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چكيد ه 
وجود تنوع در سروتیپ های عامل بیماری وبای مرغان از یک سو و عدم ایجاد مقاومت کامل محافظت کننده به وسیله کاربرد واکسن های 
مونووالان در برابر تیپ های دیگر، تحقیقات در راستای شناسائی عوامل ایمنی زائی که بین این تیپ های مختلف مشترک باشند را الزام آور 
کرده است. به منظور شناسائي پروتئين های ايمن  ي زاي مشترك بين سروتيپ های A1،A3،A4 پاستورلا مولتوسيدا، ايمونوبلاتینگ آنتي ژن 
خام سو نيكه در برابر آنتي سرم مورد بررسي قرار گرفت. 35 قطعه جوجه 2 ماهه در 7 گروه 5 تائي تقسيم و با سروتيپ هاي مذکور  به 
صورت مونووالان و تري والان در چهار نوبت با فواصل زماني 14 روز بين نوبت اول و دوم و 10 روز بين نوبت دوم و سوم و سوم و چهارم 
تزریق شدند. اولين تزريق آنتي ژن ها با آدجوان كامل فروند، تزريقات دوم و سوم با آدجوان ناقص فروند و تزريق چهارم بدون آدجوان 
انجام گرفت. از میان پروتئین هائی که قادر به ایجاد پاسخ هومورال قابل تعیین با ایمونو بلاتینگ بودند دست کم پنج عامل ایمنی زا 
هستند که در بین این سه سروتیپ تحت مطالعه مشابه هستند به شکلی که آنتی بادی های تولید شده طی پاسخ ایمنی به ایمن سازی 
جوجه ها با سوسپانسيون پيكره باكتري قادر به واکنش با هر یک از هر سه سروتیپ می باشد. مولکول 39 کیلو دالتونی كه به شکل بارزتری 

واکنش داده بود، به عنوان كانديدا جهت ادامه مطالعات و تولید واکسن معرفي مي گردد.  
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Because P.multocida serotypes have no cross protection Several studies have been focused on identification of immuno-
genic molecules shared between different serotypes in the hope of production of a wide-range vaccine effective against all 
causative serotypes. In the present study, crude sonicated cell extracts of P. multocida serotypes A:1, A:3, and A:4 were 
immunoblotted against chicken hyper-immune sera in order to identify cross-reactive immunogenic proteins of them. 35 
chickens aged two months randomly divided into 7 groups of five and were injected by monovalent or trivalent serotypes 
with time intervals of 14 days between first and second injections, and 10 days between second and third and third to fourth 
injections. The first inoculum was adjuvanted with complete Freund adjuvant (CFA), the second and third inocula were 
adjuvanted with incomplete Freund adjuvant (IFA), and the fourth one was without any adjuvant. Results showed that there 
are at least 5 cross-reactive immunogenic proteins in serotypes A:1, A:3, and A:4, in a way that antibodies produced by 
chicken in an immune response to immunization with whole cell Pasteurella suspensions are able to react with each of the 
3 serotypes. These cross-reactive agents are proteins (or at least in some parts) with the molecular weight of 39, 40, 37, 53, 
and 30 K.Da. The 39 K.Da band was the most prominent immunoblott and introduced as candidate for molecular identifica-
tion and future vaccine studies.

Keywords: Pasteurella multocida; fowl cholera; cross-reactive immunogen, vaccine

مقدمه
مرغان  وباي  يا   (Pasteurellosis) طيور  پاستورلوز   بيماري 
از بيماري هاي باکتريائي طيور و پرندگان وحشي است.   (Fowl Cholera)
 بيماري توسط سروتيپ هاي مختلف باکتري گرم منفي پاستورلا مولتوسيدا 
اوليه  بيماري  ايجاد مي شود. وباي مرغان يك   (Pasteurella multocida)
محسوب و شكل حاد آن منجر به سپتي سمي و مرگ پرنده مي شود. اشكال 
مزمن بيماري نوع غالب آن در پرورش صنعتي ماكيان مي باشد. بيماري 
وباي مرغان عامل خسارت اقتصادي قابل توجهي در مزارع صنعتي پرورش 
 E ,D طيور و نيز در مزارع سنتي پرورش طيور است. سروتيپ هاي كپسولي
B ,A, وF به عنوان عامل بيماري در پرندگان گزارش شده است، هر چند 
به جز سروتيپ E ساير سروتيپ ها از ميزبان هاي پرنده جدا شده است. 
طيف وسيعي از پرندگان به اين بيماري حساس مي باشند. سروتيپ هاي 
در  مرغان  وباي  ايجاد کننده  عوامل  معمول ترين  از   A:4 و   A:3 و   A:1
بيشتر كشورها مي باشند، هر چند تمامي 16 سروتيپ سوماتيك پاستورلا 
مولتوسيدا، و حتي برخي تيپ هاي كپسولي D نيز به عنوان عامل بيماري 
گزارش شده اند )8 و 17(. اولين موارد شناسائي اين بيماري به گذشته بسيار 
دور يعني سال 1600 ميلادي بر مي گردد. بسیاري از مطالعات ابتدائي بر 

روي شناخت نقش ميكروارگانيسم ها در ايجاد بيماري هاي عفوني بر روي 
اين بيماري صورت گرفته است. استفاده از تكنيك كاهش حدت باكتري ها 
ار  بيش  بيماري  برابر  در  ايمن سازي  منظور  به  زنده  واكسن  تهيه  براي 
عامل  روي  بر  پاستور  لوئي  فرانسوي  دانشمند  توسط  پيش  سال  يكصد 
اين بيماري يعني پاستورلا مولتوسيدا انجام شد. پیشرفت ها و مطالعات 
زیادی از آن زمان تا کنون بر روی واکسن های پاستورلا مولتوسیدا صورت 
از  موتانتی که در ژن  استفاده   )2016( گرفته است. جیائو و همکاران 
phoP نقص دارد، در ایمنی زایی و به عنوان واکسن پیشنهاد کردند ایشان 
ایمنی زایی موتانت ∆phoP را در برابر چالش با سویه های حاد بررسی و 
54% حفاظت گزارش کردند )13(. گانگ و همکاران )2016( ایمنی زایی 
  A1 سروتیپ (rPtfA) واکسن نوترکیب ژن فیمبریای پاستورلا مولتوسيدا
در مقایسه با واکسن زنده تخفیف حدت یافته را بررسی و سطح ایمنی را 
به ترتیب 45% و 75% گزارش کردند. با این حال به دلیل تنوع در سروتیپ 
و عدم ایجاد ایمنی متقاطع ناشی از واکسیناسیون با یک سروتیپ علیه 
استفاده  برای  مشترک  ایمنی زای  پروتئین های  شناسایی  دیگر  سروتیپ 
در یک دوز واکسن مونووالان با هدف رسیدن به حداکثر ایمنی زایی از 

اهمیت بالایی برخوردار است )9(.
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سطح  روي  بر  ساكاريدي  پلي  كپسولي  داراي  پاستورلا  سويه هاي  بيشتر 
سروتيپ هاي به  را  آن ها  مي توان  سرولوژيك  نظر  از  كه  هستند   خود 
ليپوپلي  ساكاريدها،  پلي  از  كپسول  كرد.  تقسيم بندي   Fو  E ,D ,B ,A
آنتي ژني  پروتئين ها تشكيل شده است.  انواع  (LPS) و برخی  ساكاريدها 
در كپسول پاستورلا مولتوسيدا كه عامل ويژگي و اختصاصيت سروتيپ ها 
هماگلوتيناسيون  آزمايش  در  است.  ساكاريدي  ليپوپلي  مواد  جزء  است 
كار  به  كپسولي  سروتايپينگ  براي  آزمايشي  روشي  عنوان  به  كه  پاسيو 
مي رود، هر دو مواد ليپوپلي ساكاريدي و پلي ساكاريدي بر روي گلبول هاي 
مورد  در   .)19( دارند  كليدي  نقش  آزمايش  در  و  مي شوند  قرمز جذب 
بدون  و  كپسول دار  سويه هاي  مرغان  وباي  ايجاد كننده  پاستورلا هاي 
در  يكساني  ايمني زائي  قدرت  داراي   A(strain X-37( سروتيپ  كپسول 
 A ايمن سازي پرندگان در برابر بيماري وباي مرغان هستند. در سروتيپ
كپسول داراي هيالورونيك اسيد مي باشد، باور بر اين است كه اين ماده 
البته در مورد  بازي مي كند )24(.  اين سويه نقش مهمي  در بيماري زائي 
بدون  موتانت هاي  كه  است  داده شده  نشان   B:2 كپسولي  سروتيپ هاي 
كپسول بيماري زائي خود را از دست داده و حتي از آن ها به عنوان واكسن 
 LPS كه  است  اين  بر  باور  كلي  طور  به   .)4( است  شده  استفاده  زنده 
مي باشد.  پاستورلا  مختلف  سويه هاي  بيماري زائي  در  مهمي  نقش  داراي 
بين  در  مي باشد.  عفونت  به  مبتلا  ميزبان  در  شوك  ايجاد  به  قادر   LPS
گونه هاي مختلف پرندگان، بوقلمون نسبتا در برابر آثار كشنده LPS جدا 
 LPS .شده از سويه هاي عامل وباي مرغان داراي مقاومت بيشتري است
ناخالص جدا شده از باكتري مي تواند مقاومت در برابر بيماري ايجاد كند 
ولي LPS خالص به تنهائي از ايمني زائي برخوردار نيست )16(. از پاستورلا 
مولتوسيداي سروتيپ A عامل ايجادكننده وباي مرغان موتانتي تهيه شده 
 (Heptosylteransferase) است كه توانائي سنتز آنزيم هپتوزيل ترانسفراز
را از دست داده بود. اين آنزيم در سنتز LPS لازم است كه در حضور 
آن قند هپتوز به LPS افزوده مي شود. بيماري زائي اين موتانت براي مرغ 
بسيار کمتر بوده و از اين روي به عنوان كانديداي مناسب واكسن زنده 

است  اين  بر  عمومي  باور   .)11( شد  شناخته  مرغان  وباي  بيماري  براي 
كه بسياري از عوامل حدت باكتري ها بر روي سطح آن ها قرار دارند و 
تعدادي از آن ها در اتصال به سلول هاي ميزبان و تهاجم به آن نقش هاي 
 (OMPs) كليدي بازي مي كنند. علاوه بر اين پروتئین های غشای خارجی
از آن جائي كه طي فرآيند عفونت در تماس مستقيم با سيستم ايمني ميزبان 
عمل  منفي  گرم  باكتري هاي  ايمني زاي  اجزاي  به شكل  مي توانند  هستند 
كنند )10(. از اين روي، OMPs بيشترين توجه را در مطالعات مربوط به 
بررسي تعامل ميزبان و عوامل بيماريزا به خود اختصاص داده اند. بيش از 
70 پروتئين غشاي خارجي يا پروتئين وابسته به غشاي خارجي در پاستورلا 

مولتوسيدا شناسائي شده است )12(.  
مرغان  وباي  عامل  مولتوسيدا  پاستورلا   A:3 و   A:1 سروتيپ هاي  در 
در  مقاومت  ايجاد  به  قادر  كه  است  شده  شناسائي   39kDa پروتئيني 
 برابر عفونت ميAباشد. این مولكول 39kDa ليپو پروتئين بوده و به نام

)Plp B (Pasteurella lipoprotein B نام گذاري شده است )24(. پروتئين 
39kDa كه با ساخت كپسول در ارتباط است به عنوان عامل چسبندگي 

معرفي شده است )1 و 3(. 
در ایران بیماری پاستورلوز طیور شایع بوده و از سال ها پیش به منظور 
آلومینیوم  هیدروکسید  آدجوان  همراه  باکترین  کشته  واکسن  پیشگیری 
سرم  و  واکسن  تحقیقات  موسسه  در  که  واکسن  این  می شود.  مصرف 
سازی رازی تولید می شود حاوی سروتیپ A:1، سروتیپ غالب در کشور، 
می باشد. در ایران گزارش هائی حاکی از وجود سایر سروتیپ ها از جمله 
3A و 4A وجود دارد. از جمله علل ضعف واکسن های کشته پاستورلوز 
طیور محافظت هومولوگ می باشد در نتیجه واکسیناسیون با هر سروتیپ 
فقط قادر به ایجاد ایمنی در برابر همان سروتیپ است و در مقابل سایر 
سروتیپ ها مقاومت ایجاد نمی کند به همين دليل در برخي کشورها در 
استفاده می گردد  از سه سروتيپ مختلف  پاستورلوز طيور  تهيه واکسن 
)واکسن تري والان(. شناسائی عوامل ایمنی زای مشترک بین سروتیپ های 
مختلف امکان افزایش ایمنی زائی واکسن با به کارگیری آن ها در واکسن 

پروتئين های ايمنی زای مشترک بين ...

تعداد جوجهمشخصات گروهشماره گروه

1A1 + Adj 5سويه

2A3 + Adj 5سويه

3A4 + Adj 5سويه

4A4 , A3, A1 + Adj5

5A4 , A3, A1 5سويه

5سويهA1 + ژل آلوم )واكسن توليدي موسسه(6

9كنترل7

جدول 1- برنامه ايمن سازي جوجه ها
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در  ایمنی  ایجاد  توانائی  با  مونووالان  واکسن  تولید  امکان  همچنین  و 
برابر سروتیپ های مختلف را ایجاد می کند. در این مطالعه سه سروتیپ 
شایع پاستورلا در ایران مورد بررسی قرار گرفت تا در حد امکان مقدمه 
شناسائی برخی از پروتئین های ایمنی زا ی مشترک بین این سه سروتیپ 

فراهم گردد. 

مواد و روش  کار
تعداد 35 جوجه  SPF 1 ماهه به صورت رندم در 7 گروه 5 تائي تقسيم 
منظور  به  شدند.  نگهداري  شده  شماره گذاری  مجزای  قفس های  در  و 
با  ترتيب  به   3 و   2 و   1 گروه  جوجه های  ایمن سازی  آنتی سرم،  تهیه 
 4 گروه  به  انجام شد.  آدجوان  به همراه   A:4 و   A:3 و   A:1 سويه هاي 
هر سه سویه باهم به همراه آدجوان و به جوجه های گروه 5 هر سه 
سویه بدون ادجوان تزریق شد. يكي از بچ هاي واكسن كشته پاستورلوز 
سروتيپ A:1 موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی انتخاب و در 
گروه 6 استفاده شد. تزريقات به روش داخل عضلاني (IM) داخل عضله 
اول و دوم و  تزريق  با فواصل زماني 14 روز بين  نوبت  سينه در چهار 
انجام شد.  تزريقات دوم و سوم و همچنين سوم و چهارم  10 روز بين 
اولين تزريق آنتي ژن ها با آدجوان كامل فروند (CFA) وتزريقات دوم و 
 سوم با آدجوان ناقص فروند و تزريق چهارم بدون آدجوان انجام گرديد
)جدول 1 و 2(. در گروه كنترل تزريقات مطابق جدول زمان بندي انجام 

گرديد ولي ماده تزريقي فقط شامل نرمال سالين بود. 

خون گيري
یک هفته پس از آخرین تزریق  برای تهیه سرم هایپر ایمیون خونگيري 
از جوجه هاي واكسينه و كنترل )غير واكسينه( از وريد بال صورت گرفت. 
سرم خون هاي گرفته شده جدا و تا زمان انجام آزمايش هاي مربوطه در 

فريزر 20- درجه سانتی گراد نگهداري شد.

 CE (cell lysate extract( تهيه عصاره سلولی
سويه هاي A:1 و A:3 و A:4 پاستورلا مولتوسيدا بر روي محيط آبگوشت 
تريپتوز فسفات (TPB) كشت داده شدند. از كشت هاي 18 ساعته پس از 
اطمينان از خلوص با رنگ آميزي گرم و مشاهده مستقيم با ميكروسكوپ 

نوري، پيكره باكتري با استفاده از بافر فسفات (PBS) سه مرتبه شستشو 
با  و  تهيه  شده  اجرام شسته  از  باكتريائي  غليظ  سوپانسيون  شد.  جدا  و 
شوند.  شكسته  باكتري ها  پيكره  تا  شد  سونيكه  سونيكاتور  از  استفاده 
سوسپانسيون براي سه بار هر بار 60 ثانيه سونيكه شد و در هر بار بين 
گرديد. سلول هاي شكسته شده  يخ خنك  روي ظرف  بر  كردن  سونيكه 
با  سانتی گراد  درجه   4 دماي  در  دقيقه   30 مدت  به  سونيكاسيون  طي 
با  و  جدا  مايع روئي  بعد  مرحله  در  شدند.  سانتريفيوژ   3000xg شتاب
تقریبا  به دست آمده حاوی  این سوسپانسیون  فيلتر شد.   μm فيلتر 0.2 
تمامی مولکول ها و مواد تشکیل دهنده باکتری است که در شرایط کشت 
تام  نام عصاره  به  آمده  به دست  این عصاره  می شود.  ساخته   in-vitro 
ادامه  در  می شود.  نام گذاری   CE اختصار  به  و   (cell lysate extract)

مطالعه در تمامی مراحل از این عصاره استفاده شد.

(SDS-PAGE( ژل الكتروفورز
مرسوم  روش  مطابق  شده  تهيه   CE آنتي ژن  آناليز  منظور   به 
انجام شد. وزن مولكولي باند های مورد  (Laemmli, 1970) SDS-PAGE

نظر با روش مقايسه مكان باند هاي ماركر تخمين زده شد.

Immunoblotting ايمونوبلات
پلي  باند هاي  اين  ژل،  روي  بر  آنتي ژنی  باند های  شناسائي  منظور  به 
با  شب  يك  مدت  به  ممبران ها  شدند.  منتقل  ممبران  روي  به  پپتيدي 
رقت 250/1 انتي سرم هاي جوجه ها در دماي 4 درجه سانتی گراد شيكر 
جوجه  اختصاصي  آنتي سرم  با  ممبران  شستشو  بار  سه  از  پس   شدند. 
 Anti-Chicken IgY (IgG)–Peroxidase antibody produced in rabbit)
Sigma)) با رقت 1000/1 به مدت 1 ساعت بر روي شيكر انكوبه شد. 
در مرحله بعد پس از سه مرتبه شستشو با بافر ممبران در محلول حاوي 
سوبسترا (diaminobenzidine tetrahydrochloride-3) در Tris بافر حاوي 
آب  افزودن  با  باند ها  ظهور  از  پس  گرفت.   قرار  هيدروژن   پراكسيد 

فراوان واكنش متوقف و ممبران خشك و مطالعه شد.

نتايج
الکتروفورز عصاره سلولی CE سروتیپ های A:1 و A:3 و A:4 پاستورلا 

مشخصات تزريقتاريخ تزريق)روز آزمايش(شماره تزريق

Ag+ CFA )صفر(1

Ag+ Adj  ناقص )14(2

Ag+ Adj ناقص  )21(3

4)31( Adj بدون Ag

جدول2- زمانبندی تزریقات
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آکریلامید  پلی  ژل  روی  بر  مرغان  وبای  بیماری  عامل   مولتوسیدا 
مولکول های  آن  طی  که  روش  این  در  گردید.  انجام   (SDS-PAGE)
پروتئینی جداسازی و قابل روئیت می شوند همانگونه که انتظار می رفت 
تعداد زیادی باندهای مختلف مشاهده گردید )شکل 1(. همانگونه که در 
تصویر مشاهده می شود غالب باند ها در هر سه سروتیپ مشابه هستند. 
با این وجود تعدادی از باندها در سروتیپ ها ی تحت مطالعه متفاوت 
اینکه  اول  این تفاوت به دو صورت مشاهده می شود. صورت  هستند. 
برخی باندها در سروتیپی مشاهده می شود که در سایر سروتیپ ها قابل 
مشاهده نیست. صورت دوم اینکه تفاوت در برخی باند های مشترک به 
شکل پهنای باند یا شدت رنگ پذیری باند قابل مشاهده است که در واقع 

نشانه تفاوت در میزان پروتئین مربوط است.

اختصاصی تفریق نمود. باندهای شناسائی شده در آزمایش ایمونوبلات با 
سرم نرمال از نگاه این مطالعه دارای اهمیت نبوده و علیرغم مشاهده 
آن ها در سایر آزمایش های بلاتینگ با سرم های جوجه های ایمن به دلیل 
غیر اختصاصی بودن از لیست باندهای مورد مطالعه حذف و بی اهمیت 

شكل 1- پروفايل عصاره سلولي پاستورلا مولتوسيدا سروتيپ هاثي A:1 و A:3 و A:4 بر روي ژل %10 

SDS-PAGE رنگ آميزي شده با آبي كوماسي

در  ژل  روی  بر  شده  جدا  باندهای   Immunoblotting ايمونوبلات  
سروتیپ های با  شده  تزریق  جوجه های  مختلف  سرم های   برابر 

A:1 و A:3 و A:4 به صورت مونووالان و با هر سه سروتیپ به صورت 
سروتیپ  سه  هر  برای  آمده  بدست  باندهای  گردید.  انجام  تریوالان 
سروتیپ های  با  شده  تزریق  جوجه های  سرم  با  ژل  روی  بر  مختلف 
شناسائی  منظور  به  آزمایش  از  بخش  این  گردیدند.  بلات  نیز  مختلف 
توانائی  که  است  مختلف  سروتیپ های  در  موجود  مشابه  آنتی ژن های 
تحریک سیستم ایمنی جوجه برای ایجاد آنتی بادی هائی با توانائی باند 
شدن با آنتی ژن های غیر همسان را دارد. این بخش از آزمایش بر روی 
سه  هر  حاوی  تزریقی  سوسپانسیون  با  شده  تزریق  جوجه های  سرم 
سروتیپ نیز انجام گردید. علاوه بر این یر روی جوجه های تزریق شده 
با واکسن پاستورلوز طیور تولیدی موسسه رازی که واکسن مونووالان 
ایمونوبلات سروتیپ های  گردید.  انجام  نیز  است    A:1 حاوی سروتیپ 
این  انجام شد. شناسائی  نرمال جوجه هم  برابر سرم  در  تحت مطالعه 
باندهای  از  را  آن ها  بتوان  که  است  اهمیت  دارای  رو  این  از  باند ها 

شكل 2- ايمونوبلات عصاره سلولي CE پاستورلا مولتوسيدا سروتيپ هاي A:1 و A:3 و A:4 با استفاده 

A:1 از سرم جوجه واكسينه با سروتيپ

تلقی شدند.
برابر  در  را  مطالعه  مورد  سروتیپ  سه  باند های  بلات  ایمونو   2 شکل 
سرم جوجه ایمن شده با سروتیپ A:1 را نشان می دهد. همانگونه که 
در تصویر مشاهده می شود تعداد قابل توجهی باند )حدود 20 باند( در 
که  باند های مشاهده شده  از مجموعه  هر سروتیپ مشاهده می شود. 
واکنشی قوی داشته و در هر سه سروتیپ قابل مشاهده است سه باند 
با وزن مولکولی تقریبی 39 ، 40، و 37 کیلو دالتون است. علاوه بر این 
باندی قوی با وزن مولکولی تقریبی 53 کیلو دالتون مشاهده می شود که 
در هر سه سروتیپ واکنش نسبتا همسانی دارند. با توجه به شکل باند 
مشترک قابل توجه در محدوده وزن مولکولی 30 کیلو دالتون مشاهده 
داده  نشان  مشابه  قدرت  با  واکنشی  سروتیپ  سه  هر  در  که  می شود 
باند های مشترک دیگری در محدوده بالای 60 کیلو دالتون قابل  است. 
مشاهده است که به دلیل مشاهده آن ها در ایمونوبلات با سرم نرمال از 
نگاه این مطالعه قابل توجه نمی باشد و جزء باندهای اختصاصی مشترک 

تلقی نمی شود.
شکل 3 ایمونوبلات باندهای سه سروتیپ مورد مطالعه را در برابر سرم 
جوجه ایمن شده با سروتیپ A:3 را نشان می دهد. جالب توجه اینکه 
A:1 مشابه آزمایش ایمونوبلات با سرم جوجه های ایمن شده با سروتیپ

کیلو  ، 40، و 37  تقریبی 39  با وزن مولکولی  باند  آزمایش سه  این  در 
دالتون به شکل شاخصی قابل مشاهده است. از بین این سه باند، باند 
39 کیلو دالتونی واکنشی قویتر در مقایسه با دو باند دیگر یعنی 40 و 
آزمایش  نیز مشابه  آزمایش  این  در  است.  داده  نشان  دالتونی  کیلو   37

پروتئين های ايمنی زای مشترک بين ...



شماره 124، نشريه د امپزشكی، پاییز 1398

43

این  می شود.  مشاهده  سروتیپ  سه  هر  در  دالتونی  کیلو   53 باند  قبل 
باند نیز مانند باند 39 کیلو دالتونی در مقایسه با سایر باندها از قدرت 
واکنش بالائی برخوردار است. در این آزمایش نیز مانند آزمایش قبل باند 
مشترک قابل توجهی در محدوده وزن مولکولی 30 کیلو دالتون مشاهده 
واکنش  با  باندی  است.  مشاهده  قابل  هر سه سروتیپ  در  که  می شود 
نسبتا قوی در محدوده وزن مولکولی 53 کیلو دالتون در هر سه سروتیپ 

مشاهده می شود. این باند در آزمایش قبل نیز مشاهده شد.
شکل 4 ایمونوبلات باندهای سه سروتیپ مورد مطالعه را در برابر سرم 
جوجه ایمن شده با سروتیپ 4A نشان می دهد. در این آزمایش نیز مانند 
دو آزمایش پیش سه باند با وزن مولکولی تقریبی 39 ، 40، و 37 کیلو 
دالتون به شکل شاخصی قابل مشاهده است. از میان این سه باند، باند 
40 و 39 کیلو دالتونی نسبت به سایر باندها واکنش قویتری از خود نشان 
داده اند. در این آزمایش نیز مشابه دو آزمایش قبل باند 53 کیلو دالتونی 
در هر سه سروتیپ مشاهده می شود. این باند در مقایسه با سایر باندها 
قدرت واکنش بالاتری دارد. در این آزمایش نیز باند مشترکی در محدوده 
وزن مولکولی 30 کیلو دالتون مشاهده می شود که در هر سه سروتیپ 

شكل 3- ايمونوبلات عصاره سلولي CE پاستورلا مولتوسيدا سروتيپ هاي A:1 و A:3 و A:4 با استفاده 

A:3 از سرم جوجه واكسينه با سروتيپ

شكل 4- ايمونوبلات عصاره سلولي CE پاستورلا مولتوسيدا سروتيپ هاي A:1 و A:3 و A:4 با استفاده 

A:4  از سرم جوجه واكسينه با سروتيپ

شكل 5- ايمونوبلات عصاره سلولي CE پاستورلا مولتوسيدا سروتيپ هاي A:1 و A:3 و A:4 با استفاده 

 .A:4 و A:3 و A:1 از سرم جوجه واكسينه با سوسپانسيون تري والان حاوي سروتيپ هاي

قابل مشاهده است.
شکل 5 ایمونو بلات باندهای سه سروتیپ مورد مطالعه را در برابر سرم 
 A:3 و A:1 جوجه ایمن شده با سوسپانسیون تریوالان حاوی سروتیپ های
و A:4 نشان می دهد. همان گونه که در تصویر مشاهده می شود تعداد 
با استفاده از سرم های مونووالان  با ایمونوبلات های  باندها در مقایسه 
با واکنشی بسیار قوی در محدوده  باندی  این آزمایش  بیشتر است. در 
می شود  مشاهده  سروتیپ  سه  هر  در  دالتون  کیلو   30 مولکولی  وزن 
داده  اختصاص  خود  به  باندها  سایر  به  نسبت  را  واکنش  قوی ترین  که 
است. در این آزمایش نیز باندهای 39 و 40 کیلو دالتونی قابل مشاهده 
است. هر چند به دلیل تراکم و تعدد، باندها به وضوح آزمایش های قبل 
مولکولی  وزن  محدوده  در  ویژه  به  وضعیت  این  نیستند.  تفریق  قابل 
پائین تر  به چشم می خورد. در محدوده وزن مولکولی  بیشتر  بالای 50 
احتمالا  باند پهن غیر واضح مشاهده می شود که  از 20 کیلودالتون دو 
مجموعه ای از چندین باند با وزن های مولکولی نزدیک هم است که بر 
روی ژل به طور کامل از هم جدا نشده بوده اند و قابل تمیز نیستند. در 
این محدوده وزن مولکولی مجموعه ای از باندهای واکنش غیر اختصاصی 
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در سرم نرمال نیز مشاهده می شود که از اهمیت آن ها به عنوان عوامل 
ایمنی زای اختصاصی می کاهد.

بحث
تعیین  و  بیماری زا  باکتری های  مختلف  مولکول های  شناسائی  امروزه 
ایمنی محافظت کننده در میزبان  ایجاد  نقش هر یک در بیماری زائی و 
از میان مولکول های موثر در  از اهمیت بسیار زیادی برخوردار است. 
پاستورلا   .)12( هستند  ویژه ای  جایگاه  دارای  پروتئین ها  ایمنی  ایجاد 
مولتوسیدا از جمله عوامل بیماری زائی است که در دامپزشکی به لحاظ 
است.  برخوردار  بالائی  بسیار  اهمیت  از  کرده  ایجاد  بیماری های  تنوع 
شناسائی ژنوم کامل پاستورلا مولتوسیدا عامل وبای مرغان در سال 2001 
نقش  و  مختلف  مولکول های  پیش بینی  یا  و  شناسائی  به  شایانی  کمک 
آن ها در فرآیند بیماری کرده است )15(.  وبای مرغان از جمله بیماری 
است که سروتیپ های مختلف A این باکتری به فرم های مختلف حاد و 
مزمن در طیف وسیعی از پرندگان ایجاد می کند. علیرغم گذشت بیش 
از یک قرن از ابداع واکسن برای پیشگیری از این بیماری و اخیرا کشف 
در جهت  تحقیقات  بیماری هنوز  این  ژنوم  کامل  تعیین سکانس  بزرگ 
از سوی دیگر  ادامه دارد.  به شکل گسترده ای  ایمنی زا  شناسائی عوامل 
شناسائی مولکول های مختلف و نقش هر یک در ایجاد مراحل مختلف 
تهاجم میزبان و بیماری ادامه دارد. وجود تنوع در سروتیپ های عامل 
محافظت  کامل  مقاومت  ایجاد  عدم  و  سو  یک  از  مرغان  وبای  بیماری 
برابر تیپ های دیگر  به وسیله کاربرد واکسن های مونووالان در  کننده 
تیپ های  این  بین  که  ایمنی زائی  عوامل  شناسائی  راستای  در  تحقیقات 
مختلف مشترک باشند را الزام آور کرده است. نتایج این مطالعه نشان 
داد که از میان پروتئین هائی که قادر به ایجاد پاسخ هومورال قابل تعیین 
با ایمونو بلاتینگ بودند دست کم پنج عامل ایمنی زا هستند که در بین 
این سه سروتیپ تحت مطالعه مشابه هستند به شکلی که آنتی بادی های 
تولید شده طی پاسخ ایمنی به ایمن سازی جوجه ها قادر به واکنش به هر 
یک از سه سروتیپ می باشد. این عوامل ایمنی زای مشترک در آزمایش 
ایمونوبلاتینگ با سرم مثبت جوجه ها پروتئین هائی یا مولکول هائی که 
در بخش دارای دست کم ساختار پروتئینی با وزن مولکولی 39، 40، 37، 
این پنج مولکول،  از بین  53، و 30 کیلو دالتونی است قرار می گرفتند. 
مولکول 39 کیلو دالتونی به شکل بارزتری در آزمایش های ایمونوبلات 

مشاهده شد. 
بر عهده  منفی غشاء خارجی وظایف حیاتی  گرم  باکتری های  در مورد 
غشاء  این  در  موجود  پروتئین های  توسط  آن ها  غالب  تقریبا  که  دارد 
انجام می شود. از آنجائی که این پروتئین های غشاء خارجی (OMP) تماس 
این  که  است  این  بر  اعتقاد  دارد  میزبان  بدن  داخل  محیط  با  مستقیم 
پروتئین ها دارای نقش تعیین کننده در مکانیسم های ورود و بیماری زائی 
می باشند. علاوه بر این از آنجائی که این مولکول ها در دسترس و تماس 
ایمنی  سیستم  توسط  عمدتا  هستند  میزبان  ایمنی  سیستم  با  مستقیم 
این  علیه  بر  پاسخ هومورال  ویژه  به  ایمنی  پاسخ  و  شناسائی می شوند 
شناسائی  سمت  به  مطالعات  رو  این  از   )5( می شود  ایجاد  مولکول ها 
متمرکز  ایمنی زا  عوامل  عنوان  به  پاستورلا  خارجی  غشاء  پروتئین های 
شده اند. به عنوان مثال در مطالعه ای مشابه بر روی پاستورلا مولتوسیدا 

سروتیپ B:2 عامل سپتی سمی همراژیک گاو و گاومیش تعدادی از این 
پروتئین ها شناسائی شدند و دو تا از پروتئين هاي OMP  با وزن مولکولی  
50 و37 کیلو دالتون به عنوان OMP ایمونوژن قوی معرفی گردید )2(. 

به  طیور  پاستورلوز  عامل  سروتیپ های  غشائی  پروتئین های  به  توجه 
عنوان عوامل ایمنی زا در مطالعات اخیر این حوزه معطوف شده است 
)1، 22(. علاوه بر این به دلیل اختصاصی بودن ایمنی در بین سروتیپ های 
مختلف توجه محققین به شناسائی پروتئین های ایمنی زای مشترک بین 
با  بتوان  تا  است  امید  این  به  این موضوع  گردید.  سروتیپ ها معطوف 
بکارگیری این پروتئین های ایمنی زای مشترک به واکسنی دست یافت تا 
بتوان با تزریق آن ایمنی محافظت کننده در برابر سروتیپ های مختلف 
ایجاد کرد )20، 24(. این موضوع هدفی است که در مطالعه حاضر نیز 

دنبال شد. 
ایمنی زا که در  یافته های مطالعه حاضر مبنی بر شناسائی پنج پروتئین 
دیگر  مطالعه ای  با  است  مشترک   A:4 و   A:3 و   A:1 سه سروتیپ  بین 
 OMP همخوانی دارد. در مطالعه طباطبائی و همکاران نیز پنج پروتئین
خود  از   (cross-protective) متقاطع  ایمنی  خواص  که  شدند  شناسائی 
انجام گرفته بود   A:3 اين مطالعه سروتيپ البته در  نشان دادند )23(. 
و از مجموع پنج باند شناسائي شده دو باند 39 و 52 كيلو دالتون آن با 
مطالعه ما مشابهت داشت. اين مطالعه مهم ترين باند شناسائي شده را 
با روش مس اسپتكترومتري OMP PlpB شناسائي و به عنوان پروتئين با 

خواص ايمني متقاطع معرفي كرد.
نیز  شد  انجام  تازگی  به  که  جامع  مطالعه ای  با  حاضر  مطالعه  نتایج 
مطابقت دارد. در مطالعه ای که در استرالیا انجام شد تعداد 71 مولکول 
قدرت  و  شد  تهیه  نوترکیب  روش  با  یونیت  ساب  واکسن  کاندیدای 
ایمنی زائی آن ها بر روی جوجه و موش ارزیابی شد. نتیجه جالب توجه 
این مطالعه اینکه از میان 71 مولکول کاندیدای واکسن که با تکنولوژی 
واکسینولوژی معکوس (reverse vaccinology) انتخاب شدند فقط یک 
پروتئین نوترکیب قادر به ایجاد ایمنی محافظت کننده بود. این پروتئین 
 39 مولکولی  وزن  دارای  و  می شود  نامیده   PlpE است   OMP که جزء 
پروتئین 39  این  داد که  این مطالعه همچنین نشان  دالتون است.  کیلو 
ایمنی  ایجاد  به  قادر  بود  شده  تهیه   A:1 سروتیپ  از  که  کیلودالتونی 
یافته  این  در برابر چالنج با سروتیپ هترولوگ A:3 نیز می باشد )12(. 
همخوانی بسیار نزدیکی با مطالعه ما داشت که طی آن نشان داده شد 
که پروتئینی 39 کیلو دالتونی جزء عوامل ایمنی زائی بود که بین هر سه 

سروتیپ تحت مطالعه مشترک بود. 
محافظت كننده  آنتي ژن  به  موش  و  جوجه  در  را   PlpE قبلي  مطالعات 
 PlpE نيز Mannheimia haemolytica شناسائي كرده بود )34(. در مورد
و  است  شده  شناسائي  گاو  در  محافظت كننده  بسيار  مولكولي  عنوان  به 
جالب اينكه بين اين دو مولكول PlpE قرابت سكانس آمينو اسيدي به 
ميزان 22% وجود دارد )PlpE .)7 مولكولي OMP است كه داراي قطعه 
ليپيدي است و در مانهميا هموليتيكا در سطح خارجي باكتري قرار دارد 
و در فرآيند كشته شدن باكتري توسط سيستم كمپلمان نقش دارد )18(. 
در واكسن تجاري مانهميا هموليتيكا كه در گوساله ها استفاده مي شود 
اضافه كردن PlpE نوتركيب به واكسن باعث مقاومت كوساله در برابر 
چالنج با دو سروتيپ 1 و 6 شده است)6 و 21(. از سوي ديگر نشان داده 
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از  پاستورلا  شناخته شده  سويه هاي  تمامي  بين  در   PlPE كه  است  شده 
قرابت و مشابهت بسيار بالائي )90-100%( برخوردار است)22(. با توجه 
به وجود اين پروتئين ايمني زا در هر سه سروتيپ تحت مطالعه ما ممكن 
است بتوان مانند روشي كه براي بهبود ايمني زائي واكسن مانهميا مرسوم 
نيز  پاستورلوز طيور مؤسسه رازي  باكترين  بتوان در مورد واكسن  شد، 
بتوان با افزودن PlpE ايمني زائي واكسن را افزايش داد و همچنين ايمني 
در برابر سروتيپ هاي A:3 و A:4 كه در واكسن موجود نيستند نيز ايمني 
ايجاد نمود. البته اين موضوع نياز به مطالعات بيشتر و انجام آزمايش هاي 

مربوط دارد.
)يا   هستند  پروتئيني  مولکول هائی  مشترک  ایمنی زای  عوامل  این 
مولكول هائي كه در بخشی دارای ساختاری پروتئینی هستند( با وزن هاي 
مولکولی 39، 40، 37، 53 و 30 کیلو دالتون. اين مطالعات شامل شناسائي 
افزودن  امكان  بررسي  همچنين  و  دالتوني  كيلو   39 جزء  اين  مولكولي 
افزايش دامنه  اين جزء به واكسن فعلي توليد مؤسسه رازي به منظور 
با ساير سروتيپ ها  برابر عفونت  در  ايجاد مقاومت  براي  آن  ايمني زائي 

مي باشد. 
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