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Abstract 

Background & Objectives: Pasteurella multocida is an opportunistic microorganism responsible 

for haemorrhagic septicaemia in cattle and buffalo and pneumonia in sheep and goats. Adhesion 

factors play crucial role in attachment to cell surfaces, host invasion and colonization. The aim of 

this study was to identify the frequency of adhesion genes from P. multocida isolated livestock. 

Materials & Methods: This study was performed on 50 samples isolated from ailing sheep, goats 

and cattle. Amplification of kmt1 gene with the aim of determining the molecular identity of the 

isolates and identifying adhesion genes (fimA, hsf1 and hsf2) were performed by using simple 

PCR method.  

Results: PCR results show that, the frequency of fimA and hsf2 genes were 44% and 80%,         

respectively. In addition, hsf1 did not exist in the isolates. hsf2 was the only adhesion gene which 

was identified in cattle. So it may be plays a crucial role in invasion of this host. Moreover, it was 

found that there is a significant correlation between hsf2 gene and capsule type D. 

Conclusion: In the present study, new information was obtained regarding the frequency of        

adhesion genes in P.multocida strains isolated from multiple livestock in Shiraz. Investigating the 

pathogenicity role of adhesion genes in laboratory animals and determine the role of these factors 

in immunity to pasteurellosis are recommended. 
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 90-94صفحات 
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 چکیده

پاستورلا مالتوسیدا به عنوان یک باکتری فرصت طلب مسئول ایجاد عفونت هموراژیک در گاو و بوفالو و پنننمنوننی  : سابقه و هدف

زایی و تهاجم باکتری در باشد. فاکتورهای ادهسین به عنوان فاکتورهای حدت بالقوه نقش حیاتی در کلونیدامی در بز و گوسفند می

 های ادهسین در پاستورلا مالتوسیدا جدا شده از دام بود. میزبان را دارند. هدف از این پژوهش ارزیابی فراوانی ژن

با هدف تعیین هنوینت   kmt1نمونه جدا شده از گوسفند، بز و گاو انجام گردید. تکثیر ژن 05این پژوهش بر روی  :هامواد و روش

 انجام شد.  Simple PCRبا روش   hsf2و fimA ،hsf1های ادهسین ها و شناسایی ژنمولکولی جدایه

در هیچ کدام   hsf1باشد. علاوه بر این ژنمی  hsf2%( 05و )  fimA%(44های ادهسین )نشان داد فراوانی ژن PCRنتایج آنالیز : هایافته

تواند نقش حیاتی در تهاجم در این میزبان تنها ژن ادهسین شناسایی شده در گاو بود بنابراین احتمالا می  hsf2ها یافت نشد.از جدایه

 ارتباط معناداری وجود دارد.   Dو تایپ کپسولی  hsf2را ایفا کند. علاوه بر این مشخص شد که بین ژن

هنای های ادهسین در پاستورلا مالتوسیدا جندا شنده از دامدر مطالعه حاضر اطلاعات جدیدی در رابطه با فراوانی ژن:  گیرینتیجه

های ادهسین در حیوان آزمایشگاهی و ارزیابی نقش این فاکتورهنا در زایی ژنمختلف در شیراز به دست آمد. بررسی قدرت بیماری

 گردد. ایجاد ایمنی در برابر پاستورلوز پیشنهاد می

 های ادهسین.، ژنkmt1پاستورلا مالتوسیدا، ژن :  :واژگان کلیدی

 

 145501201پذیرش مقاله:                               1455015012ویرایش مقاله:                                 145500015دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: بخش میکروب شناسی، مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سنازی رازی  

 شعبه شیراز، سازمان تحقیق، آموزش و ترویج کشاورزی، شیراز، ایران. 

 yahyatahamtan@yahoo.comپست الکترونیک:        51177117145تلفن: 

 مقدمه

پاستورلوز یکی از عوامل مهم مرگ ومیر در دامنه وسنینعنی از 

یک پاتوژن گرم منننفنی  پاستورلا مالتوسیداباشد. داران میمهره

است و به طور معمول به عنوان نرمال فلور در حنلنق تنعنداد 

پاسنتنورلا شود. گوناگونی از حیوانات وحشی و اهلی یافت می
ویژه در های اولیه و ثانویه بهعامل تعدادی از عفونت مالتوسیدا

باشد که از نظر اقتصادی بسینار پنر اهنمنینت دام و انسان می

ها عبارتند از: عفونت تنفسی و هموراژینک هستند. این عفونت

در گاو و بوفالو، پنمونی دامی در گاو، بز و گوسفند، راینیتین  

آتروپیک در خوک، عفونت زخم در انسان که به دنبال آن آبسه، 

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خنلاقناننه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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(. در منورد 1و4آید )آرتریت سپتیک و استئومیلیت به وجود می

( Bovine respiratory diseaseهای تنفسی در گناو )عفونت

زا شامل: فشارهای محیطی، عوامل مندینرینتنی، شرایط استرس

تواند باعث تسنرینظ ونهنور حمل و نقل و جا به جایی دام می

علایم بالینی خفیف تا شدید در حینوان شنود. دوره کنمنون 

کشد و علایم مختلف بیماری به روز طول می 0تا 3بیماری بین 

صورت عفونت حاد تا مزمن بسته به شرایط مینزبنان تنظناهنر 

 (.0یابد ) می

( در این باکتری Fو  A ،B ،D،  Eتاکنون، پنج سروتیپ کپسولی )

ها نقش ضد فاگوسیتوزی را در شناخته شده است. این کپسول

(. فاکتنورهنای حندت 0و 7بر عهده دارند ) پاستورلا مالتوسیدا

در ارتباط هسنتننند.  پاستورلا مالتوسیدازایی متعددی با بیماری

شنامنل:  پاستورلا مالتوسیندافاکتورهای حدت گزارش شده در 

و دینگنر   فنینمنبنرینه  (،dcbFو   hyaC-hyaD ،bcbDکپسول )

هنای (، آننزینمtoxA( توکسین )hsf2و   fimA، hsf1ها ) ادهسین

(، ننورامنینننینداز           pmHASخارج سلولی مانند هیالورونینداز )

 (nanH  وnanB) ( و سوپر اکسید دسموتنازsodA   وsodC )   و

( plpBو   ompH ،oma87های غشاء خارجی )تعدادی از پروتین

 (. 0باشد )می

پناسنتنورلا منالنتنوسنیندا ترین عوامل حدت در یکی از مهم
زاینی و ادهسین است که نقش حیاتی در کنلنوننی  فاکتورهای

تهاجم در میزبان را دارند زیرا برای ایجاد عفونت باکنتنریناینی 

اتصال باکتری به سلول میزبان یک مرحله اساسی است. بنابراین 

زایی بنه ها به عنوان فاکتورهای حدت بالقوه در بیماریادهسین

ها علاوه بر این کنه بناعنث ادهسین .( 0و  1آیند )حساب می

زایی و تهاجم باکتری به میزبنان شنده، از تسهیل فرایند کلونی

های دفاعی میزبان، باعث تنخنرینب طریق خنثی کردن مکانسیم

های النتنهنابنی مرنر در منینزبنان            بافت و یا تحریک پاسخ

دارای چند ژن است کنه  پاستورلا مالتوسیدا(.  1و  15شوند )می

های مشابه با دینگنر مسئول بیان کردن فیمبریه و دیگر ادهسین

هنای (. تصور بر این است که از بین ژن11باشند )ها میباکتری

و   hsf1, hsf2هنای ، ژنپاستورلا مولتوسیدامسئول ادهسین در 

fimA  زا  های بیماریدارای اهمیت بالاتری بوده و در تمام سوش

هنای (. بر طبق مطالعات اخیر بنر روی ژن12شوند )یافت می

 ،fimAثابت شده است که ژن  مالتوسیدا  پاستورلازایی در بیماری

کدکننده آتوترانسپورتر،   hsf2و  hsf1هایکد کننده فیمبریه و ژن

ویژه مشخص شده است اینن باشند. بههر دو مولد ادهسین می

حرور دارنند  مالتوسیدا  پاستورلاهای پاتوژنیک ها در جدایهژن

از  .( 0ها در ایجاد بیماری نامشخص است )اما مکانیسم دقیق آن

ها بنا تناینپ طرفی مشخص شده است که تعدادی از ادهسین

(. هدف از اینن پنژوهنش 1)   کپسولی خاصی در ارتباط هستند

هنای  های حاصل از دامهای ادهسین در جدایهتعیین فراوانی ژن

 باشد.مختلف )گاو، گوسفند و بز( در شیراز می

 
 هامواد و روش

پاستورلا نمونه  05این بررسی بر روی   های باکتری:الف( سوش

متعلق به گوسفند، بز و گاو بیمار با علائم تب بنالای  مالتوسیدا

هنای منورد حالی انجام گردید. تمامی ننمنوننهدرجه و بی 45

استفاده در مطالعه حاضر، قبلا در آزمنایشنگناه تنحنقنینقنات 

موسسه تحقیقات واکسن و سنرم سنازی رازی میکروبیولوژی 

هنا های کپنسنولنی آنجداسازی و تعیین هویت و تایپ شیراز

 شناسایی شده و در اختیار محققان این پژوهش قرار گرفته بود. 

 :  Kmt1ارزیابی وجود  پاستورلا مالتوسیدا با شناسایی ژن ب( 

با هدف تعیین هویت قطعی   kmt1در این پژوهش شناسایی ژن 

پروتین غشاء خنارجنی را کند  ،kmt1ها، انجام شد. ژن نمونه

وجنود        پاستورلا منالنتنوسنینداهای کند که در تمام سوش می

 (. 14) دارد

با استفاده از روش جوشاندن صورت گنرفنت.  DNAاستخراج 

 brain hearthبرای این منظور ابتدا هر باکتری در منحنینط 

infusion (BHI) broth   (Merckکشنت داده و ینک   )، آلمان

گنذاری شند.  درجه سلسیوس گرمخانه 37شبانه روز در دمای 

 2514و همکاران در سنال سپ  طبق روشی که توسط تهمتن 

میکرولیتر از هر نمونه برای استخراج مورد  155انجام شده بود، 

 (. 10) استفاده قرار گرفت

در     kmt1توالی پرایمرهای اختصاصی مربوط به تکنثنینر ژن 

 405هنا اندازه باند حاصل از تکثیر آن شده است.درج  1جدول
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جفت بازاست. پرایمرهای یاد شده از شرکت تکاپوزیست تهینه 

 شدند )تکاپوزیست، ایران(. 

 20با حنجنم واکنننش     kmt1ژن   PCRمواد مورد نیاز برای 

 از هر نمونه، DNAمیکرولیتر به شرح زیر است. دو میکرولیتر 

میکرولیتر  2MgCl ،200  میکرولیتر  1میکرو لیتر از هر پرایمر،  1

مراز  آنزیم پلی میکرولیتر  5020و  dNTPsمیکرولیتر  10X ،1بافر 

  استفاده شد.

 14با شرایط واسرشت سازی اولینه در دمنای   برنامه حرارتی

چرخه شامل واسنرشنت  32دقیقه،  0درجه سلسیوس به مدت 

درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه، مرحلنه  14سازی در دمای 

درجه سلسیوس به مدت یک دقیقنه،  00اتصال پرایمر در دمای 

دقنینقنه و  2درجه سلسیوس به مدت  72گسترش در دمای 

دقیقنه  15درجه سلسیوس به مدت  72گسترش نهایی در دمای 

در دستگاه ترموسایکلر )اپندورف، آلمان( اجرا شد. محصنولات 

PCR   درصد واجد اتیدیوم بروماید و بنه  100بر روی ژل آگارز

، آمریکا( بررسنی و Kodak companyوسیله دستگاه ژل داک )

جنفنت بنازی  ladder  155برای نشان دادن قطعات تکثیری از 

 استفاده شد.

در این مطالعه های ادهسین پاستورلا مالتوسیدا: ج( شناسایی ژن

هنای های کد کننده ادهسین و فاکتنورحرور و عدم حرور ژن

بنه  پاستورلا مالتوسنیندا( در hsf-2و   fimA ،hsf-1زایی )کلونی

 مورد ارزیابی قرار گرفت.  PCRوسیله 

ها از شرکت تکاپوزیست )تهران، ایران( تهیه شند. تمامی پرایمر

ها، سایز آمپلیکون و دمای اتصال هر پراینمنر  نام و توالی پرایمر

بنا   PCR  (. منحنصنولات10و0درج شده است ) 1در جدول 

درصد و به وسیله دسنتنگناه ژل  103اتیدیوم بروماید روی ژل 

( قنابنل روینت Kodak companyداک )ایالات متحده آمریکا، 

 :PMHI-9   (Genbank accession numberاز سوش  .شودمی

JF694004,1 به عنوان کنترل مثبت و مستر منینکن  بندون )

DNA .به عنوان کنترل منفی استفاده شد 

هنا بنا تجزیه و تحلیل آمناری دادهد( تجزیه و تحلیل آماری: 

و آزمون منربنظ   SPSSافزار استفاده از نسخه بیست و چهارم نرم

  ( محاسبه گردید.p<0.05کای انجام گرفت. مرز معنی داری در )

 هایافته

جفت بنازی  405واجد باند  پاستورلا مالتوسیدا،جدایه  05همه

%( 35)   10%( نمونه مربوط به گوسفند، 00)   20  (. 1بودند )شکل

 %( نمونه مربوط به گاو بود. 14) 7نمونه مربوط به بز و 

پرایمرهای مورد استفاده جهت تعیین هویت مولکولی وشنناسناینی : 1جدول 

 پاستورلا مالتوسیدا.های های ادهسین در جدایهژن

 
 ژن

 توالی

 (’5 → ’3)پرایمر 

سایز 
 آمپلیکون

 (bp) 

دمای 

 اتصال 

(c) 

 
 منبع

Kmt1 F: ATC CGC GAT TTA CCC AGTGG 
R: GCT GTA AAC GAA CTC GCC AC 

  

405 00 3 

fimA 
  
  

F:CCATCGGATCTAAACGACCTA 
R:AGTATTAGTTCCTGCGGGTG 

000 04 0 

hsf1 
  
  

F:TTGAGTCGGCTGTAGAGTTCG 
R:ACTCTTTAGCAGTGGGGACAACCTC 

004 04 0 

hsf2 
  

F:ACCGCAACCATGCTCTTAC 
R:TGACTGACATCGGCGGTAC 

420 05 0 

 . kmt1جفت بازی حاصل از تکثیر ژن   405قطعات : 1شکل

Cr+ : ،کنترل مثبت:Cr-  ،کنترل منفیP نمونه مثبت و :M سناینز منارکنر )
bp100. 

به شناسایی سه ژن ادهسین در   Simple PCRبا استفاده از روش 

هنای فنراواننی ژن 2پرداخته شد. جندول پاستورلا مالتوسیدا

 hsf1دهد. ژن های جداسازی شده نشان میادهسین را درنمونه

 ها شناسایی نشد.در هیچ کدام از جدایه

 پاستورلا مالتوسیدا.های های ادهسین در نمونهفراوانی و درصد ژن: 2جدول

 درصد تعداد های ادهسینژن
fimA 22 44 
hsf1 5 5 
hsf2 45 05 

های کپسولنی های ادهسین را بر طبق تایپفراوانی ژن 1نمودار 

ها بنا دهد. تمام جدایهنشان می پاستورلا مالتوسیداهای در جدایه



 جهرمی و همکاران.فتانه معین. پاستورلا مالتوسیداهای ادهسین در شناسایی مولکولی ژن .1455ها، سال چهاردهم شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

45 

بودند همچنین با استنفناده از   hsf2واجد ژن  ،Dتایپ کپسولی 

داری بین ژن آزمون دقیق مربظ کای مشخص شد که رابطه معنی

hsf2   و تایپ کپسولیD  های مورد پژوهش وجود دارد  در نمونه

(p<0.05.) 

زاینی آن ها در سطح باکتری وابسته به بینمناریدسته از پروتین

( وهمکاران در Khamesipourپور )خامسی .( 10و15و0است )

در پاستورلا در شهرکرد به بررسی فاکتورهای حدت  2514سال 
جدا شده از گاوهای بیمار پرداختند و درصد شنینوع  مالتوسیدا

% 7007% و 05%، 05را به ترتیب   hsf2و   fimA ،hsf1های ژن

در  2510و همکاران در سال  (Jabbari(. جباری )0) اعلام کردند

 hsf1و  fimAهای شمال ایران اعلام کردند که درصد فراوانی ژن

(. 0باشد )% می1303% و 155های گوسفندی به ترتیب در جدایه

(و همکاران Gharibiعلاوه بر این در مطالعاتی که توسط غریبی)

همنکناران در سنال  و ( Tang، تانگ  )2517در اهواز در سال 

های  در میزبان 2550و همکاران در سال   ( Ewers) و اورز  2551

مختلف انجام شد، گزارش شد که اینن سنه ژن در تنمنام 

ای های پاتوژن حرور داشتند. اما نتایج حاضر بنه گنوننه نمونه

های مورد مطالنعنه در در هیچ یک از نمونه  hsf1دیگر بود. ژن 

بنه    hsf2و   fimAهای (. ژن25و11و13این پژوهش یافت نشد )

های حرور داشتند. همچنننینن % از جدایه05% و 44ترتیب در 

های که از میزبان گاو جدا شده بودند، از مشخص شد در جدایه

باشند. این ننتنینجنه می  hsf2بین سه ژن ادهسین، تنها واجد ژن 

تواند بیانگر این باشد که این ژن احتمالایک فاکتور اسناسنی  می

 های اپیتلیال در میزبان گاو است.به سلول پاستورلادر اتصال 

های مورد پنژوهنش با توجه به اطلاعات قبل در رابطه با سوش

هنای گناوی در این مطالعه، تنها تایپ شناسایی شده در جدایه

بود. که این نتینجنه منخنالنف بنا ننتناینج              Dتایپ کپسولی 

ها گنزارش باشد. آنمی 2550( و همکاران در سال Daboدابو )

های جداسازی شنده ، مختص نمونهBکردند که تایپ کپسولی 

در هیچ ینک   Bاز گاوهای بیمار است. اما در این پژوهش تایپ 

های گاوی یافت نشد. دلیل این نتیجنه ها از جمله نمونهاز نمونه

که در بسیاری از ها باشد. به طوریتواند شرایط نگهداری داممی

های مختلف، یکنسنان اسنت و ها محل نگهداری دامدامداری

 (Tang(. همچنین تانگ )21تواند انتقال افقی رخ داده باشد ) می

و   hsf2و   hsf1های ادهسین و همکاران اعلام کردند که بین ژن

ارتباط معنا داری وجود دارد. اما در مطنالنعنه   Dتایپ کپسولی 

 hsf2و ژن   Dحاضر مشخص شد که تنها بین تایپ کپسولی 

هنای های کپسولی در جنداینههای ادهسین بر طبق تایپتعداد ژن:  1نمودار

 پاستورلا مالتوسیدا.

پناسنتنورلا هنای های ادهسین بر طبق میزبان در جنداینهتعداد ژن:  2نمودار

 مالتوسیدا.

 بحث

پاستورلوز یک بیماری زئونوز )مشترک بین انسان و حنینوان( 

ها گسنتنرده است و در کشورهایی که صنعت دامپروری در آن

هنای شود. فناکنتنوراست به عنوان یک مشکل بزرگ تلقی می

زایی نقش اساسی در ایجاد عفونت و بیماری دارند. امنا بیماری

به دلیل تعدد فاکتورهای حندت، واضنح  پاستورلا مالتوسیدادر 

نسبت بنه   نیست که کدام ژن نقش موثرتری را در ایجاد بیماری

(. در مطالعه حاضر به بنررسنی شنینوع 17بقیه فاکتورها دارد )

های مختلف در های جدا شده از دامهای ادهسین در جدایه ژن

پناسنتنورلا در   hsf2و   fimA ،hsf1های شیراز پرداخته شد. ژن

هایی به شکل فیمبریه هستند. مسئول کد کردن پروتین مالتوسیدا

های ادهسین بوده و بنابراین حرور اینن ها مولکولاین پروتین
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هنا بنا تناینپ ارتباط معنی داری وجود دارد زیرا تمام جداینه

 (. 13بودند ) hsf2واجد ژن  ،Dکپسولی 

 

 گیرینتیجه

پناسنتنورلا های ادهسینن در این مطالعه به ارزیابی فراوانی ژن
های بیمار پرداخته شند. مشنابنه بنا جدا شده از دام مالتوسیدا

های  ها میزبانهای ادهسین در نمونهمطالعات پیشین، فراوانی ژن

هنا در هیچ یک از نمونه  hsf1مختلف بسیار گوناگون است. ژن 

های ادهسین مشخص کرد حرور نداشت. نتایج در رابطه با ژن

های مورد مطالعه، بیشترین فراواننی در بین ادهسین  hsf2که ژن 

های گاوی دارد و تنها ژن ها به ویژه درجدایهرا در همه میزبان

بود. بننابنراینن   hsf2ها، ژن ادهسین شناسایی شده در این نمونه

تواند به عنوان ینک توان نتیجه گرفت که احتمالا این ژن میمی

های جدا شده از میزبنان گناو فاکتور ادهسین اساسی در جدایه

 پاستورلا مالتوسینداباشد. با توجه به تعدد فاکتورهای حدت در 

پناسنتنورلا علاوه بر بررسی فراوانی دیگر فاکتورهای حدت در 
موجود در منطقه مورد پنژوهنش، بنررسنی قندرت  مالتوسیدا

های حدت در حیوان آزمایشگاهی با زایی هر کدام از ژنبیماری

( و MDT= mean dead timeروش میانگین زمنان منرگ )

ارزیابی نقش این فاکتورها در ایجاد ایمنی در برابر پاسنتنورلنوز 

 گردد. پیشنهاد می
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