایمن سازی  جوجه های  ایمنی  پاسخ  یک  نمودار 
نشان  را  ادجوانت ها  این  از  کدام  هر  با  رینوتراکیال  اورنیتوباکتریوم 
ساپونین  ادجوانت  می گردد،  مشاهده  نمودار  در  که  همانطور  می دهد. 
با  ایمنی  پاسخ  بیشترین  معدنی  روغن  ادجوانت  و  ایمنی  پاسخ  کمترین 

مقدار ثابت از آنتی ژن را در جوجه ایجاد کرده است.
ادجوانت  از  استفاده  زمینه  در  که  یافته های سایر محققین  با  یافته  این 
 ،2010 همکاران  و  ارگانس  و   1998 بوش  و  امپل  ) ون  نموده اند  تحقیق 
روغن  ادجوانت  کارآمدی  دارد.  همخوانی  همکاران2007(  و  مورتی 
معدنی در تولید واکسن های دام و طیور به خوبی شناخته شده است و از 
این ادجوانت در تولید واکسن های نیوکاسل و آنفلوانزای غیر فعال طیور 
آلومینیوم  هیدروکسید  ادجوانت  چه  اگر   .)22،13،8( می گردد  استفاده 
ادجوانتی است که برای استفاده در واکسن های انسانی توصیه گردیده 
و  مورتی  مطالعه  اما  می شود،  محسوب  ادجوانت  بی خطر ترین  لذا  و 
همکاران در سال  2007 نشان داد که پاسخ ایمنی قوی ایجاد نمی نماید. 
ساپونین اگر چه ادجوانتی ارزان و استفاده از آن آسان می باشد اما در این 
مطالعه نشان داده شد که نسبت به دو ادجوانت دیگر پائین ترین سطح 
آمده می توان  به دست  نتایج  به  توجه  با  القاء می نماید.  را  ایمنی  پاسخ 
در  قوی تر  همورال  ایمنی  پاسخ  القاء  به  توجه  با  که  کرد  نتیجه گیری 
بهمراه  رینوتراکیال  اورنیتوباکتریوم  باکترین  با  ایمن سازی شده  جوجه ها 
روغن معدنی این ادجوانت کاندیدای مناسبی برای استفاده در  تولید این 

واکسن می باشد.
در مطالعات دیگری نیز توسط Bisschop و همکاران در خصوص استفاده 
نشان  که  است  گرفته  انجام  گوشتی  مادر  گله های  در   ORT واکسن  از 

ایمنی جوجه ها می باشد. )4( در  ایجاد  دهنده کارآیی واکسن کشته در 
این تحقیقات از روغن معدنی مونتاناید جهت ادجوانت استفاده گردید 
که باعث می گردد تیتر بالاتر و طولانی تر را در بدن جوجه ایجاد نماید، 
این مسئله توسط دیگر محققان از جمله Murthy و همکاران نیز اثبات  
گردیده است)13(. آن ها از ژل هیدرو کسید آلمینیوم، آلوم پتاسیم و روغن 
معدنی جهت تهیه واکسن ORT استفاده کردند و نتیجه گیری نمودند که 

روغن های معدنی تیتر بالاتر و طولانی تری را ایجاد می نماید )13(.
در هند، Murthy و همکاران اثر چند واکسن غیر فعال ORT را بر پاسخ 
ایمنی و تغییرات پاتولوژیک پس از چالنج ORT در مرغ تخمگذار بررسی 
نمودند. انواع باکترین با دو روش غیر فعال سازی فرمالین و تیومرسال و سه 
ادجوانت مختلف شامل روغن های معدنی، آلوم پتاسیم و ژل هیدروکسید 
تخمگذار  مرغ  به  واکسن  تزریق  نوبت  دو  از  پس  شد.  تهیه  آلومینیوم 
در ناحیه گردن، هیچ یک از واکسن ها واکنش موضعی یا عمومی نشان 
ندادند.  7 روز پس از واکسیناسیون اول، پاسخ ایمنی تنها در مورد واکسن 
تهیه شده با ادجوانت روغن معدنی دیده شد و مشخص شد که تنها این 
نوع واکسن، ایمنی زودتری را در عرض یک هفته پس از واکسیناسیون 
روز   21 تا   14 در عرض  ادجوانت  بدون  یا  با  باکتری های  ایجاد می کند. 
پس از واکسن اول، واکنش ایمنی ایجاد می کنند، اما باکترین های همراه 
با ادجوانت روغن معدنی، تیتر بالاتر و طولانی تری را تولید می کنند)13(. 
آن محققین سه هفته پس از واکسن اول )زمان تزریق اولین واکسیناسیون 
در 8 هفتگی( افزایش تیتر آنتی بادی و همچنین سه هفته پس از واکسن 
دوم )11 هفتگی( افزایش تیتر آنتی بادی را مشاهده نمودند. آن ها اظهار 
تا 9  بوقلمون های تجاری 6  اینكه سن واکسیناسیون  داشتند که علیرغم 
هفتگی است؛ می توان بر حسب ضرورت، این سن را به 3 تا 6 هفتگی 

کاهش داد. 
Erganis و همکاران در طی تحقیقاتی مشاهده کردند که سه هفته بعد 
از واکسیناسیون با واکسن کشته اورنیتو باکتریوم تیتر انتی بادی به حداکثر 
نیز  دوم  واکسن  از  بعد  هفته  سه  که  دریافتند  همچنین  آن ها  می رسد 
مجددا تیتر انتی بادی افزایش می یابد. این محققین گزارش کردند که هر 
دو باکترین ساخته شده با فرمالین وتیومرسال پاسخ سرولوژی و حفاظت  
مطلوبی را نشان می دهند و دو نوبت استفاده از واکسن غیر فعال همراه 
با ادجوانت روغن معدنی در مرغ تخمگذار تجاری منجر به تیتر ایمنی 
بالا و طولانی مدت خواهد شد و این به خاطر پاسخ ایمنی قوی بعد از 
واکسیناسیون اول و اثر تقویت کننده پس از واکسیناسیون دوم است. این 
محققین، نتیجه گرفتند که واکسیناسیون پولت های تخمگذار در 8 هفتگی 
و تكرار آن در سن 12 هفتگی ) دوز یاد آور(، می تواند برای محافظت در 
برابر تغییرات پاتولوژیک، در اشکال تورم کیسه هوایی و پنومونی بر اثر 
عفونت ها ی ORT یک روش موثر باشد. در این تحقیق تیتر قابل قبولی با 
استفده از دو نوبت واکسیناسیون جوحه ها بدست می آید که تیتر بالا به 

علت  اثر تقویت کننده پس از واکسیناسیون دوم است )8(. 
در این تحقیق نیز مشخص گردید که واکسن تهیه شده با روغن مونتاناید 
توانایی ایجاد ایمنی بالاتری نسبت به دو ادجوانت دیگر بکار رفته در این 
تحقیق دارد و از طرف دیگر دز یادآور در پنج هفته بعد از واکسن اول 
می تواند ایمنی با دوامی را در جوجه ها ایجاد کند و تیتر آنتی بادی بطور 
معنا داری نسبت به جوجه های که یک بار واکسینه شدند بالاتر می باشد. 
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