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 دهيچک
نمونه  01جدا شده از گاو و گاوميش تعداد  پاستورلا مولتوسيداهاي باکتري در مقاله حاضر، جهت مطالعه بيشتر تنوع ژنتيکي جدايه   

مورد مطالعه قرار گرفت. اين روش با استفاده از  هاي تعيين حدوديروش برش با آنزيم نمونه گاوميشي با 2نمونه گاوي و  8شامل 

هاي گاوي و گاوميشي حضور توليد شد. در هر دو الگو نمونه IIو   Iاجرا و در نتيجه دو نوع الگوي مشخص  Hha-Iلئازآنزيم آندونوک

هاي گاوميشي و گاوي در اين ها اندک بود. در ضمن با توجه به مشابهت سويهداشتند. برخلاف مطالعات مشابه تنوع ژنتيکي اين جدايه

هاي گاوي و گاوميشي در ميان هم بررسي هاي بيشتر جهت بررسي امکان انتقال سويهديگري با نمونه گردد مطالعهمطالعه، پيشنهاد مي

 گردد.

 .هاي تعيين حدودي، تنوع مولکولي، گاو و گاوميش، روش برش با آنزيمپاستورلا مولتوسيدا: هاواژه ديکل

 

 

 مقدمه
يكي  ا  وواميب كارتايياب  كرييار      پاستورلا مولتوسيدا   

كوده  و ولاوه كا آن  شيگاو و گاومهاي در كيماريمهم 

رنيد   خوك و طيور نيز ايجاد كيمياري مي     ،گوسفنددر 

ايييب كييارتاي در گيياو وامييب سييوت  سييم  همورا ييي  

(Hemorrhagic septicemia)    و يك  ا  وواميب دخييب

 Bovine)در تب حمب و نقب و پاستورلو  ريوي گاوي 

pneumonic pasteurellosis)  در گوسفند نييز   كاشد م

در پاستورلو  رييوي   ا  ووامب دخيب دامولتوسي لاپاستور

يب كيماري يك  ا  مشيكلا  ديدي   ا  شودمحروب م 

هاي كرياري در طب گاو و گوسفند كوده و اماو ه تلاش

در دهت مبيار ه و پيشيرياي ا  اييب كيمياري در حيا       

   (Quine et al., 2002)كاشد انجام م 

كه ها دو   پاستورلا مولتوسيداپ در يب تييتع مطالعه و   

وتيو  و  نوتيو  ميورد ار يياك  اياار گافتيه و     فنروش 

هياي  اما روش هاي متعددي كااي آن مطاح است سيرتم
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ا كيا ايااداتي  روكياو    پاستورلامولتوسييد وتيو  فني  مطالعه

در  ،بيكنيياكاا  (Towensend et al., 2001) كاشييندميي 

هيياي شناسيياب  و  ه ا  روشاسييتفادهيياي اخيييا  سييا 

هيياي مولكييول  رايييد گاديييده و كنييدي كييا روشدسييته

كندي كارتاي كا پاييه  هاي كرياري در دهت تقريمتلاش

هياي  ا  روش خصوصيا   نتيك  در حا  انجام اسيت  

هياي  كاش كا آنيزيم روش توان كه مهم تعييب  نوتيو  م 

 ,Restrictions endonuelease analysis) تعييب حدودي

REA)   ،Ribotyping  ،Pulsed field gel 

electrophoresis ،  Multilocus enzyme 

electrophoresis   و نيييييزREP-PCR (Repetitive- 

extragenic plaindormic PCR)     اشياره رياد  در مييان

كيه تنهياب  ييا در رنيار روش       REA ها روشايب روش

Ribotyping   يييدميولو ي  كيييبپدهيت تعييييب اااكيت ا 

و مييزان صيحت حراسييت و     شيده هاي مختلف ددايه

ده اسيت  يي گاد  اكيار اختصاصيت ايب روش كريار كالا 
(Blackall and Miffin, 2000)  

تارنون استفاده ا  روش فوق در مطالعا  اپيدميولو ي  

ا  طييور، گياو، خيوك     پاستورلا مولتوسييدا هاي  ددايه

 Davise et) وگو ن نتايد مطلوك  را در پ  داشته است

al., 2004; Weiser et al., 2003 )   تارنون دو مطالعيه كيا

 دايپاستورلا مولتوسي  يهاهيددا ياان رويب روش در ايا

 Jabbari) اسيت  شدهز كز و گوسفند انجام يور و نيدر ط

et al., 2002; Shayegh et al., 2011  ) 
 

 هامواد و روش
داييه  د 01در مطالعيه حاريا تعيداد     هاا  جدايهه يته   

آ مايشيراه ميكاكيوليو ي   ره در  گاو  پنومونحاصب ا  

ميورد مطالعيا     ايبلاا دانشراه آ اد اسلام  واحد شبرتا 

  PCRكيه روش ميولت  پلكي      ااار گافته وكيوشيمياب  

 و نيييز ا  ن ييا رورييول  تعييييب تيييپ شييده كييود  تاييييد

(Shayeh et al., 2010a)، ( 0)ددو   تهيه شد   

هميه   يكياا  DNAوش اسيتخااج  ر  DNA:استخااج    

كيا   و همكياران، كلاريا    ها كا اسيتفاده ا  پاوتكيب  هيددا

 ,.Blackall et al) ديي ب انجام گاديشاح ذه ك  اصلاحات

 در محيطپاستورلا مولتوسيدا  پاگنه 3تا  2اكتدا   (1995

BHI broth  (ماك) هاي درپيچ دار كه اكعياد  ، داخب لوله

  وسيسلردرده  33اي و در دمشده رشت داده  01×02

سياوت انكوكيه شيدند  لوليه     22مد  هملايم ك حارتكا 

دايقييه  01مييد  هكيي rpm 1111حيياوي كييارتاي در 

  ي  كياون ريخته شد و ي  مايع روندديسانتايفيو  گاد

( كه پلييت حاصيله   PBSتا  ا  كافا فرفاته نمك  )يل ليم

  در ماحليه كعيد محتيواي لوليه كيه يي        ديي گادافزوده 

 مجيدداا  ،ختيه شيده  يز ريميكاوليتاي تم 5/0يوب ميكاوت

من ييور شرتشييو  دايقييه كييه  01مييد  هكيي g0111در 

كيار تكياار شيد      3اييب وميب   انجام گافت  سانتايفيو  

 درصيد  55/1ب يتيا ا  كيافا سيال   يل لي  مي سو  مقدار

شد   ورتكي   همولار كه آن افزوده و ك EDTA  15/1و

م يزو يي محليو  ل  ا   l µ0111شد  در ماحله كعد مقيدار 

كه ميكاوتيوب فيوق    mg/ml 21كااكا  كا غل ت )فامنتا (

درديه   33و در داخب كب ماري كا  دماي ده يگادافزوده 

آرامي   ه دايقه انكوكه و سيو  كي   11مد  هك  وسيسلر

 SDS25 ا  محليو     l  µ011  مقيدار ديي مخليو  گاد 

آرامي   ه كه  ميكاوتيوب فوق  افزوده و دوكاره كي  درصد

محلييو   ا  l µ01و  شييد  در ماحلييه كعييد مقييدارمخليي

كيييه   mg/ml 2/20 كااكيييا   كيييا غل تييي  kنيييا  يپاوتئ

ميد   ه خ كي يو در داخب شده ميكاوتيوب فوق  افزوده 

د  يييآراميي  مخلييو  گاده دايقييه انكوكييه و سييو  كيي05

درديه   15ماري كا  دمياي  وب فوق در داخب كبيكاوتيم
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 l µ 5/01اردايقيه انكوكيه و  مقيد    25ميد   هك وسيسلر

كييه mg/ml 01كااكييا   كييا غل تيي  RNase  محلييو  ا

ماري كيا  دمياي   ميكاوتيوب فوق  افزوده و در داخب كب

دايقه  انكوكيه و سيو      31مد  هك وسيسلردرده  33

  l µ 511  در ماحله كعدي مقدارديته گاد و آرام  ساه ك

فوق افيزوده   وصاره ( كه0كه  0فنب )-محلو  رلاوفام ا 

  پي  ا  آن  ديي آرام  مخلو  گاده ا  و كيا احتو كشده 

 2دايقيه در   5مد  هك rpm 02111ميكاوتيوب فوق در 

  داخييب ييي  فييا  روسييانتايفيو  شييد وسيسلرييدردييه 

ليتاي دديد و ميل  5/0ميكاوتيوب كه ي  ميكاوتيوب 

ا  محليو     حجم رلي  25/1تميز انتقا  داده شد  مقدار 

ميكاوتييوب فيوق   ميولار كيه محتيواي     3م ياستا  سيد 

كااكيا حجيم    5/2آرام  مخلو  شد  مقيدار  ه افزوده و ك

كيه   وسيسلري درديه   -21 يا  اتانو  مطلق كا دميا   رل

آرامي  مخليو    ه محتواي ميكاوتيوب فوق افيزوده و كي  

 31ميد   كيه  وسيسلري درده  -21زر يگاديده و در فا

هيا  وبيي كاوتيون، ميد  پ  ا  انكوكاسيقه انكوكه گاديدا

+ دردييه 2دايقييه در  5مييد  هكيي rpm  02111در دور 

دنييد  اتييانو  كييا وارونييه ايياار دادن   يسييانتايفيو  گاد

و تيا    خيارج  استخااج شيده،  DNAميكاوتيوب حاوي 

انكوكيه   وسيسلردرده  33 يخش  شدن رامب در دما

زه  كه آن اريافه   يونيآب  د µl 011شد  پ  ا  آن مقدار 

 اسيتخااج  و كه آرام  كيا سيمولا مخليو  شيد  پي  ا      

 استخااج شده كا اسيوكتاوفتومتا  DNAكلافاصله غل ت 

   د ينانومتا محاسبه گاد 211و  251هاي در طو  موج

ا   پي   :HhaIكا استفاده ا  آنزيم  REA ادااي روش   

ميكاوگام  5استخااج شده كه ميزان  DNAتن يم غل ت 

،  Sambrook (0995) شنهاد شيده توسيط  يپ REA روش

ااار  HhaIساوت مورد هضم آنزيم  كا آنزيم  3مد  هك

سا ي آنزيم طبق كاوشيور رارخانيه   داده و پ  ا  خنث 

 2هضيم شيده كيا     DNAميكاوليتيا ا   21سا نده مقدار 

 مخلييو  و  6xLoading Dye solution ميكاوليتييا ا 

 درصيد  3/1 ل  ا  آگار  كا غل يت    صور  افق  درهك

ت الكتاوفور  گاديد     ساو 01مد  هولت و ك 25 در

آميزي رنگ دايقه در اتيديوم كاومايد، 31مد  هحاصله ك

كياداري  وك  UV Thechو سو  كا استفاده ا  دستراه 

 گاديد 

 

 هاافتهي
نتيايد حاصيب     HhaIبا استفاده از آنزيم  REA روش   

پيييي  ا  ار ييييياك  كييييا روش   DNAا  اسييييتخااج 

  استخااج كيا نتيايد   اسوكتاوفتومتا و الكتاوفور  نشان ا

 يحاصب ا  ادياا  يدنتا مطلوب و غل ت مناسب داشت 

 DNA پيي  ا  اسييتخااج  REAروش تعييييب تيييپ  

  و الروهاي حاصب ا  هضيم آنزيمي   هدكخش كوتيررا

 كارسي  الروهياي حاصيله ا      نيد اارابه شده 0در شكب 

REA   الرو 2ودود (I و II)   هيا دو  دهيد   را نشان مي

دسيت آميده ا  گياو و    هكي  يهاهيدادالروي حاصله كيب 

 ( 0 )ددو ش مشتاك كودند يگاوم
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 IIشماره  ي: الگوI ،IIشماره  يالگو: Iلامبدا،  يفاژر : نشانگ M-1شکل

 

 ج حاصلهيمورد استفاده و نتا يهانمونه -1 جدول

 REA يالگو يپ کپسوليژنوت زبان جدا شده يم جدايهشماره 

 A I گاو 1

 D I گاوميش 2

 B I گاو 3

 A II گاو 4

 A II گاو 5

 A II گاوميش 6

 A II گاو 7

 B II گاو 8

 B II گاو 9

 B II گاو 11

 

 يريگو نتيجه بحث
اوليب مطالعه  نيوتيو  درخصيو     حارا، مطالعه   

گياوي و گاوميشي  در    مولتوسيداي پاستورلاهاي ددايه

اسيت    هاي تعييب حيدودي روش كاش كا آنزيم اياان كا

روش ميکرور را   الروهياي حاصيله ا   نتايد تنها دو نوع 

عيا   لدر مقايريه كيا نتيايد مطا    ددهد  ايب نتاينشان م 

 ,.Jabbari et al., 2002; Shayegh et al) مشاكه در اياان

 يشي  و گاوم يگياو  يهيا ييه ددادارد ره كيان م  (2011
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ب يهمچنيي كييزي وو  يگوسييفند يهييايييهكيياخلاج ددا

كاشيند و   م يرمتا يك تنوع  نت ور دارايطي يهاهيددا

تعليق   يرمتيا  يب روش كيه الروهيا  يي كه ا يكنديپدر ت

 اند يگ م

 يكيز  يهاهي( در مطالعه ددا2100)همكاران و ق يشا   

گاوه  1و  5ب در يرا كه تاتاند آنها توانرته يو گوسفند

مطالعيه    (Shayegh et al., 2011) نيد ينما يكنيد ميتقري 

ان يي را در م يشتايز تنوع كين (2112)ران و همكا يدبار

 Jabbari et) دهيد  ور در رشور نشيان مي  يط يهاهيددا

al., 2002 ) 

در سييا   يييوي د  يهييايافتييهمطالعييه كييا  يييبا يدنتييا   

 العيه در مط   .دارد يا مغا يگاو يهايهددا يرو2112

گزارش شيده اسيت و    يشتاتنوع ك يبا  (2112)  يويد

و  يگياو  يهيا محدود كودن نمونيه  بيدلهاما ك يبا يدشا

  (Davise et al., 2004) كاشددر مطالعه حارا  يش گاوم

هياي روريول  مختليف كيه     مطالعه توامان تعلق تييپ    

هيياي تعييييب كيياش كييا آنييزيم الروهيياي مشييخش روش

در مطالعه حارا راكطه خاص  را كييب اييب دو    حدودي

ب دهيد  در مطالعيا  مشياكه نييز  نيي     دسته نشيان نمي   

ا   بارتباط  ملاح ه نراديده كود  كناكاايب نتيايد حاصي  

 رنيد ايب مطالعيه نتيايد مطالعيا  ابلي  را تصيديق مي       
(Jabbari et al., 2002; Shayegh et al., 2011 ) 

ريه تنهيا در     شيكا گاوم يگاو يهاهيددا انيارتبا  م   

  ابهياحتما  تبادلا  ددا ديو شا شوند م دهيد دو الرو

ها  ند تعيداد  را مطاح سا د    زكانيگونه م دو بيا انيم

لا م  ي ب ادويا ي ن يزكان كاايه ا  ها دو ميددا يشتايك

را در  يداديي ب رويا  مطالعا  امكيان  ني    كاخ است 

 Wesseir) ا  وحشيزكان گوسفند و كز در حيان دو ميم

et al., 2002; Rudolph et al., 2003)  يهيا و در گليه 

شان در يا يدارنره  ز در روش سنتمخلو  گوسفند و ك

 ;Shayeh, et al., 2010b)اان يرشورها ا  دمله ا  كاخ

Shayegh et al., 2011 )  انيد  احتميا    محتميب دانريته

ز كا توديه  يش نيان گاو و گاميدر م  ب ارتباطيودود  ن

ز دور ياان نيوان در ايب دو حيا  سنت  پاورشرتم يكه س

 رت  يا  ذهب ن

دسييت آمييده احتمييا  تبيياد  د كييهيه نتيياكييا تودييه كيي   

شينهاد  يگيادد  پ  مطاح مي   شيو گاوم يگاو يهاهيددا

پاسيتورلا  شيتا  يك يهيا هيه كا تعداد ددايب فاريا شود م
تشياكه    چون كارسي همرا يد يهاز روشيو ن دايمولتوس

 تكاار گادد  sRNA 01  توال
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Abstract 
   In order to increase information about the molecular diversity of Pasteurella multocida isolated from 

cattle and buffalo, 2 buffalo and 8 cattle isolates were investigated by Restriction Endonuclease Analysis 

(REA). REA was performed with Hha-I Endonuclease which established 2 distinct profiles: I and II.  

Cattle and buffalo isolates fell into both REA profiles. Contrary to previous studies, the genetic diversity 

of the isolates was negligible. Considering the similarity of cattle and buffalo isolates is the present 

study, further studies witch larger samples should be carried out to investigate the possibility of inter-

species transmission.      
 

Key word: Pasteurella multocida, Cattle and buffalo, Restriction Endonuclease Analysis, Genetic 

diversity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


