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 در مدل پيوژنز )آركانوباكتريوم (تروپرلا باكتري  درصد50كننده  دوز عفونيتعيين 
  گوسفند

  
، 3، بابك محمديان2شاپوريآبادمسعودرضا صيفي، 2آبادي نجف مسعود قربانپور،1 هااصغر نقي

 5 مصطفي محقق و4حاجيكلائي محمدرحيم حاجي
  

  30/1/91: تاريخ پذيرش      21/10/90:  تاريخ دريافت
  

  خلاصه

كـه    با وجود اين    .باشدهاي توليد شده بر ضد آن عامل مي       هاي تجربي واكسن  اطلاع از دوز عفوني كننده عوامل عفوني لازمه ارزيابي            
هـاي اهلـي موجـود      ، اطلاع كمي در مورد دوز عفوني كننده آن در دام            شودها مي هاي مختلفي در دام    باعث بيماري  پيوژنز تروپرلاباكتري  

 بـراي ايـن منظـور چهـار          . در گوسفند انجام شـد     تروپرلا پيوژنز ) ID50(زاي پنجاه درصد    العه به منظور تعيين دوز عفوني     اين مط  . است
 دهنده پرگنه  واحد تشكيل1010 و 109، 108، 107 ماهه به صورت داخل وريدي و به ترتيب با 3 تا 2هاي ، از بره )D تا   A( گروه سه راسي  

)cfu ( ها  به گروه پنجم بره  .وده شدند ، آل تروپرلا پيوژنز) گروهE (به صورت روزانـه   . به عنوان شاهد بافر فسفات استريل تزريق گرديد
هـا كـشتار    در طول مدت مطالعه علائم درمانگاهي ثبـت گرديـد و روز دهـم تمـامي بـره                  .نمونه خون جهت كشت اخذ گرديد      تا روز دهم،  

جهـت كـشت و بررسـي       ) كبد، طحال، غدد لنفـاوي مزانتـر، قلـب و ريـه           (هاي مختلف    از اندام  برداريگرديده و پس از كالبد گشايي، نمونه      
به طور ثابت منجر به سپتي سـمي        پيوژنز   تروپرلا داخل وريدي تجربي      نتايج نشان داد اگر چه عفونت       .هيستوپاتولوژي صورت پذيرفت  

هاي كالبد گشايي نشان داد كه در تمام بررسي . باعث عفونت كبدي گردد   روز بعد از تلقيح      10تواند به صورت پايداري،     گردد، اما مي  نمي
 دسـت ه   با توجه به نتايج ب      .ها هيچ عفونت كبدي مشاهده نگرديد     در ساير بره   .  عفونت كبدي مشخصي ايجاد شده است      Dهاي گروه   بره

هاي تجربـي   تواند در ارزيابي  اين يافته مي   .  محاسبه شد  cfu109×162/3ها،  در بره پيوژنز   تروپرلاآمده، ميانگين دوز عفوني كننده كبدي       
    .هاي توليد شده بر ضد اين باكتري مورد استفاده قرار گيردواكسن
 .ID50، بره،  پيوژنز)آركانوباكتريوم (تروپرلا  : كليديكلمات

  

  مقدمه
ــرلا     ــاكتريوم (تروپ ــوژنز )آركانوب ــرام  ي 1پي ــي از اج ك

  و22 (باشدسفند و خوك ميزاي بسيار مهم گاو، گو    چرك
 ايــن جــرم از گــوزن، ســگ، فيــل، غــزال، اســب و  ).27

ــز جــدا شــده   ــه ). 11(اســت بوقلمــون ني ــي  ب طــور كل
هـا، شـامل     در اين گونه   تروپرلاپيوژنزهاي ناشي از     عفونت
اي مزمن در گاو    ، التهاب پستان آبسه   )9( كليه در گاو     آبسه
و اوركيـت   ) 20 و 18(هاي كبـد     آبسه ،)25 و   15،  1(و بز   

و اسـتئوميليت  ) 13(، پنوموني در خـوك    )12( در گوسفند 
                                                            

   دانشگاه شهيد،دانشكده دامپزشكي شناسي تخصصي ميكروبدكتري دانشجوي دوره  1
                       گروه پاتوبيولوژي، دانشكده دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران اهوازاستاد  2
  زگروه پاتوبيولوژي، دانشكده دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران اهوادانشيار  3
  گروه علوم درمانگاهي، دانشكده دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران اهوازاستاد  4
  گروه علوم دامي، دانشكده كشاورزي دانشگاه ياسوجاستاديار  ۵

 

ــون  ــي) 4(در بوقلم ــدم ــه   . باش ــاكتري ب ــن ب ــوان اي عن
هاي  درصـد غـشا    100طلـب از      جرم فرصـت   ترين معمول

ي تناسلي  رمخاطي ناحيه دهاني حلقي، پستان، دستگاه ادرا      
 تروپلا  ).21( است   و شكمبه در گاو و گوسفند جدا شده       

 داراي عوامل حدت مختلـف مثـل پيـوليزين، چنـد          پيوژنز
ترين كه مهم) 24 و 10، 7(نوع پروتئاز و نورآمينيداز است    

  ). 6(باشد آنها پيوليزين مي

   چمران اهواز
 E-mail: m.ghorbanpoor@scu.ac.ir             )نويسنده مسئول(  

  
1- Trueperella pyogenes 
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هـا حـساس      بيوتيـك    نسبت به آنتـي    پيوژنز تروپرلاباكتري  
اي،   آبسه(هاي ناشي از آن       است اما به دليل ماهيت عفونت     

 ميكروبـي آن  پاسخ به درمان ضد  ) كپسول فيبروزي ضخيم  
ايـن بايـد بـه فكـر جلـوگيري از           ، بنابر )26(ضعيف است   

هـا  لازمه بررسـي اثـر بخـشي واكـسن        . ايجاد عفونت بود  
بـا وجـود      . عفوني كننده عامل بيماري است     اطلاع از دوز  
، اطلاعي در مورد دوز عفـوني       تروپرلا پيوژنز تنوع ميزباني   

مطالعـه    .اهلي وجود ندارد  كننده اين باكتري در حيوانات      
 اين باكتري جهت   به منظور تعيين دوز عفوني كننده      حاضر

ايجاد عفونت در گوسفند انجـام گرفـت تـا در مطالعـات             
هاي تهيه شده جهت مقابله بـا       مربوط به اثر بخشي واكسن    

 .ي از آن مورد استفاده قرار گيردهاي ناشعفونت
  

  روش كار
 تكثير و شمارش باكتري

 تروپـرلا مرحله رشد لگاريتمي يـك جدايـه محلـي              از  
) 11(شناسي و بيوشـيميايي      هاي ريخت  كه با روش   پيوژنز

مورد تاييد قرار گرفته بود، براي تهيـه تعليـق          ) PCR) 5و  
 48 بـراي ايـن منظـور كـشت       .باكتريايي اسـتفاده گرديـد    

 دقيقه در 5 به مدت BHIساعته اين باكتري در محيط مايع 
رسوب  . در دماي آزمايشگاه سانتريفوژ شد     و   g3000دور  

 سوسپانسيوني بـا غلظـت       استريل شستشو و از آن     PBSبا  
 اين سوسپانـسيون     . مك فارلند تهيه گرديد    10 معادل لوله 

گـراد   درجـه سـانتي    4به عنـوان اسـتوك اوليـه در دمـاي           
 در طــول مــوج و جــذب نــوري آن) 17(نگهــداري شــد 

nm560 ريـدر   وسيله دستگاه الايزا     به)Dynatech  ، هلنـد (
 از cfu/ml1010 ×8 تنظــيم گرديــد كــه معــادل 1بــر روي 
  ).8  و2 (بود پيوژنز تروپرلا

  
  PCRآزمايش  و DNAاستخراج 

 پيــوژنز تروپــرلاجهــت تاييــد تــشخيص بيوشــيميايي     
 اسـتخراج  ،براي ايـن كـار    .   صورت گرفت  PCRآزمايش  

DNA اجاسـتخر  تي ـك از استفاده با وژنزيپ تروپرلا DNA 
 شـركت  آن پروتوكـل  اسـاس  بـر  و) جنوبي كره نترون،يا(

ي هـا مـر يپرا كمـك  بـه  بعـد  مرحله در . رفتيپذ صورت
 ژن ،)1997 (همكـاران  و Billington توسـط  شدهي  طراح

  .داده شـد   ري ـتكث Taq پليمراز آنزيم از استفاده با نيزيوليپ
 5 از متـشكل  ميكروليتر 50 نهايي حجم در ،PCR واكنش
ــرميكرو ــافر ليتـ ــر X10، 5/1 بـ  MgCl2) 50 از ميكروليتـ
 ميكروليتـر  dNTPs، 1 مخلوط از ميكروليتر 1 ،  )مولار ميلي
 5/0 ،)ميكروليتـر  بـر  پيكومـول  50 (هاپرايمر از يك هر از

 DNA ميكروليتـر  Taq، 5 آنـزيم  از) واحد 5/2 (ميكروليتر
 ـ برنامه  .شد انجام مقطر آب ميكروليتر 35 و الگو ي حرارت

PCR      ي  دما در شامل دناتوره كردن اوليهC˚94    3 به مدت 
 و هـا مريپرا اتصال كردن، دناتوره چرخه شامل    35دقيقه و   
 گراديسانت درجه 72 و 55 ،94ي  دماها در بيترت به امتداد
 به  C˚72ي  دما در نهايي امتداد و قهيدق 1 مدت به يك هر

 .)5 (بود 5مدت 
  

  بندي و چالشگروه
 مـاه و    3 تـا    2 محـدوده سـني    بره نر با      راس 15    تعداد  
 كيلوگرم از يـك گلـه خريـداري         20 تا   18 ي وزن محدوده

 . گرديد و سلامتي آنها مورد بررسي و تاييـد قـرار گرفـت            
) mg/kgBW5/7(هـا آلبنـدازول     قبل از چالش، تمامي بـره     

صـورت زيـر     بـه ) mg/kgBW2/0(خوراكي، آيـورمكتين    
ــدي و  ــورت ) AD3E )mg/kgBW10جل ــه ص ــل ب  داخ

ها بـه مـدت دو هفتـه         تمام بره   .عضلاني دريافت نمودند  
منظور عادت كردن بـه شـرايط محـيط          قبل از چالش و به    

ها قبل از چالش از نظر داشتن        بره  .جديد نگهداري شدند  
 بــا روش آگلوتيناســيون پيــوژنز تروپــرلابــادي ضــد آنتــي
بادي ضد پيـوليزين     و از جهت داشتن آنتي     )17(اي   صفحه

 مورد ارزيابي قرار گرفتند     )5( ممانعت از هموليز     روش  با  
 و ضـد    پيوژنز تروپرلابادي ضد   كه دال بر عدم وجود آنتي     

  .ها بودپيوليزين در سرم بره
) E تـا  A( تـايي  3 گروه 5ها به صورت تصادفي به          بره

از اسـتوك اوليـه چهـار غلظـت از بـاكتري             . تقسيم شدند 
 واحـد تـشكيل     1010 و   109،  108،  107هـاي    شامل غلظت 

 تهيـه شـد و بـه         اسـتريل  PBS ليتر با دهنده پرگنه در ميلي   
هـاي موجـود در      به بـره   ليتر از هر غلظت      يك ميلي  ترتيب
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 به  Eگروه  هاي  بره  ).19(تزريق گرديد    D  تا Aهاي  گروه
 سرم فيزيولـوژي اسـتريل      ليتر   يك ميلي  عنوان گروه شاهد،  

خل وريـدي و از طريـق        دا ،روش تزريق  . دريافت نمودند 
  .سياهرگ وداج بود

ها قبل از تزريـق تـا پايـان دوره آزمـايش            از تمامي بره      
به صورت روزانه نمونـه خـون جهـت كـشت      ) روز دهم (

علاوه بر اين به صورت روزانه دماي  . باكتريايي گرفته شد
  .ها ثبت گرديدگيري و علائم حياتي آنها اندازهبدن بره

ها ذبح و مـورد كالبدگـشايي        چالش، بره      ده روز پس از   
 از كبد، طحال، قلب، ريه، كليه، غدد لنفـاوي           .قرار گرفتند 

هـا جهـت    بـرداري شـده و نمونـه       مدياستن و مزانتر نمونه   
ــه     ــستوپاتولوژي ب ــاطع هي ــه مق ــايي و تهي ــشت باكتري ك

شناسـي و پـاتولوژي دانــشكده   هـاي ميكـروب  آزمايـشگاه 
 . ن اهـواز منتقـل شـدند      دامپزشكي دانـشگاه شـهيد چمـرا      

، سطح  جهت كشت، در كنار شعله و به كمك اسپاتول داغ         
ها استريل گرديد و به كمك قيچي اسـتريل قطعـاتي           ارگان

به كمك پنس    . متر مكعب جدا گرديد    به اندازه يك سانتي   
 شده، در منطقه اول پليت آگـار        استريل قطعات بافت جدا   

اي  چهـار منطقـه    دار كشت داده شد و در ادامه كشت       خون
 37دار در دمـاي     هـاي آگـار خـون     تمامي محيط  . داده شد 

 سـاعت   48 بـه مـدت      CO2 درصـد    5گراد و   درجه سانتي 
شده بـا توجـه بـه       هاي جدا باكتري . گذاري شدند  خانه گرم

شناسـي و بيوشـيميايي تعيـين هويـت          هاي ريخـت  ويژگي
 براي تأييد تشخيص بر روي برخي از اين          ).11(گرديدند  

  .نيز انجام شد) PCR) 5ها آزمايش پرگنه
هاي به ظاهر غير طبيعـي و طبيعـي         هايي از بافت      نمونه

  .براي بررسي ضايعات هيـستوپاتولوژيك نيـز گرفتـه شـد          
هاي آلوده و شدت آلودگي در هر بره ثبـت گرديـد و     اندام

 & Reed بــا روش پيــوژنز  تروپــرلادوز عفــوني كننــده

Muench 23) (1 جدول( محاسبه گرديد.(  
  

   درصد50محاسبه دوز عفوني كننده 
كـه تلقـيح داخـل      با توجه بـه ايـن      ID50جهت محاسبه       

وريدي باكتري فوق منجر به عفونت كبدي پايدار گرديـد،          

  . عفونـت كبـدي در نظـر گرفتـه شـد           ID50 مبناي محاسبه 
آلوده براي هـر    هاي آلوده و غير   ظور، تعداد كبد  براي اين من  

سـاس نتيجـه كـشت باكتريـايي ثبـت گرديـد و             ا رقت بر 
هاي آلوده و غيرآلـوده تـشكيل داده    هاي تجمعي كبد  ستون
هاي آلـوده و غيرآلـوده       با توجه به تعداد تجمعي كبد       .شد

در مقابل هر ميزان باكتري، درصد آلودگي براي هر ميـزان           
 مقدار انديكس بر اساس فرمول       .از باكتري محاسبه گرديد   

  :مددست آه زير ب
  .       درصد50  اولين درصد آلودگي بالاي -درصد                      

   درصد50 اولين درصد آلودگي بالاي - درصد50اولين درصد آلودگي كمتر از                

 درصـد   50ايندكس فوق از توان اولين غلـضت بـالاي              
  ).23 (دست آيده  بID50زايي كسر گرديد تا عفوني

  
  نتايج

  هاي بالينيشانهن
تا سه   Dتنها سه بره آلوده شده در گروه             پس از چالش  

حالي، تـب و بـي اشـتهايي را نـشان           روز علائمي مانند بي   
 روز پس از    10(دادند و يكي از آنها تا پايان دوره آزمايش          

، Aهـاي   هاي گروه  در بره   .تب مداوم را نشان داد    ) تزريق
B و Cــر مــاي  از لحــاظ ســلامت عمــومي و د ــدن تغيي ب

  .محسوسي مشاهده نگرديد
  

 PCRشناسي و  هيستوپاتولوژي، باكتري

 و  C، دو بـره از گـروه        Bكشت خون يك بره از گروه           
 روز پس از چـالش و يـك بـره از            4 تا   Dدو بره از گروه     

مداوم و تا پايان دوره آزمايش مثبـت        به صورت    ،Dگروه  
  . جدا گرديدتروپرلاپيوژنزو 

از نظر ضايعات پاتولوژيك و آبسه  پس از كشتار،   ها    بره
هر سه راس    آبسه، تنها در كبد       .مورد بازرسي قرار گرفتند   

هـا در   انـدازه آبـسه    .  مـشاهده گرديـد    Dهاي گروه    از بره 
ها به صورت پراكنـده در      آبسه . متر بود  ميلي 2-15حدود  
ريه  علاوه بر اين در       .هاي مختلف كبد قرار داشتند    قسمت

 نيـز علائـم پنومـوني مـشاهده     Dهـاي گـروه     كي از بـره   ي
هـاي گـروه    هاي آلوده و بره   هاي بره  در ساير اندام    .گرديد

 =ايندكس
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پيوژنز  تروپرلا  .اي مشاهده نگرديد  شاهد هيچ گونه ضايعه   
 D آلـوده شـده گـروه        به صورت خالص، از كبد سـه بـره        

 علاوه بر اين از طحال به ظاهر سالم يكي           .جداسازي شد 
 كـه   Dهـاي گـروه      و ريه يكـي از بـره       Cهاي گروه   رهاز ب 

از هيچ يك  .  جدا شد  پيوژنز تروپرلاداراي ضايعه بود، نيز     
) هـاي آلـوده شـده و گـروه شـاهد          گروه(هاي ديگر   از بره 

جهــت تاييــد  . جداســازي نــشدپيــوژنز  تروپــرلابــاكتري 
ها انتخاب و برروي آنها آزمايش      تشخيص، برخي از پرگنه   

PCR  كه دال بر توليد محصولي با حـدود         رفت صورت گ ،
  .)1 تصوير(  جفت باز بود1500

  

  
  نيزيوليپ ژن PCR محصول الكتروفورز نتايج: 1 ريتصو

  bp1506 به نيزيوليپ ژن: 3و 2 ،1
  

 آبـسه   ،D كبد هر سه بـره گـروه         در مقاطع پاتولوژيك      
-در سلول) 2تصوير) (Fatty change(كبدي، تغيير چربي 

 علاوه بر ايـن در مقـاطع         .سيت مشاهده گرديد  هاي هپاتو 
هـايي كـه داراي ضـايعه ريـوي بـود           تهيه شده يكي از بره    

 در  ).3تــصوير (، ميكروآبــسه وجــود داشــت )Dگــروه (
هـاي ايـن گـروه،      مقاطع تهيه شـده از بافـت كليـوي بـره          

پرخوني شديد، گلومرولونفريت و رسـوبات هيـالن ديـده          
  ).4تصوير (شد 

 
 تروپرلاپيـوژنز كـه     cfu1010 د بره آلوده شده با    كب: 2تصوير  

آميزي رنگ( است   تغيير چربي دار و   نشان دهنده آبسه كپسول   
  ). ×400، هماتوكسيلين و ائوزين 

  

 
 تروپرلاپيـوژنز كـه   cfu1010 ريه بره آلوده شده بـا  : 3 تصوير

-رنـگ ( باشـد نشان دهنده برونكوپنوموني چركي حاد، مـي      

  ).×200 ،ائوزينهماتوكسيلين و آميزي 
  

  
 تروپرلاپيـوژنز كـه     cfu1010كليه بره آلوده شده با      : 4 تصوير

اسـت  ) با پيكان مـشخص شـده     (نشان دهنده نشت پروتئين     
  .)×400 ،هماتوكسيلين و ائوزينآميزي رنگ(
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  درصد50دوز عفوني كننده 

با توجه به نتايج، كبد به عنـوان ارگـان مناسـب بـراي                  
انتخاب پيوژنز  تروپرلاعفوني باكتري   محاسبه ميانگين دوز    

 Reed & Muench بـا روش  پيـوژنز   تروپرلاID50. گرديد
 واحد تـشكيل دهنـده پرگنـه        162/3×109 يا   10 5/9معادل  

  ).1 جدول(محاسبه گرديد 
  

  Reed & Muench با روش ID50نحوه محاسبه  : 1جدول 
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1010 3 0 3 0 3 100 

109 0 3 0 12 12 0 

108 0 3 0 9 9 0 

107 0 3 0 6 6 0 

  
  بحث

    اطلاع از دوز عفوني كننده يك عامل، جهـت ارزيـابي           
 . هاي تهيه شده جهت مبارزه با آن ضـروري اسـت          واكسن

علي رغم وجـود اطلاعـات در مـورد دوز عفـوني كننـده              
 در منـابع    ،)17 و   16،  5( در مـدل موشـي       پيـوژنز  تروپرلا

اطلاعاتي در خصوص دوز عفوني كننـده ايـن بـاكتري در        
 در مطالعه حاضر به     د نداشت، بنابراين  حيوانات اهلي وجو  

اين باكتري در گوسفند پرداخته      محاسبه دوز عفوني كننده   
  .شد

    نتايج هيستوپاتولوژي و باكتري شناسـي نـشان داد كـه           
، پيوژنز تروپرلاعفونت تجربي و داخل وريدي گوسفند با        

ده روز پس از تزريق، منجر به يك الگوي پايدار عفونـت            
 cfu در گوســفند پيــوژنز  تروپــرلاID50 شــود وكبــد مــي

 ايـــن ID50) 16( و همكـــاران Jost .  اســـت162/3×109
آنهـا   .  گزارش كردنـد   cfu107 ×9/9باكتري براي موش را     

 روز 7 هفته، 8 تا 6هاي ند كه در موشا ههمچنين نشان داد 
، پـس از    پيـوژنز  تروپـرلا پس از چالش داخل صـفاقي بـا         

  در كبد و مايعات صفاقي     تريي باك آسان كشي، تعداد زياد   

اند كه در موش     ايشان نيز به اين نتيجه رسيده       .داردوجود  
 تروپـرلا سمي به عنوان معيار مناسب در عفونـت بـا            سپتي
خـواني  نيست كه از اين نظر با تحقيـق حاضـر هـم    پيوژنز

 باكتري فوق براي بره به مراتـب        ID50حال   هر دارد، اما به  
 آن براي موش اسـت كـه        ID50ر از   بيشت)  برابر 30حدود  (

توان بـه تفـاوت در گونـه، راه تجـويز و            اين تفاوت را مي   
هــاي بررســي  .ســويه بــاكتري مــورد اســتفاده نــسبت داد

نشان همچنين  ) 16( و همكاران    Jostصورت گرفته توسط    
در پيـوژنز    تروپـرلا داده است كه آسـيب كبـدي ناشـي از           

 كـه در مطالعـه      موش به شدت وابسته به دوز تزريق است       
 cfu1010 حاضر نيز مشاهده شـد كـه در گوسـفند تزريـق           

ضايعات كبـدي شـديدتري را      از باكتري    cfu109 نسبت به 
  .شودباعث مي

    Hunter    در تـلاش بـراي ارزيـابي       ) 1990( و همكاران
در شـش راس     تروپرلاپيـوژنز  توكسوئيد   -واكسن باكترين 

 ريـدي انـد كـه تزريـق و      ميش يـك سـاله، گـزارش كـرده        
cfu108×5   روز پس از چالش، باعث      30 ،تروپرلاپيوژنز از 
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 1هـاي ريـوي در      آندوكارديت چركي دريچه قلب و آبسه     
 راس ميش گروه شاهد شده است كه خـود دال           3ميش از   

 اين باكتري براي گوسفند بايد بـيش        ID50بر اين است كه     
، سـن   تروپرلاپيوژنزتفاوت در جدايه     .  باشد cfu108×5 از

ها و زمان بين چالش و كشتن ممكن اسـت  باعـث             نحيوا
 مطالعه حاضر   هيستوپاتولوژيهاي باليني و    تفاوت در يافته  

  .باشد) 14(همكاران   وHunterبا مطالعه 
نيـز بـا موفقيـت      ) 3( و همكـاران     Barbour تـازگي        به

بــا   همــسترچالش شــده3 يهــارا از ريــه تروپرلاپيــوژنز

cfu106×8/1   تزريق داخل قفسه صـدري       باكتري به روش 
اند، اما فقط از كبد يكي از آنها موفـق بـه            جداسازي نموده 

اند، كه شايد عدم جداسازي از جداسازي باكتري فوق شده 
  .كبد به دليل نوع روش تجويز باشد

    اطلاعات ارائه شده در تحقيـق حاضـر اولـين گـزارش        
 در گوســفند اســت و تروپرلاپيــوژنز بــاكتري ID50علمــي 

 مطالعـه اي براي مطالعات تجربي مربـوط بـه         تواند پايه  مي
هـاي تهيـه شـده      زايي و محافظت كننـدگي واكـسن      ايمني

  . باشدتروپرلاپيوژنزهاي ناشي از جهت مقابله با عفونت
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