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چکیده
وباي مرغی و پاستوریولوز  . شودانسان مییک پاتوژن گرم منفی است که موجب بیماري در حیوان و پاستورلا مولتوسیدا

 .سازداقتصادي زیادي را به صنعت دامپروري وارد میهاي زیانوضررباشد کهمیپاستورلامولتوسیدا هاي مهمگوسفندي از عفونت
.شوندزاي آن محسوب میترین فاکتورهاي بیماريمهم ءساکارید جزاند که لیپوپلیعوامل حدت مختلفی در این باکتري شناسایی شده

 براي انجام تایپینگ.باشدمی LPSاساس ژنتیک سنتز بر پاستورلا مولتوسیداهاي بررسی اختلاف سویه LPSهدف از تایپینگ 
گوسفندي ويپاستورلامولتوسیداجدایه 32ی انجام شد و ژنومDNAاستخراج  ،روش جوشاندن کشت خالص هر جدایه بامولکولی از

 ،سپس. تعیین ژنوتیپ شدند ،PCRيساکاریدي به وسیلهلیپوپلیژنوتایپینگ  با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی از طیور هجدای 30
نتایج نشان .هاي موجود در بانک ژن مقایسه گردیدها با توالینتباط آو ار مشخص ر ژنوتیپاز ه PCRمحصولات  توالی نوکلئوتیدي

L1ه داراي ژنوتیپ جدای18نیز هاي طیورهدر جدای. بودند) درصد L3)25/31ه داراي ژنوتیپ جدای10، گوسفندي يهجدای32داد از 
سه ژنوتیپ ه داراي هرجدای 2و) درصد 66/16(L3ه داراي ژنوتیپ جدای 5و ) درصد 33/13(L2ه داراي ژنوتیپ جدای4و)درصد 60(

L1,L2,L3)66/6 ه داراي دو ژنوتیپ جدای1و) درصدL2, L3)33/3 پاستورلاساکارید لیپوپلی از چهار ژنوتیپ.دبودن) درصد
,L3هايژنوتیپدارايطیورهايجدایه،در مقابلبودند ولی L3داراي ژنوتیپ هاي گوسفندي تنهاه، جدایمولتوسیدا L2, L1و دبودن

-بسته به نوع میزبان متفاوت می LPSهاي پراکندگی ژنوتیپفراوانی و دهد که این نتایج نشان می.ندبود L4هر دو میزبان فاقد ژنوتیپ 
 L3ه در ژنوتیپ ل توجبانک ژن یک اختلاف قابهاي موجود درهاي بومی ایران با جدایهدر مقایسه نتایج توالی نوکلئوتیدي جدایه. باشد

,L1تر در ژنوتیپ و به میزان کم L2دیده شد.

تایپینگساکاریدلیپوپلیگوسفند، طیور، ، پاستورلا مولتوسیدا:کلیدي کلمات

مقدمه
یک کوکوباسیل گرم منفی است که  پاستورلا مولتوسیدا    .

که موجب بیماري در پاستورلاسیه قرار دارد ير خانوادهد
با  میزبانی گسترده يمحدوده وشودانسان میوحیوانات 

Christidou(ددار م کلینیکی متفاوتعلای et al. 2005(.
هاي مهم اقتصادي شناخته این باکتري عامل ایجاد بیماري

پرندگان وها وباي مرغی درترین آنمهماز کهاست  شده
و گاوپنومونی هموراژیک درگوسفند وپنومونی درعامل 
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عفونت ناشی .باشدمی غیرهرینیت آتروفیک در خوك و 
در انسان نیز ،دام و طیورعلاوه بر لتوسیداپاستورلا مواز 

ممکن است رخ دهد که اهمیت بررسی این باکتري را 
Wilkie(دهدنشان می et al. 2012( .

ي شناسایی شده که این باکترعوامل حدت مختلفی در 
، توکسین، وساکاریدلیپوپلی کپسول، شاملها برخی از آن
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که  باشدساکارید میلیپوپلیاکتري ویرولانس کلیدي این ب
تحریک زایی وبیمارينقش مهمی درساکاریدلیپوپلیاین 

نیز  ژن حفاظتیبه عنوان یک آنتی وسیستم ایمنی دارد
,Harper et al. 2006(شودمطرح می Brogden and 

Rebers 1978(. داراي  پاستورلامولتوسیدااندوتوکسین
ساکاریدي که خود پلی يهستهوAیک مولکول لیپید 

خارجی بسیار متغیر  يهستهیدار وداخلی پا يشامل هسته
کندتی را بیان میمتفاوLPSساختار  که هر سویهباشدمی

)Harper et al. 2011a, 2012, 2013a,b, 2014a,b, 

St.Michael et al. پاستورلا اندوتوکسین . )2009
ژن عنوان یک آنتیبه وباشد می Oآنتی ژن فاقدمولتوسیدا

Raetz(شودمطرح می )Rough(خشن تیپ  and 

Whitfield 2002(.
اساس بر پاستورلا مولتوسیداهاي که سویه یروشتنها 
روش سرولوژیکیکند بندي میرید طبقهساکالیپوپلی

تست رسوبی منتشر در ژل  يکه بر پایهباشدمیهدلستون
پاستورلا هاي توان سویهبر اساس آن می وباشدمی استوار

 Heddleston(بندي کردسروتیپ طبقه 16را به  مولتوسیدا

et al. بندي طبقههاي شناسایی وامروزه روش ).1972
بنديتیپودقیق بودهسریع و PCRمولکولی مبتنی بر 

LPS يبر پایهPCRبهنسبتتريقبولقابلیک روش
يهستهيبیوسنتزکنندههايژن.باشدمیهدلستونروش

بینتکلوکوسیکدرپاستورلامولتوسیداLPSخارجی
بااستگرفتهقرارfpgو priAشدهمحافظتهايژن

درساکاریدلیپوپلیيبیوسنتزکنندههايژنازآگاهی
هايژناساسبرراهاسویهتوانمیپاستورلامولتوسیدا

بنديطبقهساکاریدلیپوپلیخارجیيهستهيبیوسنتزکننده
.Harper et al(دنمو 2011b(.يپایهروش جدیدي بر 

بندي جاي روش هدلستون در تیپه بPCRمولتی پلکس 
ساکارید براي تعیین ژنوتیپ لیپوپلی پاستورلا مولتوسیدا

گرفته کاره ب a2014در سال و همکارانHarperتوسط
جاي به مطمئن بوده وروش سریع و شده است که این

  Harperيمطالعه .رودیمبندي سرولوژیکی به کارتیپ

نشان  هدلستونسرووار16شاخص هر يسویه بر روي

ژنی  يناحیه 8تنها داراي  که این سرووارهادهدمی
-میساکاریدي خارجی لیپوپلی يهستهيکنندهبیوسنتز 

در  ساکاریديوتیپ لیپوپلیژن8تواندر نتیجه می باشند
 Harper et(دشناسایی نمو پاستورلا مولتوسیداي هاهجدای

al. 2014c(.هر ژنوتیپ داراي تنوع در ساختار لیپوپلی-

اي یا حذف در موتاسیون نقطه يدر نتیجهخودساکارید
-خارجی لیپوپلی يهسته يهاي بیوسنتزکنندهژن يناحیه

و يساختارياجزادر که باعث تغییر باشدید میساکار
.Harper et al(شودباکتري میساکاریدلیپوپلیعملکرد

2014d .(انجام تایپینگ مولکولی بر  ،هدف از این مطالعه
در LPSخارجی  يهسته يهاي بیوسنتز کنندهاساس ژن

-تفاوتجهت بررسی ،یجنتا يمقایسهویایرانهاي هجدای

در دو میزبان  ساکاریددر ساختار لیپوپلیموجود هاي 
هاي از هر نمونهدر نهایت ود باشمیگوسفنديطیوري و

هاي موجود در و با نمونهشوندمی یابیژنوتیپ توالی
و عدم تشابه توالی نوکلئوتیدي بانک ژن از نظر تشابه 

ها فراوانی ژنوتیپ يمطالعه .گیرندمیمورد مقایسه قرار
نیز تعیین روابط طیور وهاي گوسفندي ودر نمونه

در قابل توجهی را تواند اطلاعاتها مینآفیلوژنیک 
ي ارائه پاستورلامولتوسیداهاي ایرانی خصوص جدایه

ژیکی و کنترل این بررسی اپیدمیولو يزمینهماید کهن
براي اولین  که این بررسی .سازدباکتري مهم را فراهم می

باعث افزایش گرفته، هاي ایرانی صورت روي جدایهبار
در  تر این باکتريدر جهت شناخت بیش ،ما هايیافته

. گرددمیهاي ایرانیجدایه

کارروش ومواد
مورد مطالعه از پاستورلا مولتوسیداهاي جدایهيهمه

استفاده  رازي يسسهؤدر م نگهداري شدهیک مجموعه 
 ،)14(هاي شیرازهاي گوسفندي از استانهگردید جدای

هاي و جدایه)2(کرمان، )5(تهران، )7(قم، )4(اصفهان
هاي شمالی کشور یعنی تر متعلق به استانطیوري بیش

.بودند )1(انزنج ،)7(تهران ،)12(مازندران ،)10(گیلان
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ازه جدای 32از طیور وپاستورلا مولتوسیداجدایه 30
بودن  پاستورلا مولتوسیدايگونه نظردر ابتدا از گوسفند

ها سپس ایزوله. ندیید شدأت KMT1پرایمر  يوسیلهه ب
 يهاي بیوسنتز کنندهژنبراي حضور یا عدم حضور

-Pcq-nctA-gatF(هاي که شامل ژن LPSخارجی  يهسته

latB( گرفتندباشد مورد آزمایش قرارمی.
با انکوباسیون در دماي  BHIهاي اولیه در محیط کشت

بعد .  ساعت انجام شد 18به مدت  گرادسانتی يدرجه37
-نمونهاز) Boiling(از تشخیص نهایی با روش جوشاندن 

به عمل آمد براي استخراج  DNAهاي باکتریایی استخراج 
DNA 5/1باکتري در  پرگنهبه روش جوشاندن چند
و به مدت  سپانسیون شدهآب مقطر استریل سو لیترمیلی
حرارت داده گراد سانتی يدرجه96دقیقه در بن ماري15
دور در  10000دقیقه با  5از سانتریفوژ به مدت پس . شد

الگو جهت DNAن به عنوانآ، مایع رویی جدا و از دقیقه
پس از  DNAهاي نمونه. استفاده گردید PCRانجام 

گرادسانتی يدرجه- 20در دمايها انتقال به میکروتیوپ
طول در DNAغلظتگیري کمیاندازه.داده شدندقرار

با استفاده از دستگاه نانودراپ به منظور  نانومتر260موج 
.تخراج شده انجام گردیداس DNAاطمینان از خلوص 

ماده مصرف آمخلوط تجارتی از هادر انجام آزمایش
Ampliqonدر هر واکنش  .استفاده شدPCR،μl10  از

PCRياجزاسایرو  )X2(این مخلوطحجم واکنش را

)pmol5غلظت(Reverseو Forwardپرایمرهاي نظیر
μl2به مقدار ماده ژنتیکی باکترينیزوμl1هر کدام 

تقطیر  باردوبا استفاده از آب مقطر اًنهایتافزوده گردیده و
 20در سطح  واکنشحجم نهایی هر μl6ر به مقدا

هاي براي تکثیر ژن ،در این مطالعه.دشتنظیم  میکرولیتر
 يهمقال در از پرایمرهاي اختصاصی LPSخارجی  يهسته

کنترل  از یکو ،)1جدول(استفاده گردید a2014هارپر 
آلودگی در غیراختصاصی و ثیرتکمنفی براي تشخیص

در دستگاه ترموسایکلر  PCRواکنش  .واکنش استفاده شد
Eppendorof يشرایط بهینه. دانجام شPCR طبق

 DNAدناتوره  يمرحلهابتداتعیین گردیدزیر پروتکل
گراد سانتی يدرجه 95با دماي دقیقه 1ه مدت بالگو 
دماي  با دناتوره يمرحله: سیکل 35دوم شامل  يمرحله

اتصال با  يمرحله ،دقیقه1راي گراد بسانتی يدرجه95
 يمرحلهثانیه و30به مدت گراد سانتی يدرجه54دماي 

 50به مدت گراد سانتی يدرجه72با دماي طویل شدن
72دماي نهایی با طویل شدنيدر نهایت مرحلهثانیه و
.ددقیقه بو 5به مدت گراد سانتی يدرجه

به PCRمحصول از  μl5،نتایج يمشاهدهبه منظور
حاوي درصد  1روي ژل آگارز بافر لودکننده همراه 

ولت به مدت نیم ساعت  80اتیدیوم برماید در ولتاژ 
مارکر مولکولیدر این آزمایش ازکه شد الکتروفورز

bp100  ترمو)Thermo ( براي ژنوتیپL1  و مارکر
bp100سیناژن)Cinnagen ( براي ژنوتیپL2, L3 

وجود وجود یا عدم  UVدستگاه  ياستفاده شد و به وسیله
ها بر اساس حضور یا عدم هدر نهایت جدایباند مشاهده و

.بندي شدندگروه LPSخارجی  يهاي هستهحضور ژن

ساکاریديجایگاه ژنتیکی پرایمرهاي مورد استفاده در تعیین ژنوتیپ لیپوپلیتوالی و: 1جدول
Product size(bp)LocationSequencePrimerLocus

1307Forward primerinpcgD
Reverse primer in pcgB

ACATTCCAGATAATACACCCG
ATTGGAGCACCTAGTAACCC

BAP6119
BAP6120L1

810Forward primerinnctA
Reverse primer in nctA

CTTAAAGTAACACTCGCTATTGC
TTTGATTTCCCTTGGGATAGC

BAP6121
BAP6122L2

474Forward primer in gatF
Reverse primer in gatF

TGCAGGCGAGAGTTGATAAACCATC
CAAAGATTGGTTCCAAATCTGAATGGA

BAP7213
BAP7214L3

550Forward primer in  latB
Reverse primer in latB

TTTCCATAGATTAGCAATGCCG
CTTTATTTGGTCTTTATATATACC

BAP6125
BAP6126L4
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3که شاملهاي مثبت نمونه تعدادي از در نهایت
APM(داراي ژنوتیپ چندگانه بودنداي که نمونه 04, 17,

نمونه  6ها به صورت انتخابی که شامل و سایر نمونه)20
,L1)APM 01داراي ژنوتیپ  08, 09, 26, 29,  4و) 30

L2)APMنمونه داراي ژنوتیپ  02, 10, 13,  9و ) 14
L3)APMاز ژنوتیپ نمونه  03, 11, 12, SPMو15 06,

16, 22, 27, یابی به شرکت ماکروژن براي توالیبودند  )32
براي  . فرستاده شد DHLتوسط پست  کره جنوبی

5و Chromasي از برنامهنتایجتحلیل توالی و يمشاهده

Edit Sequence ي هاهم ردیفی توالی جدایه. استفاده شد
بانک ژن در وجود درم هايبه همراه توالی هر ژنوتیپ
شده سپس با استفاده از  انجامClustal Wافزار فرمت نرم

نتایج به .درخت فیلوژنی رسم گردیدMega5افزارنرم

هاي استاندارد پاستورلا مده با توالی سویهدست آ
.مولتوسیدا موجود در بانک ژن مقایسه شد

نتایج
براي  اختصاصی هاياستفاده از پرایمربا  PCRبا انجام 

 . ي ایرانی تعیین شدهاهجدایژنوتیپ LPSچهار ژنوتیپ
-به ترتیب نشان bp474و bp810و bp1107باندهاي

,L3هايژنوتیپ يدهنده L2, L1 هاي هجدایکه باشدمی
هاي هو جدایار گرفتند قرL3در ژنوتیپ تنها گوسفندي

,L3طیور داراي سه ژنوتیپ  L2, L1ي هااندکه بدبودن
.نشان داده شده است1شکل در مذکور

,L3هاي ژنوتیپPCRمحصول  الکتروفورز:  1شکل L2, L1 درصد 1زبر روي ژل آگارهاي گوسفندي و طیورجدایه
,L3نوتیپ با ژ و گوسفنديیور طهاينمونه 11تا  2، ستون جفت باز 100ز مارکر سای 1ستون  L2, L11307ياندازه به ترتیب به ،

کنترل منفی 12جفت باز، ستون  474، 810

ه داراي ژنوتیپ جدای10،گوسفندي يهجدای 32از
L3 جدایه طیور  30از  و بوددرصد 25/31فراوانی با
4، درصد 60با فراوانی  L1ه داراي ژنوتیپ جدای18

5،درصد 33/13با فراوانی  L2ژنوتیپه داراي جدای
1، درصد 66/16با فراوانی L3داراي ژنوتیپه جدای
,L2ژنوتیپ  دوهر اه بجدای L3 ودرصد33/3با فراوانی
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,L1ژنوتیپ  هر سه ه دارايجدای 2 L2, L3 فراوانی با
-که جدایهنتایج نشان داد . )2جدول(ندبوددرصد66/6

هاي فاقد ژنوتیپ و L3داراي ژنوتیپ هاي گوسفندي تنها
وL1هاي طیور داراي سه ژنوتیپ هولی جدایدیگر بود

L2 وL3 فاقد ژنوتیپ هر دو میزبان ند و دبوL4دبودن .
برخی ،دوشمیمشاهده  3در جدول ور که طهمان

یک تنها درکهداراي اختصاصیت میزبانی بوده ها ژنوتیپ
مشترك بین دو یک ژنوتیپ هموهشد نوع میزبان دیده

-نمونه از تعدادي .ه استبودطیورمیزبان گوسفندي و

ان که به عنوبودند گانهچند هايژنوتیپ طیور دارايهاي 
.شناخته شد هاي ایرانیدر نمونه یک ژنوتیپ جدید

گوسفنديي وطیورهاي بومی هجدایدرپاستورلامولتوسیدا LPSهاي فراوانی ژنوتیپوتعداد : 2جدول 
ژنوتیپایزوله هاتعدادفراوانی

60%18APM01-APM05-APM06-APM08-APM09-APM16-APM18-APM19-
APM21-APM22-APM23-APM24-APM25-APM26-APM27-APM28-
APM29-APM30

L1

33/13%4APM02-APM10-APM13-APM14L2

66/16%5APM03-APM07-APM11-APM12-APM15
L3

25/31%10SPM06-SPM07-SPM08-SPM09-SPM10-SPM16-SPM22-SPM26-SPM27-
SPM32

33/3%1APM20L2-L3

66/6%2APM04-APM17L1-L2-L3

APM:(Avian P.multocida)- SPM:(Sheep P.multocida)

هاي مختلف طیوري وپتعدادي نمونه از ژنوتی
نظر قرابت ژنتیکی با ازو تعیین توالی شدند گوسفندي

. مقایسه شدندبانک ژن در هاي موجودهتوالی جدای
ساکاریدهاي لیپوپلیروابط فیلوژنتیکی بر اساس ژن

مورد  Megalinافزار هاي حاصل با استفاده از نرم جدایه

در این بررسی .گردیدارزیابی و درخت فیلوژنیک رسم 
اهاي استاندارد ثبت شده در سایتپاستورلا مولتوسیداز 

NCBI 3جدول(هاي رفرانس استفاده شد ان سویهعنوه ب (
.)2شکل(

NCBIسایت هاي استاندارد ثبت شده در مولتوسیدا پاستورلاشماره دسترسی  :3جدول

Accession numberOriginIsolate
EU089981.1ChickenL1-VP161
HQ162666.1CickenL1-PM1
HQ873312.1B0vineL1-P2225
HQ873311.1ChickenL1-X73
GQ444331.1BovinL2-M1404
GQ444330.1BovineL2-P1702
CP003328.1S wineL3 – HBO3
HQ162680.1SwineL3 – KOBC5
HQ162671.1TurkeyL3 – CU
HQ162670.1TurkeyL3 – P1662
HQ162669.1TurkeyL3 – P1059
AE004439.1AvianL3 – PM70
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BA

C
وL2وL1ژنوتیپدارايطیوروگوسفنديشدهتوالیتعیینايهجدایهمربوط به بررسی میزان قرابت درخت فیلوژنی:  2شکل

L3رنگ قرمز(هاي بانک ژنهبا جدای(
APM:(Avian P.multocida)- SPM:(Sheep P.multocida)

طیور داراي  هايهدر بررسی روابط فیلوژنیک جدای
ژنتیکی خیلی کمی را نشان تنوع  یک L2و L1تیپ ژنو
هاي طیوري فقط در جدایهکه این دو ژنوتیپ است داده

که سویه در بانک ژن وجود داشت L1 ،4در ژن .بودند
-سویه(PM1و VP161هاي سویه هاي بومی بااکثر نمونه

در .)Aشکل (یک گروه قرار گرفتنددر )هاي بانک ژن
ک ژن وجود داشت که تنها دو سویه در بان، L2ژن 

سویه (M1404يبا سویه بومی يهاهتعدادي از جدای
) نک ژنسویه با(P1702تعدادي با سویه و) بانک ژن

) APM02(ند و یک جدایه بومی داراي تشابه کامل بود
ه را نشان داد 6/0ژنتیکی یک درصد تنوع ،نسبت به بقیه

.)Bشکل(است
ها ژنوتیپ يبقیهتر از بیش L3تنوع ژنتیکی در ژنوتیپ 

باشدمی و گوسفندطیور  در ژنوتیپ مشتركکه یک بوده 
در . دهدرا نشان می3/23و یک درصد تنوع ژنتیکی 

در دو ، طیورابتدا بر اساس میزبان دامی وL3ژنوتیپ 
که مجموعه مختلف با اختلاف ژنتیکی آشکار قرار گرفتند

طیور قرار  يهمجموعگوسفندي در SPM22هفقط جدای
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 يسفندي یک فاصلههاي گوهجداینسبت به سایر و گرفته
 درL3ژنوتیپ تنوع ژنتیکی در .ددهمی ژنتیکی را نشان

دیده هاي گوسفندي هتر از جدایبیش ،اي طیورههجدای
.)Cشکل(شودمی

بحث
-ژن لیپوپلیاساس آنتیبندي هدلستون برطبقه

ژل دیفیوژن  رسوبیروش ساکاریدي بوده که با
 Heddleston(کندسروتیپ تقسیم می 16پاستورلاها را به 

et al.  پاستورلا مولتوسیدابراي تایپینگ تنها روش).1972
است که در  ی بر سروتایپینگ هدلستونمبتنLPSبر اساس

ها سویه يبندي همهبه تیپبر بوده و قادراغلب موارد زمان
هدلستونروشهايگزارشصحتدرو نیز باشدنمی

بنديطبقهوشناساییهايروشامروزه.داردوجودتردید
نسبتتريقبولقابلروش یکPCRبرمبتنیمولکولی

دیگر روش تعیین تیپ با و  باشدمیهدلستونروشبه
Rimler(شود تر مطرح میروش سروتیپی کم and 

Rhoades 1989(.
Multiplexروش با c2014Harperسالدر PCR 

 يهاي بیوسنتز هستهاساس ژناقدام به تعیین ژنوتیپ بر
16شاخص هر يسویه در ساکاریدخارجی لیپوپلی

ژنوتیپ  8پرداخت که توانست  هدلستون سروتیپ
را با این روش پاستورلامولتوسیدا ساکارید لیپوپلی

خلاف روش بر PCRدیداین روش ج.شناسایی نماید
ن با ای. ها را تعیین تیپ نمایدسویه اکثر تواند می سروتیپی

را در بر هانمونهاز محدودي موارداین روش نیز  ،وجود
که ممکن است در دباش قادر به تعیین تیپ نمی وگیردمی

گیردکه پرایمر قرار می باشد ايژنی در ناحیهنتیجه حذف 
 اگر چه. باشدروش می این یکی از مشکلات بنابراین

-لیپوپلی يي بیوسنتز کنندههادر ژن هاتر موتاسیونبیش

 يپدیدهوباشد اي میهاي نقطهل موتاسیونساکارید شام
اي هیچ نقطه هاياسیوندر موت وبودهحذف بسیار نادر 

ژنوتیپ وشودایجاد نمی PCRه محصول یجنتتغییري در
.شودساکارید آن تعیین میلیپوپلی

هاي تر بر روي نمونهبیشو همکارانHarperمطالعات
، ژنوتیپ Multiplex PCRطیور بوده که با استفاده از 

که ه را بررسی نمودجدای58ساکاریديگانه لیپوپلیهشت
,L6هاي شامل ژنوتیپ L4, L3, L1  ه جدای 10بودند که
س نوکلئوتیدي نالیز سکانآبندي بودند که غیرقابل تیپ
با  بودند LPS3ژنیلوکوس  شامله جدای9نشان داد که 

که پرایمر قرار ايتفاوت نوکلئوتیدي قابل توجه در ناحیه
بود با حذف LPS7ه داراي ژنوتیپ جدای 1گرفت و می

.Harper et al(گرفتمیاي که پرایمر قراردر ناحیه

2014c, Dziva et al. ، Harperدر مقایسه با نتایج .)2008
داراي  این تحقیق پاستورلا مواتوسیدايطیوري  هايهجدای

صورتی که بودند در LPS4و فاقد ژنوتیپ  LPS2ژنوتیپ 
ي ي در مطالعهطیورپاستورلا مولتوسیدايهاي هجدای

Harper  داراي ژنوتیپLPS4  و فاقد ژنوتیپLPS2 بودند
در ها تفاوت اپیدمیولوژي ژنوتیپي که این نشان دهنده

.باشدمیهاي مختلف جغرافیایی موقعیتدر یک میزبان 
اساس هاي پاستورلا مولتوسیدا بربندي جدایهطبقه

یک هاي سروتایپینگ آن نسبت به روش LPSژنوتیپ 
که اطلاعاتی در موردباشدتایپینگ جدیدي می روش

هاي مختلف به ما ساکارید در میزبانتنوع ساختار لیپوپلی
اطلاعات مفیدي بر دهد که این متد تایپینگمی

گیري کردن از این ها و نتیجهاپیدمیولوژي ژنوتیپ
تا.دهداطلاعات در جهت کنترل این بیماري را به ما می

جهت تایپینگ  LPS-PCR Typingکنون از روش 
پاستورلا مولتوسیدا در ایران استفاده نشده که با توجه به 

اطلاعات تواند اهمیت شناخت این باکتري، این مطالعه می
هاي در جدایهLPSژنتیک سنتز  يقابل توجهی بر پایه

.ایرانی به ما بدهد
,L1هاي ي ژنوتیپهاآنالیز توالی L2هاي سایربا توالی

بالایی از کشورهاي دیگر موجود در بانک ژن درصد
هايکه ژنباشدتشابه را نشان داده که حاکی از این می

L1, L2 تغییرات ژنتیکی بسیار کمی پاستورلامولتوسیدا
شکاري را نشان آتنوع ژنتیکی  L3تنها ژنوتیپ  . دارند

گوسفندوداده است که یک ژنوتیپ مشترك بین طیور
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 ها،شده که پراکندگی ژنوتیپنیز نشان داده بوده است و
ها که برخی ژنوتیپباشدبسته به نوع میزبان متفاوت می

بوده و برخی مشترك بین دو انمیزب یک نوع اختصاصی
ها در یک میزبان فراوانی برخی ژنوتیپ نیز ود میزبان بودن

مانند .باشدمیهاي دیگرتر از سایر ژنوتیپخاص بیش
هاي در نمونه L3و هاي طیورکه در نمونهL1ژنوتیپ 

.ترین فراوانی بوده استداراي بیش گوسفندي
ها داراي ژنوتیپ چندگانه در این مطالعه برخی نمونه

LPS هاي نمونهدرهاي جدیدي راکه خود ژنوتیپبودند

ایرانی به وجود آوردند که ممکن است کاندید مناسب 
دلیل اثربه .هاي سلولی کشته شده باشندبراي واکسن

نیز چون هنوز واکسن واي که دارندحفاظتی گسترده
LPSاختصاصی پاستوریولوز گوسفندي وجود ندارد 

تواند اطلاعاتی در جهت تهیه و تکامل تایپینگ می
ارایه هاي اختصاصی پاستوریولوز گوسفندي به ما واکسن
.نمایند

تشکر و قدردانی 
باشد که با حمایت مالی سازي رازي کرج میي تحقیقاتی واکسن و سرممؤسسهمقاله حاضر بخشی از یک طرح تحقیقاتی 

بدین وسیله نویسندگان از تمامی همکاران بخش آزمایشگاه مرکزي به پاس همکاري، صمیمانه .  این مؤسسه انجام شده است
.نمایندقدردانی و تشکر می
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Abstract
Pasteurella multocida is a negative gram pathogenic bacteria that causative agent of many 

diseases in animals and man. Fowl cholera and ovine pasteurellosis are of the most common 
infection of P. multocida that these diseases economic damage entered into the livestock 
industry. Different virulence factors of P. multocida have been introduced that LPS have an 
important role in virulence of the organism. The aim of LPS typing is determination 
differences between P. multocida strains based on LPS synthesis genetics. For perform 
molecular typing, DNA extraction was done with the using of a boiling method of each 
bacterial isolate culture and genotyping done on 32 ovine isolate and 30 avian isolates by 
PCR with using of specific primers for LPS genotyping experiment. The amplified LPS genes 
by PCR, then were sequenced and compared to the sequences deposited in the GenBank 
database from the world.  Of  the 32 ovine isolates only 10 isolates were contained L3
genotype (%31.25) and  of 30 avian isolates 18 isolates were contained L1 genotype (%60), 4
isolates contain L2 genotype (%13.32), 5 isolates contain L3 genotype (%16.66), 2 isolates 
contain all  three genotypes L1, L2, L3 (%6.66), 1 isolate contain both genotype L2, L3
(%3.33). Of the 4 genotypes, ovine isolates  were only contain L3 genotype in against, avian 
isolates were contained L1, L2, L3 genotypes that this was indicated the distribution of LPS 
genotypes is different based on host type. The sequencing results of Iranian isolates with 
GenBank isolates showed a significant difference in L3 genotype and less difference in L1, 
L2 genotypes.
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