
 

شناسایی سویه های واکسن گاومیش و پرندگان پاستورلا مولتوسیدا 
ساخت موسسه رازی بر مبنای نسخه استرالیا طبقه بندی ژنتیکی به 
روش آنالیز توالی نوکلئوتیدها در لوکوس های چندگانه

bb

چكيد ه 

سپتی سمی همراه با خونریزی در اساس یک بیماری عفونی دستگاه تنفسی در نشخوارکنندگان و پرندگان می باشد که توسط پاستورلا 

مولتوسیدا ایجاد و منجر به خسارت های اقتصادی قابل توجه می گردد. در میانه سال های دهه 1930 و در ابتدای دهه 1980 میلادی 

سویه های ایرانی گاومیش )Pm Razi0001( و پرندگان )Pm Razi0002( پاستورلا مولتوسیدا از حیوانات بیمار جداسازی و تاکنون از آنها 

Multi Locus "ناحیه ژنی توالی در چند  "تعیین  ژنوتایپینگ  تکنیک  است.  استفاده شده  رازی  پاستورلوز موسسه  تولید واکسن   در 

بدنبال شناخت  این تحقیق  پاستورلا مولتوسیدا می باشد.  استاندارد در ژنوتایپینگ  Sequence Typing (MLST) analysis یک روش 

ساختار ژنومی سویه های واکسن پاستورلوز ساخت موسسه رازی ایران می باشد. ماده ژنتیکی به روش ساده جوشانیدن از کشت میکروبی 

استرالیا روش  نسخه  استفاده شد.  پاستورلا مولتوسیدا  عنوان  به  احراز هویت سویه ها  برای   KMT1-PCR از  گردید.  فراهم  سویه ها 

ژنوتایپینگ MLST شامل 7 ژن حیاتی of adk, est, pmi, zwf, mdh, gdh and pgi همراه با اصلاحات اندک بر روی سویه های هدف اجرا 

 ST129 و ST352 تعیین شد. تیپ های RIRDC-MLST گردید. تیپ ژنتیکی و کلونال کمپلکس مربوطه  با مراجعه به بانک اطلاعات مرجع

)به ترتیب متعلق به کلونال کمپلکس های CC122 و CC129( در مورد سویه های واکسن گاومیش و پرندگان شناسایی شدند. دانستن اینکه 

آیا استفاده از این سویه ها به صورت واکسن در دهه های متوالی گذشته تاثیر بنیادین در جمعیت و اپیدمیولوژی این باکتری در ایران 

داشته است هنوز نیاز به انجام مطالعات بیشتر می باشد.

کلمات کلیدی: MLST، کلونال کمپلکس، ژنوتیپ، اپیدمیولوژی، پاستورلوزیس
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Characterization of bubaline and avian vaccine strains of Pasteurella multocida from Razi institute as displayed 
by the Australian version of Multi Locus Sequence Typing analysis
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Hemorrhagic septicemia (HS) is principally an infectious disease of respiratory tract caused by Pasteurella multocida 
in ruminants and birds resulting in huge economic repercussions. In the mid 1930s and early 1980s the Iranian buffalo 
(Pm Razi0001) and chicken (Pm Razi0002) strains of Pasteurella multocida were collected respectively from diseased 
animals. These strains have been used ever since for preparation of pasteurellosis vaccine at Razi institute. Multi Locus 
Sequence Typing (MLST) analysis is a standard method of genotyping for P. multocida. This was conducted to assess 
genomic structure of the vaccine P. multocida strains at Razi institute. Genomic material was prepared from freshly 
cultured strains through a simplified boiling protocol. KMT1-PCR was used to authenticate identity of strains as P. 
multocida. The Australian RIRDC-MLST typing system targeting 7 housekeeping genes of adk, est, pmi, zwf, mdh, gdh 
and pgi loci with few modifications was performed on strains. The Sequence Type (ST) and the corresponding clonal 
complex of the strains was determined by consulting the RIRDC-MLST database. Two STs were identified with ST352 
(a subgroup of clonal complex CC122) and ST129 (a subgroup of clonal complex CC129) assigned for the buffalo (Pm 
Razi0001) and fowl (Pm Razi0002) strains, respectively. If using these strains as vaccine for all the past consecutive 
decades has had major impacts in population and epidemiology of P. multocida in this country, much more work is 
required.

 Key words: MLST, Clonal complex, Genotype, epidemiology, Pasteurellosis

مقدمه

پاستورلوز یکی از بیماری های تنفسی مهم نشخوارکنندگان بزرگ )9( و 

کوچک )6( شناخته می شود. پاستورلا مولتوسیدا در عین حال یک باکتری 

و  آلودگی  سبب  می تواند  و  می شود  محسوب  نیز  مشترک  بیماری زای 

عفونت در میزبان های انسانی بگردد )22(.

ایران  نشخوارکنندگان  میان  در  پاستورلوز  وجود  از  گزارش ها  نخستین 
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شناسایی سویه های واکسن گاومیش و   ...

 )4( است  شده  ارائه  رازی  موسسه  در  رفیعی  و  رستگار  دلپی،  توسط 
علاوه بر گاو و گوسفند آلودگی به پاستورلا مولتوسیدا در بز )14, 21(، 
شتر )18(، سگ )13( و گربه )13( و همچنین پرندگان )7, 16( نیز در ایران 

مشاهده و گزارش گردیده است.
و  گاو  پاستورلوز  واکسن  تولید  در  استفاده  مورد  سویه  حاضر  حال  در 
اطلاعات  اساس  بر  که  دارد  شهرت   Pm Razi0001 به  ایران  در  گاومیش 

نمونه های  از   1310 دهه  میانی  سال های  در  می رسد  نظر  دسترس  در 

آسیب شناسی مربوط به گله های گاومیش مبتلا به پاستورلوز در خوزستان 
در موسسه رازی جداسازی )5( و از طریق تجدید کشت، لیوفلیزاسیون 

و همچنین انجماد در دماهای پایین تر از50- درجه سانتی گراد نگهداری 
پاسنتورلوز  واکسن  تولید  در  استفاده  مورد  فعلی  سویه  است.  شده 
پرندگاندر ایران )Pm Razi0002( نیز در اوایل دهه 1980 میلادی در جریان 

از  آستارا  شهرستان  سارستیل  منطقه  در  شده  مشاهده  همه گیری های 
ماکیان بومی جداسازی و به روش مشابه سویه گاومیش نگهداری می گردد.

در سه دهه اخیر با معرفی روش های تایپینگ مولکولی دانش حاضر از 
تغییرات  دچار  باکتریایی،  جمعیت های  در  ژنتیکی  تنوع  و  اپیدمیولوژی 
بنیادین شده است. در سال 2010 روش تایپینگ MLST در مورد پاستورلا 
گردید  معرفی  استرالیا  در   Blackall و   Subaaharan توسط  مولتوسیدا 
)3, 17(. در طول سال های بعد در انگلستان نیز Davies به معرفی یک 
سیستم هم ارز اقدام نمود. در نتیجه این فعالیت ها در حال حاضر دو بانک 
 RIRDC-MLST Rural Industries بنام های   MLST بین المللی  اطلاعات 
Multi- استرالیا و (Research and Development Corporation (RIRDC

آدرس   طریق  از  آن ها  دوی  هر  که  دارد  وجود  انگلستان   host MLST
مطالعه  در  می باشند.  دستیابی  قال   /https://pubmlst.org/databases
مشخص  و  هويت  تعيين  در  بين المللی  ضرورت های  به  توجه  با  حاضر 
در  استفاده  مورد  آزمايشگاهی  سويه )هاي(  ژنتيكی  خصوصيات  نمودن 
توليد فرآورده های بيولوژيك و از جمله واکسن پاستورلوز، روش تايپينگ 
RIRDC-MLST بر روی دو سویه آزمايشگاهی تولید واکسن پاستورلوز 
نتايج  و  گرديد  اعمال   Razi Pm0002 پرندگان  و   Razi Pm0001 گاومیش 

بدست آمده با اطلاعات موجود در خارج از ايران مقايسه شد.

مواد و روش ها  

جدایه های باکتری

 Pasteurella mulotcida Pasteurella mulotcida Razi 0001 و  سويه های 
Razi 0002 بعنوان سويه های واکسن به ترتیب گاو )و گاومیش( و پرندگان 

در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفتند.

بازیافت
تجدید کشت باکتری و استخراج DNA ژنومی باكتری

محتویات میکروتیوب های حاوی دو سویه )محیط نگه دارنده TSB همراه 
با 50 درصد گلیسیرین( ذخیره شده )فریزر 75- درجه سانتی گراد( بر روی 
پلیت های آگار خون دار تجدید کشت و به مدت 24 ساعت در دمای 37 
درجه سانتی گراد قرار داده شد. برای دستیابی به ژنوم ژنتیکی باکتری يك 
لوپ پلاستیکی )10 میکرولیتر( کامل از كشت  باكتری به یک ميكروتيوب 
دارای واشر ضد نشت (O-ring) محتوی μl 400 بافر TB-lysis انتقال و 
تیوب به مدت 10 دقیقه در کف یک بن ماری حاوی آب در حال جوش 
فعال  غیر  باکتری  سوسپانسیون  یافت.  استقرار  سانتی گراد(   درجه   95(
شده سانتریفوژ )10 دقیقه در g8700( و بخش مایع بالایی شناور برداشت 
گردید و از فيلتر سرسرنگی µl 0.2 عبور داده شد. این محلول محتوی ژنوم 

باكتری ها تا زمان مصرف در يخچال يا فريزر نگهداری شد.
کروموروم   (fasta file) الکترونیکی  فایل  پرايمر  ساخت  و  طراحی  برای 
https://www.ncbi.nlm. طریق  از   Pasteurella multocida Pm70 سويه 

nih.gov/assembly/GCA_000011705.1 استخراج گردید. موقیت مکانی 
 Multi-host P. multocida MLST بر مبنای MLST لوکوس های هفتگانه
Scheme در این ژنوم با استفاده از برنامه  Artemis )2( شناسایی شدند. 
سپس در مورد هرلوکوس یک قطعه ژنتیکی به طول حدود kb 2 از ژنوم 

جدول 1- نتایج MLST typing در میان دو سویه تحت مطالعه. کد مشخصه هر آلل بر اساس بانک اطلاعات بین االمللی MLST در مورد هر ژن و هر سویه/جدایه تعیین و 

نشان داده شده است.

)Clonal complex )CC)Sequence Type)STpgigdhmdhzwfpmiestadkStrain/Isolate

122325172417213752
 Cattle/buffalo
 vaccine strain

129
1292020172263321

 Chicken vaccine
strain
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باكتری  به گونه ای انتخاب گرديد كه لوكوس مورد نظر بصورت تقریبی در 
ميانه آن قرار گیرد. با هدف جستجو بدنبال بهترین زوج پرایمر PCR در 
طول قطعه انتخاب شده از برنامه Primer 3 )20( استفاده شد بطوری که 
اندازه مورد انتظار محصول PCR کوچکتر از  1000 زوج باز قرار داشته 

باشد )جدول 2-1(.

PCR  آزمايش های
از دستگاه ترموسايكلر اپندورف )منهایم، آلمان( و از كيت تجارتی آمپليكون 
از محصولات شركت آمپليكور (Ampliquor®, Denmark)  برای اجرای 

تمام آزمون های PCR استفاده شد. با استفاده از روش پیشنهادی سخاوتی 
دستیابی  برای   . گردید  فراهم   PCR پروتکل  بهترین  اجرای  امکان   )12(
به حجم نهايی هر واكنش معادل با µL 12 از master mix و DMSO به 
ترتيب برابر با 6 و 0/5 ميكروليتر استفاده شد.  برای هر واکنش مقدار 
0/5 ميكروليتر از هر كدام از دو پرايمر، 2 ميكروليتر از نمونه DNA و 2/5 
ميكروليتر از آب مقطر دوبار تقطير استفاده شد. در مورد اجرای مراحل 

 5 مدت  به  گرمايش  اوليه  مرحله  يك  شامل  پروتکل   PCR واكنش های 

دقيقه در دمای 95 درجه سانتی گراد و بدنبال آن 35 نوبت از يك چرخه 

 30 به مدت  سانتی گراد   95 دمای  در  گرمايش  بر  مرحله ای مشتمل  سه 

ثانيه، گرمايش در دمای 60 سانتی گراد به مدت 30 ثانيه و 72 سانتی گراد 

به مدت 30 ثانيه و در نهايت يك مرحله گرمايش 72 سانتی گراد به مدت 
با استفاده از آگاروز )1/5   PCR 5 دقيقه گرديد. الکتروفورز محصولات 
  )v/cm 2( لا اعمال جریان الکتریکی بمدت 2 ساعت بر روی ژل )درصد

انجام شد.

PCR تخليص محصول
پرداخت  با   PCR محصولات  اندازه  تعيين  و  نوكلئوتيدها  توالی  تعيين 
)ماكروژن  نوكلئوتيدها  توالی  تعيين  هزينه مربوطه توسط شركت عامل 

كره جنوبي( انجام پذيرفت.
 Chromas   برای مشاهده فايل های گرافيكی توالی نوكلئوتيد ها از برنامه
http://www.brothersoft.) تارنمای  از  دريافت  )قابل   )2.01  Lite (ver

تعيين  از  حاصل  توالي های  تلفيق  برای   ،html.404379-com/chromas-lite
توالی محصولات PCR و مقايسه گرافيكی و تعيين اندازه اين قطعات از 
 The European Bioinformatics 2.0.11( )محصول Clustal X (ver برنامه
http://www.brothersoft.com/) تارنمای  از  دريافت  قابل  و    Institute

موقعيت يابی  و  استخراج  برای  همچنين   .)html.405037-clustal-x
نرم  از  استاندارد  سويه های  ژنوم  در  مطالعه  تحت  ژنتيكی  لوكوس های 
http://www.sanger.ac.uk/ تارنمای  از  دريافت  قابل   Artemis افزار 

resources/software/artemis/ استفاده شد.
در مورد تکنیک MLST در مورد هر یک از ژن های 7 گانه در مورد هر 
pubmlst..http://ukmirror4 سویه/جدایه با مراجعه به وب سایت هدف

و  اخذ  ژن  1 هر  آلل شماره  نوکلئوتیدی  توالی   /org/pmultocida_rirdc
به کمک نرم افزار برنامهClustal X در مقایسه با توالی بدست آمده هر 
سویه/جدایه تحت آزمون همطراز (Alligned) گردید. قسمت هم اندازه 
کد  تعیین  جهت  سایت  وب  به  و  گردید  مجزا  ژنوم  از  آلل  ارز  هم  و 

مشخصه عرضه شد. در صورت عدم وجود سابقه گزارش قبلی از سکانس 
مورد نظر، اطلاعات سویه/جدایه همراه با فایل الکترونیکی کروماتوگراف 
تعیین توالی (Trace files) جهت اخذ کد مشخصه و ثبت آلل جدید به 
آدرس پست الکترونیکی محقق نگهدارنده وب سایت (Curator) ارسال 
گردید. در حال حاضر Pat Blackall (p.blaclall@uq.edu.au) مسئولیت 
هر   MLST ژنتیکی  تیپ  دارد.  برعهده  را  سایت  وب  این  از  نگهداری 
شود  می  نامیده   (Sequence Type (ST اصطلاح  به  که  جدایه/سویه 
تعریف  گانه   7 آلل های  ترکیب جمعی  ملاحظه  با  و  سایت  وب  توسط 
در  شده  منشعب  اجدادی  تیپ  یک  از  که   ST از  مجموعه ای  می گردد. 
 Clonal complex طول زمان اشتقاق یافته باشند به نام کمپلکس کلونال
نامیده می شوند. به شکل مرسوم ST و کلونال کمپلکس ها توسط مسئول 

نگهداری وب سایت تعریف و معرفی می گردند.
رسم تصاویر و نمودارهای مرتبط با ارتباط اپیدمیولوژیک میان سویه ها/

جدایه ها با استفاده از نرم افزار BioNumerics Ver 6.7 انجام گردید.

  PCR-KMT در آزمايش PCR نتايج واكنش های
 Pm با اجرای پروتكل بهينه شده بر روی ژنوم استخراج شده دو سويه 
Razi 0001 و Pm Razi 0002  قطعاتی به طول bp 460 توليد گرديدند كه 

بدين ترتيب هويت هر دو سویه  به عنوان Pm مورد تائيد قرار گرفت.
در آزمایش های 7 گانه PCR-MLST، از طریق ارجاع به وب سایت بانک 
تحت  سویه  دو  مورد  در  لوکوس  هر  در  متناظر  MLST،آلل  اطلاعات 
بررسی تعیین گردید. بر اساس اطلاعات موجود تنها آلل جدید مربوط به 
ژن adk، شناخته شد که با کد مشخصه 52 در بانک MLST ثبت گردید 

)جدول 3-1(.
بحث

تا ابتدای ژانویه 2018 میلادی تعداد 346 مورد تیپ MLST که به اصطلاح 
 Pasteurella اطلاعات  بانک  در  شود  می  خوانده     Sequence Type
pubmlst..http://ukmirror4 ) ثبت شده است multocida RIRDC MLST
org/perl/mlstdbnet/mlstdbnet. pl?file = pmultocida_rirdc_profiles.
 Pasteurella multocida اجرای روش .(xml&page=download_profiles
RIRDC MLST بر روی 2 سویه ایرانی در جريان مطالعه حاضر وجود دو 
تيپ ژنتيكی (ST) را در میان آنها نشان داد نشان داد که بر اساس اطلاعات 
موجود در بانك اطلاعات بين المللی موجود در استرالیا با كدهای مشخصه 
کلونال  در  بترتیب  ژنوتایپ ها  این  مي شوند.  شناخته   ST352 و   ST129
کمپلکس های CC122 و CC129 طبقه بندی می گردند. کلونال کمپلکس 
  ،292  ،162  ،127  ،122  ،63 شده  تعریف  ژنتیکی  تیپ   7 شامل   CC122
322 و 325 می باشد. در بانک اطلاعات MLST استرالیا بخش قابل توجهی 
)حدود 10 درصد( از کل سویه های ثبت شده پاستورلا مولتوسیدا متعلق 
به کمپلکس کلونال ST122 می باشندکه اکثریت این سویه ها )84 درصد( 
از دام های مبتلا به پاستورلوز جداسازی گردیده اند )8(. گزارشات موجود 
و  شرق  منطقه  کشورهای  در   ST122 کمپلکس  این  که  می دهند  نشان 
میانه آسیا و ازجمله هندوستان )1, 11(، پاکستان، اندونزی، میانمار، تیمور 
شرقی و تایلند فراوان ترین سویه ایجاد کننده بیماری در نشخوارکنندگان 
می باشد )8(. این کمپلکس در اروپا و از جمله در دانمارک )10( نیز گزارش 
می گردد. پیشینه جداسازی سویه واکسن Pm Razi 0001 در ایران به دهه 

شناسایی سویه های واکسن گاومیش و   ...
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شکل 1- نمایش آنالیز خوشه ای به روش درخت حلقوی بر مبنای UPGMA Similarity matrix  نشان دهنده ارتباط ژنتیکی میان 25 کلونال کمپلکس MLST تعریف شده در 

جمعیت جهانی پاستورلا مولتوسیدا . دو سویه واکسن ایران همراه با تیپ ژنتیکی آنها مشخص شده اند.
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مولتوسیدا  پاستورلا  سویه  قدیمی ترین  این  می گردد.  باز  میلادی   1930
جداسازی شده در کشور است که در حال حاضر بصورت زنده در اختیار 
یافته های  با  ایران  جغرافیایی  محدوده  در  سویه  این  وجود  می باشد. 
موجود در تایید حضور و فعالیت این سویه در کشورهای شرق و میانه 
آسیا و فعالیت آن در این بخش از آسیا احتمال پیدایش و تکامل منطقه ای 
این سویه را تایید می نماید )8(. کاهش فراوانی و یا ناپدید شدن سویه های 
آنتی ژن های  یا  و  واکسن  تولید  در  آنها  از  که  باکتری هایی  بیماری زای 
تشخیصی در گله های دام استفاده می گردد پیش از این گزارش شده است 
 Mycobacterium bovis AN5 سویه  فقدان  به  می توان  مثال  عنوان  به 
نیاز  مورد  گاوی  توبرکولین  تولید  در  آن  از  که  گاوی  بیماری سل  عامل 
در تست سل گاو استفاده می شود اشاره نمود . این باکتری نخستین بار 
در 1948 در انگلستان جداسازی گردید ولی در حال حاضر در خاک این 
کشور دیده نمی شود )15(. بر همین اساس احتمال حضور فعلی و فعالیت 
از چند دهه  پس  ایران  در جغرافیای   Pm Razi0001 بیماری زایی سویه

اجرای  واکسیناسیون می تواند جالب توجه باشد.
کلونال کمپلکس CC129 شامل 7 تیپ ژنتیکی تعریف شده 115‚ 129 ‚ 
127 ‚ 201 ‚ 231 ‚ 280 می باشد. سویه های مرتبط با این تیپ ژنتیکی 
در  گاومیش  واکسن  )23( همانند سویه  می گردند  گزارش  آسیا  از شرق 
حال حاضر اطلاع کافی از وضعیت تنوع ژنتیکی در جمعیت سویه های 

پاستورلا مولتوسیدا موجود در گله های پرندگان ایران وجود ندارد.

نتيجه گيری و پيشنهادات 
صنعتی  پرندگان  و  اهلی  نشخوارکنندگان  واکسیناسیون  نمی دانیم  ما 
بر روی جمعیت سویه های در  اندازه  تا چه  اخیر  بومی در دهه های  و 
آیا سویه های  است.  گذاشته  تاثیر  ایران  در  مولتوسیدا  پاستورلا  چرخش 
فعلی غالب در کشور نسبت به سال های پیشین تغییر یافته اند؟ پاسخ به 
این سوالات و بسیاری سوالات مشابه دیگر می تواند در نتیجه اجرای یک 
سیستم جامع جداسازی و ژنوتایپینگ جدایه های این باکتری و بکارگیری 
به  و  گیرد  قرار  بررسی  مورد   MLST از جمله  و  استاندارد  تکنیک های 
تولید  در  پاتوژن  جدید  بذرهای  ورود  به  نیاز  عدم  یا  موضوع ضرورت 

واکسن های بومی پرداخته شود.

 تشکر و قدردانی
و  مصرفی  مواد  هزينه های  جمله  از  تحقیق  این  هزینه های  همه    -1
هزینه های تعین توالی در قالب پروژه تحقیقاتی به شماره ثبت 94108-

نیز  آزمايشگاهی  تجهیزات  و  فضا  آن  بر  و علاوه  مالی  تامین   2-18-18
توسط موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازی رازی فراهم گردیده است.

2- سویه واکسن پاستورلوز گاو و گاومیش موسسه به همت لویی دلپی، 
رضا رستگار و عزیز رفیعی در دهه بیست و سویه واکسن پرندگان توسط 
نیا در دهه هفتاد شمسی جداسازی و در  اعرابی و عباس ستوده  ایرج 

موسسه رازی آرشیو گردیده اند.
محیا  و  عباسی  سحر  برهانی،  سبا  سیروش،  مهشید  مشارکت  میزان   -3
ایرانشاهی در تهیه و نگارش این مقاله به عنوان نویسندگان اول مساوی 
پایان نامه  پروژه  یافته های  از  بخشی  بیانگر  مقاله  این  مطالب  می باشد. 

کارشناسی ارشد نامبردگان می باشد.
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