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الگوي الكتروفورتيك مطالعه
Corynebacterium pseudotuberculosis  پروتئيني

گاو و گوسفند در پنيري لنفادنيت موارد از شده جدا

چكيده
شـد ه جدا باكتري 16 روي بر مطالعـه اين ، C. pseudotuberculosis پروتئينـي الكتروفورتيـك الگـوي منظورمطالعـه بـه
C. با آنها مقايسـه و گوسـفند در گاو) نمونه از 30 و گوسـفند نمونه از 70) پنيري لنفادنيت مبتلا به لنفـاوي عقـد ه از100
مولكولي وزن با پروتئيني حضور ماركـر ميكروبي در نمونههاي كليه صـورت گرفت. گاو از شـد ه pseudotuberculosis جدا
17 تعداد كل الكتروفورز گرديد. در SDS-PAGE روش آميد به اكريل درصد پلي ناپيوسـته 10و5 سيسـتم ژل پائين روي
،68 پروتئينهاي ميان اين شـد كه در مشـاهده مطالعه مورد باكتريهاي در كيلودالتون 220 تا اوزان 25 با پروتئيني باند
بيوتيپ دالتون در كيلو و 38 پروتئينهاي 37 باكتري، منفي و مثبت نيترات سـويههاي تمام د ر كيلودالتون و 31 53 ،64
C. نيترات منفي 1 بيوتيـپ د ر كيلودالتون 25 ،35 ،39 ،40 ،48 ،120 پروتئين هـاي و گاو) از شـده (جدا مثبـت نيتـرات 2

گرديد. شناسايي گوسفند ) از شده (جدا pseudotuberculosis

، گاو،گوسفند - كلماتكليدي: Corynebacterium.pseudotuberculosis،بيوتيپ1و2نيتراتمثبتومنفي،ساختارپروتئيني،
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مقدمه
توليد كاهش و لاغري كه موجب است بز و گوسفند در واگيردار مزمن بيماري يك (Caseous Lymphadenitis) پنيري لنفادنيت
به سرايت قابل آن از ناشي ضايعات ميگردد و ــخص مش ــطحي س عقدههاي لنفاوي د و طرفي يا طرفي يك با تورم بيماري ــود. ميش
موارد نادري سيستميك در ولي نداشته سويي تاثير عمومي سلامت در موارد بيشتر د ر بيماري است. طحال كبد و ها، ريه ها، كليه

.(9 ،1) است زياد آن به ابتلا ميزان اما بيماري خيلي كم تلفات ناشي از ميزان ميگردد. منجر مرگ و به شد ه
و شتر، آهو اسب، گاو، در گوسفند و بز بر علاوه بيماري است. شده گزارش مختلف كشورهاي از و ــته داش جهاني ــار انتش بيماري

.(1) است شده ديده نيز انسان
نظير باكتريهاي ديگري اما است Corynebacterium pseudotuberculosis گوسفند در پنيري لنفادنيت عامل مولد مهمترين

.(9 ،8) است شده جدا لنفاوي جراحات از نيز و... استافيلوكوك استرپتوكوك، ،E.coli پاستورلا،
واگير تورم گاو، و ــب اس در ــوري ناس ديگري نظير لنفانزيت پنيري عامل بيماري هاي بر لنفادنيت .C علاوه pseudotuberculosis
از پاتوژنز دامهاي مختلف در ــد ميرس نظر به و ــت برهها اس در چركي مفاصل تورم غير قوچ، د ر بيضه تورم ــب، در اس چربي غدههاي

.(1) باشد برخوردار متفاوتي
ــت كه اس آنها پروتئيني ــاختار س ــي خود دارند بررس بيماريزايي زيادي در تنوع مطالعه اجرامي كه از بهترين روشهاي يكي
و ايمنوبلات ،SDS-PAGE نظير ابزارهايي ــتفاده از اس حدت در اين اجرام عوامل ــي بررس و پروتئيني ــاختار س مطالعه در اولين قدم

.(7 ،4) ميباشد پروتئينها كردن سكانس
سويه دو د ر ساختار اين احتمالي اختلاف مقايسه .C و pseudotuberculosis پروتئيني الگوي ــي بررس هد ف با نيز مطالعه حاضر

گرفته است. پنيري صورت لمفاد نيت موارد از شده گوسفندي جدا گاوي و
د ر عمدتا كه منفي) (نيترات I تيپ بيو د و كه واجد است كوتاه و ميلهاي شكل مثبت گرم باكتري يك C. pseudotuberculosis

.(8 ميباشد (1، ميشود جدا گاو وگاوميش از كه مثبت) II (نيترات بيوتيپ وجود دارد و بز و گوسفند
نفوذپذيري افزايش باعث و بوده باكتري پروتئيني كه اگزوتوكسين D فسفوليپاز جرم اين دربيماريزايي حد ت عوامل مهمترين
جدار جرم موجود در ليپيد و موضع عفونت مي شود لوكوسيتها به باعث جذب به حرارت كه مقاوم چركزايي عامل عروق ميگردد،

.(1) دارد، ميباشد آنتي فاگوستيوز خاصيت كه
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The study of protein electrophoretic pattern of the Corynebacterium pseudotuberculosis isolated from bovine and 

ovine caseous lymphadenitis case

By: H. Momtaz; Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahr-e-Kord Islamic Azad University, 
Shahr-e- Kord-IranI
A. Shakerian; Department of Food Hygiene, Faculty of Veterinary Medicine, Shahr-e-Kord Islamic Azad University, 
Shahr-e-Kord-Iran
For studying protein electrophoretic pattern of Corynebacterium pseudotuberculosis , this study was conducted on 

16 bacteria isolated from ovine caseous lymphadenitis , and they were compared with C. pseudotuberculosis isolated 

from cattle. All of microbial specimens underwent electrophoresis in SDS _ PAGE method in the presence of low 

molecularly weight (LMWM) protein marker on discrete system gel % 5 – 10 polyacrylamid. Totally 17 protein bands 

with molecular weight ranging 25- 220 KDA were observed in the understudied bacteria. As a result , the proteins 

31, 53, 64, and 68 KDA were identified in all strains of nitrate positive and negative bacteria , proteins 37, 38 KDA 

in biotype II , nitrate positive (isolated from cattle) and proteins 25, 35, 39, 40, 48 and 120 KDA in biotype I , nitrate 

negative C. pseudotuberculosis (isolated from sheep) .

Key words: Corynebacterium pseudotuberculosis , Biotype I and II nitrate positive and negative , Protein structure and 

configuration , SDS-PAGE ,Cattle, Sheep
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كار و روش مواد
نمونهها

در  ــه ك ــفند گوس عدد در 70 و گاو از عقده لنفاوي ــدد ع 30 ــداد تع
ــتان ــتارگاههاي اس كش از تصادفي نمونهگيري روش به 6 ماه ــدت م طول
و پستاني فوق پيش راني، پيش كتفي، گرديد. عقد ههاي لنفاوي تهيه تهران
مجاورت د ر و بود انتخاب دار آبسه و بزرگ شكل ظاهري نظر از كه مغابني
اسلامي آزاد دانشگاه دامپزشكي دانشكده شناسي ميكروب آزمايشگاه به يخ

شد. منتقل واحد شهركرد

روش كار
گرفت: دو مرحله انجام در تحقيق آزمايشهاي مربوط به

عقدههاي از ــده ش اخذ نمونه :C. pseudotuberculosis جداسـازي
داده ــت كش مغذي آگار و دار آگارخون محيط روي ــكوك مش لنفاوي
پرگنه هاي روي 37 درجه در گذاري خانه ساعت گرم 48 از بعد ــد، ش
ضعيفي ــد رش مغذي آگار در به C. pseudotuberculosis كه ــكوك مش
از ــه ضعيفي هال با مات زرد ــاي پرگنهه ــون دار آگارخ اما در ــت د اش

گرفت. انجام گرم آميزي رنگ كاتالاز و آزمايش ــت هموليز داش
گرم و كوتاه ــكل ش ميلهاي باكتريهاي واجد مثبت كاتالاز پرگنه هاي
و خصوصيات شده كشت د ار آگارخون محيط در سازي جهت خالص مثبت
گلوكز قند و تخمير آسكولين و اوره هيد روليز قبيل باكتري از بيوشيميايي
C. pseudotuberculosis ــودن ب خالص از اطمينان از پس گرديد. ــي بررس
آگارخون محيط درجه روي 37 د ر ــاعت مدت 24 س به ــده، باكتري جدا ش
سانتيگراد درجه 4 آزمايش هاي بعدي در يخچال جهت ــد و ش ــت دار كش

.(8) نگهد اري شد
نيترات ــاي احي ــت تس از ــده ش جدا باكتري هاي بيوتيپ تعيين جهت
جدا و باكتري منفي نيترات شده از گوسفند جدا سويههاي شد كه استفاده

بود (1). مثبت نيترات گاو شده از

SDS- PAGE روش به شده جدا الكتروفورز باكتري هاي
دو ــديم ــولفات، س پرس آمونيوم آميد، اكريل بيس آميد، اكريل ــواد : م
TEMED(N,N,N,N-Tetramethyl ethylene بازي، تريس سولفات، دسيل
ــيال، گلاس ــتيك اس ــيد اس بلو، برليانت ــي كوماس برموفنل بلو، ،(diamon

و اتانول. مركاتيواتانول گلسيرين، متانول، گليسين،
0/5 و 5/1 ) تريس درصد، اكريل آميد 30 محلول بافرها: و ــا محلوله

د رصد. 10 پرسولفات آمونيوم و د رصد 10SDS

.(Bio-Rad) عمودي الكتروفورز دستگاه وسايل:
ليزكنند ه بافر از الكتروفورز وانجام نمونهها سازي آماده منظور به

باكتريهاي شد. ــتفاده اس مقطر) آب ،SDS ــرول، گليس ،Tris 0/1 M)
شد. كشت داده خوندار روي محيط آگار ــاعت س 24 مدت به ــد ه خالص ش
كشت محيط هر روي ــالين) بافرس (فسفات PBS با افزودن محلول ــپس س
1ml به باكتري هر ــيرابه از ش ليتر ميلي و 5/ 0 باكتري تهيه ــيرابه اي از ش
پس شد . د ورسانتريفوژ 12000 در دقيقه و 5 مدت به و اضافه PBS محلول
بافرليزكنند ه 1ml ــوب حاصله رس به ،PBS با نمونه ــوي شستش 3 نوبت از
پس ــد . ــانده ش جوش گراد ــانتي س درجه 100 در دقيقه 5 مدت به و اضافه
الكتروفورز انجام جهت مايع روئي دور در 12000 ــانتريفوژ س دقيقه از 10
نگهداري گراد ــانتي س آزمايش در فريزر 20- درجه انجام تا زمان و انتخاب

شد (2، 3).
پروتئيني (فرمنتاس) روي ــر حضور مارك در ميكروبي نمونههاي ــه كلي
SDS-PAGE روش اكريل آميد به درصد و 5 10 ــته ناپيوس ژل ــتم سيس

گرديد. الكتروفورز

نتايج
كشت گاوي ــفندي و گوس چركي لنفاوي عقده از مجموع100 نمونه
منفي نيترات C. pseudotuberculosis باكتري عدد 16 تعداد ــده ش داده
پروتئيني حضور ماركر در ــده ش جد ا ميكروبي نمونههاي گرديد كه جد ا

آميد  اكريل پلي ژل ــرات مثبت روي نيت گاوي C. pseudotuberculosis و
الكتروفورز از حاصل نتايج كه گرديد الكتروفورز SDS-PAGE روش ــه ب

ــت. اس ــده ــاندادهش نش 2 تصاوير1و در نمونه ها
اوزان با ــي پروتئين باند ــداد 17 تع ــده الكتروفورز ش ــاي نمونهه در
پروتئينهاي ميان اين در ــه ــاهده گرديد ك مش د التون كيلو 220 تا 25
بود و د ر اختصاصي گاو از ــده ش جدا باكتري در دالتون ــو كيل و 38 37
بالعكس نگرديد. از گوسفند مشاهده ــده ش جدا منفي نيترات سويههاي
مختص ــون كيلودالت و 25 35 ،39 ،40 ،48 ،120 ــي پروتئين ــاي بانده
گاو از شده ــويه نيترات مثبت جدا س در كه بود ــفندي ــويه هاي گوس س
كيلو 37 و 38 باند هاي پروتئيني تصاوير 001 در (ستون نشد ــاهد ه مش
تا ــتون هاي 002 س مثبت، نيترات C. pseudotuberculosis د ر ــون دالت
ــون كيلودالت 25 ،35 ،39 ،40 ،48 ــي 120، پروتئين ــاي 007 بانده

- از حاصل تصوير(1)-ژل
شد ه جدا .Cهاي pseudotuberculosis

2 = بيوتيپ 001 ستون = ماركر، (ستون
بيوتيپ = 009 تا 002 ستونهاي ،C. pseudotuberculosis

(C. pseudotuberculosis 1

... الكتروفورتيك الگوي مطالعه
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.Cهاي pseudotuberculosis - از حاصل تصوير(2)-ژل
2 بيوتيپ = 001 ستون ماركر، = (ستون شده  جد ا

كورينه  1 بيوتيپ = 017 تا هاي010 C. pseudotuberculosis، سـتون

(C. pseudotuberculosis

باندهاي ــد). ميده ــان نش را ــي منف ــرات نيت C. pseudotuberculosis
ــون د الت ــو كيل 29 31 و ،43 ،53 ،64 ،68 ،90 ،150 ،220 ــي پروتئين
پروتئين هايي با ــان مي اين كه در ــترك بود تقريباً مش نمونهها ــه كلي در
ــويه هاي الكتروفورز شده س تمام در د التون كيلو و31 53 ،64 ،68 اوزان

گرديد. مشاهده

 بحث
ــخ ايمني پاس در پادگني د خيل ــاختار س و پروتئيني الگوي مطالعه
در زياد ي داراي تنوع اجرامي كه ويژه به اجرام بيماري زا و در ــورال هم
مطالعه است. بوده جهات متعددي مورد توجه از ــند مي باش بيماريزايي
يافتههايي حاصل اجرام ايمنيزايي و حدت ــاختاري، س تنوع بين ارتباط
ــت آمده بدس آنها پروتئيني ــاختار س ــي مولكول ــه مطالع از ــت كه اس
،Protective antigen محافظتكنند ه پادگن رديابي و ــايي شناس ــت. اس
ويژه به باكتريها حد ت در ــل عوام و مطالعه ثابت پادگني ــاختارهاي س
هم و ژنيك آنتي ــين هاي توكس تنوع نظر از ــم كه ه باكتريها ــه كورين
ــان انس در بيماريها از متفاوتي چهره هاي ايجاد به ــيته پاتوژنيس از نظر
اجرام اغلب ــورد م د ر دارد . اهميت ــاد ه ميانجامد، فوق الع ــات حيوان و
استفاده شناسي واكسن مطالعات شناسي و ــاختار س در اول قدم عفوني
پروتئين ــكانسكردن س و ايمنوبلات ،SDS-PAGE ــر نظي ــي ابزارهاي از
C. پروتئيني ــاختار س ــي با هدف بررس نيز ــر حاض مطالعه ــت. اس ــوده ب
شده شناخته بيوتيپ دو ساختار در ــه اين مقايس و pseudotuberculosis
مثبت نيترات 2 بيوتيپ گوسفند و د ر منفي نيترات 1 (بيوتيپ جرم اين
بسياري از توسط شده انجام مطالعات در است. ــده ش ريزي پايه گاو) در
باكتري اين در دالتون 200 كيلو ــا ت 14 اوزان با پروتئينهايي ــن محققي

شده است (4و5و6و7). معرفي
(1993) همكاران و Braith waite ــط توس ــد ه ش انجام مطالعه در
پروتئينهايي ــامل ش C. pseudotuberculosis د ر پروتئيني گروه چهار
پروتئيني ــه مجموعه س دالتون، كيلو 119 از ــتر بيش مولكولي وزن ــا ب
كيلو تا 33 30 وزن ــا ب پروتئيني ــون، كيلودالت 58 84، 64 و اوزان ــا ب
كيلو 25 ــا ت 20 بين پايين مولكولي وزن ــا ــي ب پروتئين هاي و ــون دالت

شد(4). داده نشان دالتون
-191 و 20-200 ،8-200 اوزان پروتئينهايي با ــكاران، هم و Mohan

(1 (بيوتيپ ــز ب از ــد ه ش جدا C. pseudotuberculosis در ــون كيلودالت 19
به دالتون 68 كيلو و 31 /6 ــاي ميان پروتئينه اين د ر ــه ك كردند ــزارش گ
مطالعه اين شد ند. در در اين جرم معرفي حد ت توكسين اصلي ــه س عنوان
C. ــين) (اگزوتوكس D ــفوليپاز فس عنوان ــه ب ــون كيلودالت 31/6 ــن پروتئي

است(7). شده pseudotuberculosis تشخيص داده
پروتئينهايي به تعد اد همكاران و Ellis ــط توس ــد ه ش انجام تحقيق در
موارد از شده جدا C. pseudotuberculosis در كيلودالتون 112 تا 20 وزن
با پروتئين 6 بين اين در كه گرد يد ــخص ــفند مش گوس پنيري د ر لنفادنيت
باكتري ژنيك ــينهاي آنتي عنوان توكس دالتون به كيلو 68 /1 تا 20 اوزان

شدند (6). معرفي
120 تا با اوزان 22 پروتئيني باند 22 همكاران، ــه Ellis و مطالع در
روش به منفي و مثبت نيترات C. pseudotuberculosis در ــون كيلودالت
عنوان به 5/ 31 كيلودالتون ــن پروتئي كه گرديد ــخص مش SDS-PAGE

معرفي مطالعه ــورد باكتري م ــروتيپ س دو هر ــين باكتري در اگزوتوكس
ــد(5). گردي

پروتئيني ــاختار س خصوص در ــده ش انجام مطالعات ــوع مجم از
بيماريزايي در ــا پروتئين ه ــن ــت اي دخال C و . pseudotuberculosis
ــفوليپاز فس ــي ــي حدت يعن اصل عامل 3 ــه ميآيد ك ــر ب ــن چني ــرم ج
و ــرارت ح به ــاوم مق ــي چرك زاي ــل عام ــي)، ــين پروتئين D(اگزوتوكس

.(1) د ارد وجود نظر مورد در باكتري جرم جدار در موجود ليپيدهاي
220 تا 25 اوزان با باند پروتئيني 17 تعداد نيز حاضر ــق تحقي در
C. pseudotuberculosis گوسفنـد ي و گاوي ــويههاي س در كيلودالتون
ــد ه ش انجام مطالعات با ــد كه گردي ــخص مش SDS-PAGE به روش
وزن با پروتئينهايي ــان مي ــن دارد. در اي همخواني ــاط نق ــاير س در
وجود باكتري و 2 1 ــپ بيوتي ــر ه در ــون كيلود الت و 31 53 ،64 ،68
كيلودالتون 31 پروتئين ديگر محققين ــه مطالع به توجه با كه ــت داش
باندهاي ــت. اس باكتري ــين) (اگزوتوكس D ــفوليپاز فس همان احتمالا
C. pseudotuberculosis در اختصاصاً كيلود التون 38 و 37 ــي پروتئين
،39 ،40 ،48 ،120 پروتئينهاي اما شد مشاهده گاوي مثبت نيترات
ــفندي وجود گوس منفي نيترات ــويه س در تنها ــون و25 كيلود الت 35
يكي احتمالاً گاوي ــويه س در پروتئينها ــن اي وجود عدم كه ــت داش
ــفند گوس با ــه مقايس در گاو در جرم اين كمتر ــي بيماريزاي ــل دلاي از
و پروتئيني ساختار تفاوت هاي روشنشدن جهت مجموع در اما مي باشد
از ــت اس .C بهتر pseudotuberculosis 2 و 1 پادگني بيوتيپهاي خصوصاً
سويههاي گاوي اختصاصي سرم آنتي از ــتفاده اس با ايمنوبلات آزمون
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اختصاصي پروتئينهاي سرم آنتي از امكان صورت و در ــفندي گوس و
كيلودالتون) 68 31 و پروتئينهاي جرم (خصوصاً حدت عامل ــي اصل
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