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 چکیده 

بیماری  عامل مسبب سل گاوی است که   بویسیکوباکتریوم  ام بوده  در زمره  زئونوز  از نظر  میو  های  تاثیرات مهمی  تواند 

از معایب  .  استراتژی تست و کشتار است  باشد. تشخیص این بیماری در گاو مبتنی بر  اقتصادی و بهداشت عمومی در جهان داشته

تست متقاطع  واکنش  این  مهای  سایر  ایجاد    هایکوباکتریومابا  فائ  واکنشو  که جهت  کاذب  از  مثبت  استفاده  آن  بر  آمدن  ق 

تکثیر   مرازپلی  ایبا استفاده از روش واکنش زنجیره    -6esatگردد. در این مطالعه ژن  هایی با ویژگی بالاتر توصیه میپروتئین

کلون    (+)pET23aو در ناقل پلاسمیدی  مضاعف شده  هضم    HindIIIو    EcoRIدست آمده با دو آنزیم  هب  PCRمحصول    شد.

و    استفاده گردید   BL 21اشریشیاکلی    ازمنظور بیان  . بهشدتکثیر    α5 DH  کلیپس از ترانسفورماسیون در اشریشیاو  گردید  

 -6ESATپروتئین نوترکیب    ،تحقیق  یمورد تایید قرار گرفت. در ادامه  تعیین توالی  با روش  سازی ژن ذکر شده  صحت همسانه

بنیانی  های تکبا استفاده از پادتنآن  بیان پادگنی پروتئین    ،طی عملیاتی با رزین نیکل تخلیص گردید و با روش وسترن بلاتینگ

های هندی  در خوکچه  ، تهیه گردیده بود  که قبلاً  CFP-10و    ESAT-6منظور ارزیابی ایمنی، دو پپتید  . بهاختصاصی تائید شد

در مقایسه با     ESAT-6، پوتنسی  مایکوباکتریوم بویسهای حساس به  در خوکچه زایی  بی قرار گرفتند. نتایج ایمنیمورد ارزیا

 نشان داد.  %61در مقایسه با توبرکولین گاوی را  CFP-10درصد و پوتنسی  6توبرکولین گاوی را 

 CFP- 10  و ESAT-6 زایی پروتئین هایایمنی توبرکولین گاوی، ،5AN یسویه یکوباکتریوم بویسام  :کلیدیواژگان  

 شناسی دامپزشکینشریه تازه ها در میکروب
 nfvm.uoz.ac.ir: وبگاه

 500۴-۲676: یکیشاپا الکترون  ۴۴91-۲6۴5: یشاپا چاپ  - فصلنامه
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 مقدمه
شناخته   یگونه   1۷0بیش از    یکوباکتریومامدر جنس  

از این گونه که  شده وجود دارد   ها در محیط تعداد زیادی 

ی این جنس  هاگونهاز برخی  لی پخش و پراکنده  هستند و

حیوانات   و  انسان  بیماری  زابیماری در  باعث  و  های  بوده 

بیماری جمله  از  می  مزمن  دستهسل  این  گردند.  از  ای 

باعثرا    زابیماریی  هاگونه میزبانان    که  در  سل  بیماری 

می اصطلاحاًشوند  مشخصی  یکوباکتریوم  ام  یمجموعه   را 

 ;Mycobacterium tuberculosis complex)  توبرکلوزیس

MTBCمی شامل    نامند (  یکوباکتریوم ماهای  گونهکه 

 یسوبو  یکوباکتریومام،  (  M. tuberculosis  )  توبرکلوزیس

(M. bovis)  ، کاپره  یکوباکتریومام   (  M. caprae  ،  )  

یکوباکتریوم  ما  ( ،M. africanum)  آفریکانومیکوباکتریوم  ما

،M. microti)  میکروتی  .M  )  کنتییکوباکتریوم  ام  ( 

canettii   )   پینیپدی  یکوباکتریوما م  و  (M. pinipedii  )  است  

 ، این مجموعه  هایگونهترین  ترین و شایعمهماز    (.2,   1)

توبرکولوزیسام و    یکوباکتریوم  انسانی  سل  اصلی  عامل 

سل  بوویسیکوباکتریوم  ام اصلی    . باشدمیگاوی    عامل 

از    گاو  برعلاوه  بوویسیکوباکتریوم  ام وسیعی  طیف  در 

ایجاد    نیز  ها از جمله گوزن، اپاسوم، راکون و انسانمیزبان

توبرکولوزیسام   . کندمیبیماری   به   یکوباکتریوم  گاوها  در 

های  کند در حالی که گزارش رونده ایجاد میندرت سل پیش

مبنی با  متعددی  انسان  آلودگی    بوویسیکوباکتریوم  امبر 

راه  بوویسیکوباکتریوم  ام  (.  3دارد)  وجود مختلف  از  های 

منتقل  هب انسان  به  آلوده  گاوهای  شیر  در    شودمیویژه  و 

ایجاد   ریوی  خارج  سل  معمولا  بنابراین   .  کند میانسان 

و   ارتباط هب  یگاو   سل   کنیریشه کنترل  بالقوه  طور 

دارد و    یانسان  جوامع  بهداشتبهبود وضعیت  مستقیمی با  

 OIEهای  از جمله زئونوزهای قابل توجه در فهرست بیماری

 (. 4باشد)می

داخل جلدی    آزمایش  تشخیص سل گاوی  یروش اولیه 

 Comparative Intradermal Tuberculin)ای  مقایسه

Skin Test)  به که  بهاست  گسترده  آزمون عنوان  طور 

یکوباکتریوم مابا  و آلودگی  تشخیصی جهت شناسایی عفونت  

استفاده    بوویس گاوها  این  شودمیدر  در  مشتق   آزمون.  

 PPD   (Purified Protein  نی تخلیص شده یا همانیپروتئ

Derivative  از شده  تهیه  و    بوویس یکوباکتریوم  ا م ( 

گردن   یدر ناحیهاز راه داخل جلدی    یکوباکتریوم آویومام

  ۷2پس از و  شود میتزریق معینی از هم  یها به فاصلهگاو

های تزریق محلازدیاد حساسیت تأخیری در    واکنشساعت  

PPD    ارزیابی  و   مقایسه  سنجش،  موردپستانداری و مرغی  

می چهارم    آزموناین    . گیردقرار  نوع  از  نمودی  که 

(    Hypersensivity type IV)  های ازدیاد حساسیت  واکنش

واسطه است،   یاخته  یبه  رخ  حساس شده    T  هایفعالیت 

  PPDدنبال تزریق داخل جلدی  بهبدین ترتیب که .  دهدمی

موضعی    ،آلوده  گاو به   التهابی  شناسایی  واکنش  از  ناشی 

ظرف  حساس    T  های  یاخته   توسط  یکوباکتریومام ی  هاپپتید

 .  ( 6, 5)گیردساعت پس از تزریق شکل می 4۸

مهم  از  معضلات  یکی  گاوداریفعلی  ترین  در    هادر 

سل بیماری  با  چندین  ها  گاو  همزمانآلودگی  ،  ارتباط  با 

باشد، به نحوی که در بسیاری از  می  مایکوباکتریوم  یگونه

گله تو  هامواقع  شکل  یون  أبه  بیماری  عامل  با  مان 

گونه آیکوباکتریوم  ام) تحت  (،  پاراتوبرکلوزیس  یویوم 

و  هامایکوباکتریوم محیطی  توبرکلوزیس ام ی  یکوباکتریوم 

تفسیر درگیر    کمپلکس در  مداخله  به  منجر  که  هستند 

های  و از اشکالات عمده در شناسایی دام  گرددمیآزمایش  

مشترک ی  هااز جمله پادگن.  رودشمار میآلوده در گله به

آزمون   ها مایکوباکتریومبین   در  متقاطع  واکنش  باعث  که 

متنوع   توانمی  گرددمیتوبرکولین   و  مختلف  ترکیبات  به 

ها  ها، چربیکربوهیدرات  از جمله  بوویس  یکوباکتریوما م  پیکر

توانند نقش بسزائی  می  همگیاشاره نمود که    هاو پروتئین

داشته باشند. در نهایت این موضوع   آزموندر کاهش ویژگی  

ضایعهایجاد  باعث   فاقد  مثبت  توبرکولین    یموارد 

  شودمی  ها ( در دامNon visible lesion; NVLکشتارگاهی )

اقتصادی    باعثکه   ببه  خسارت  در  ه دامداران  خصوص 

  ,  ۸,  ۷)گرددمیپائین است    مناطقی که بروز بیماری نسبتاً

۹   .) 

مرحله  تولید  اول    یدر  سازی    غیرفعال  PPDفرآیند 
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مواد  از    ،بعد   احلو در مر  گیردصورت میباکتری با حرارت  

  جهت  (TCA) کلرواستیک نظیر اسید تریمختلف  شیمیایی  

تخلیص  تغلیظ    ،بترسی محلول  پروتئینو  استفاده  های 

این  .شودمی مراز  طی  در  تولید  ارو  از  بر  PPDحل  خی 

تشخیص  هاپادگن در  مهمی  بسیار  نقش  که  آلودگی یی 

د، از جمله  نداربا آزمون توبرکولین    هامایکوباکتریومبا    هاگاو

دچار تغییر در  تخریب و یا ی ترشحی هاعدادی از پروتئینت

   (. 12 ,  10,11)گردندمیی یساختار فضا

  -6ESATکیلو دالتونی    6زا  نی ایمکوچک  دو پروتئین   

( KDa Early Secretory Antigenic Target6 و )کیلو  10

با   CFP( (10 KDa Culture Filtrate Protein-10دالتونی

نسخه و  ویژگی  همگام  در    بیانبرداری  همزمان 

به  بوویس  میکوباکتریوام که  و  هستند  حدت  عامل  عنوان 

  -6ESAT  یهاکننده اهمیت دارند. پروتئینمحافظتپادگن  

و    بیان  با این باکتریعفونت    یدر مراحل اولیه  -10CFPو  

در  آن  بقاء باکتری و انتشار    یمی شوند و جهت ادامه  تولید

نشان داده شده است که تزریق   . (  14,  13)ندابدن ضروری

ای را علیه  مورال و یاخته و پاسخ ایمنی ه  PPDداخل جلدی  

این دو  . کنددر گاوهای آلوده تقویت می -6ESATپروتئین 

تشخیصی هاپادگن  عنوانبهپروتئین   اهداف  در  مناسب  ی 

ب آمدهنوین  بهشمار  و  ژنیه  مناطق  توسط  مجزا            طور 

esxA  (6ESAT-)    وesxB   (CFP10  )دنبال  هبشوند و  می  رمز

 1RD  (Region of Differentiation  تمایزیی  در ناحیههم  

م  ( دارند  بوویس باکتریوم  یکواژنوم   ی سویه.  قرار 

تخفیف   بوویسیکوباکتریوم  ام واکسن  در  حدت    موجود 

  اکثر  و  BCG  (Bacillus Calmette–Guérin)  ییافته

بوده    1RDژنومی    یفاقد ناحیه   ی محیطیهامایکوباکتریوم

از   اینرو  آلوده  از  گله  تمایز  جهت  پروتئین  دو    با این 

)هامایکوباکتریوم رود  می  بکار  نیز  محیطی    (. 15و  14ی 

 3۸۷5Rvژنی  یکه توسط ناحیه   -6ESATپروتئین ترشحی  

  یکوباکتریوهایام کشت    یعصاره صاف شده در شودمی  رمز

توبرکلوزیسما  یمجموعه  یکوباکتریوم  ام   ،یکوباکتریوم 

مارینوم   و  M. kansasi))کانزاسی                        مایکوباکتریوم 

  (marinum  M.یافت شده نیز  و(  قوی  است  برای   پادگن 

سازی که باعث آزاد  شودمی محسوب    Tلنفوسیت  تحریک  

های  پتومحققان با بررسی اپی.  گرددمی  IFN-γمقادیر زیاد  

واجد    -6ESATپروتئین   پادگن  این  که  شدند  متوجه 

مینو اسیدی  آدر سرتاسر توالی    Tتوپ لنفوسیت  چندین اپی

ترشح    Tهای  ها توسط لنفوسیتتوپخود است که این اپی

قابل شناسایی هستند. این مطالعات در واقع     IFNیکننده

-ی از واکسنئجز  عنوانبه  6ESAT-6 از  پایه اصلی استفاده  

( سل را ایجاد نمود و از این رو   Subunitای زیر واحدی )ه

به اقدام  و    محققین مختلف  بیان  و    سازیهمسانهاستفاده 

های دیگر  صورت تکی و یا  فیوژن با پروتئیناین پروتئین به

 (.  15 ,  10,12اند )نموده

با توجه به اهمیت بیماری سل گاوی در صنعت گاوداری 

ب عمومی  بهداشت  در  همچنین   و  میهکشور  رسد،  نظر 

ارائه تر با  های تشخیصی مطمئنروش   یکنترل بیماری با 

پروتئین  استفاده پروتئین  هااز  همانند  بالا  ویژگی  با  ی 

6ESAT-  آزمون   تواندمی کارایی  بهبود  تشخصی  هادر  ی 

افزایش تشخیص درست و تمایز گ اوهای  سل و در نهایت 

به   شد.  بوویسیکوباکتریوم  امآلوده  طی    خواهد  این  در 

مالئین تحقیق   و  توبرکولین  تولید  و  تحقیق  بخش  در  که 

 ( ایران-کرج)سازی رازی  تحقیقات واکسن و سرم  یمؤسسه 

  -10CFPو    -6ESATنیز ارزیابی روی دو پروتئین    انجام شد

بیان    سازیهمسانه از طریق   -cfp 10و     -6esatیهاژنو 

مناسب جهت    یسویه که    5A  یسویه   بوویسیکوباکتریوم  ام

گرفت    انجامبرای انجام تست توبرکولین است     PPD  یتهیه 

پروتئین به  مربوط  نتایج  قسمت به      -10CFP که  از  غیر 

ای در  طی مقاله  1400در سال    زایی آن قبلاً ایمنیارزیابی  

و از این رو در   است  تحقیقات دامپزشکی چاپ شده  یمجله

پروتئین  یمقاله به  مربوط  نتایج  با    -6ESATحاضر  همراه 

 .زایی این دو پروتئین آورده شده استارزیابی ایمنی

 هامواد و روش 
بوویس   DNAاستخراج    مایکوباکتریوم  ژنومی 

از    :5ANی  سویه تحقیق  این     5AN   یسویه در 

بخش تولید توبرکولین و    موجود در  بوویس  یکوباکتریومام

سازی رازی جهت  تحقیقات واکسن و سرم  یمؤسسه مالئین  
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استفاده گردید. بدین ترتیب که از باکتری  DNA استخراج

اختصاصی در محیط  داده شده  جانسون    کشت  لوانشتاین 

دار  ;Lowenstein Jensen Pyruvate Medium) پیروات 

LJP)  ،    یک لوپ برداشت گردید و پس از حل نمودن باکتری

دقیقه   30  مدت به  C˚۸0، در بن ماری  TE Buffer 1Xدر  

ن گنغیر فعال شد. در ادامه با استفاده از پروتکل ون سولی

( (Van Soolingen     عملیات استخراج DNA    .صورت گرفت

% و نانودراپ 1بررسی کیفی و کمی با استفاده از ژل آگارز  

 (. 16)انجام شد

پلاسمیدیانتخاب   جهت  و    حامل  باکتری 

اخذ     (+)pET23aز پلاسمید  ا  :-6esatژن    سازیهمسانه

واکسن و    یقاتیتحق  یمؤسسه  یوتکنولوژبیاز بخش  شده  

جهت عملیات (  Vector)    حامل  عنوانبه ی  راز  یسازسرم 

ژن  ساهمسانه   ومیکوباکتریام  AN5  یسویه   -6esatزی 

ژنبهو    بوویس ترانسفورماسیون  شده   منظور    همسانه 

6esat-    کلی اشریشیااز    α5DH    از بخش   دیتولاخذ شده 

برفک تب  گردید   مؤسسههمین    ی واکسن    یبرا  .استفاده 

  و  Rocheکت  شر  ساخت  تیک  دو  از  د،یسملاپ   استخراج

MBST استفاده شد . 

مناطق حاوی    -6esat  ژن  طراحی پرایمر اختصاصی

آنزیم برای  حدودی  هابرش  تعیین  و   EcoRIی 

HindIII  :سایت در  نظر  مورد  ژن   توالی  ابتدا           در 

Bovilist    سپس و  استفاده  جستجو  مورد  در    پرایمر 

تعیین  ی  هاآنزیم  حاوی جایگاه برشبایست  میکه  کلونینگ  

نظر،   مد  به  باحدودی  مشخصا   توجه  و  وکتور                  ساختار 

ً  Multiple Cloning Site     ی  هاآنزیم  .گردیدانتخاب  باشد

حدودی   نظر  تعیین    شرکت از      HindIIIو    EcoRI  مد 

Scientific    Thermo Fisher    1جدول   (ندشد  هیته).  

 Vector NTI Advanceطراحی پرایمرها توسط نرم افزار  

 Macrogenانجام گردید و پس از آنالیز، توسط کمپانی  11

اطلاعات  ی  کره به  توجه  با  پرایمرها  گردید.  سنتز  جنوبی 

رقیق سازی و    mM20فنی شرکت سازنده با غلظت نهایی  

  گرموادید  نگهداری گردید.  -C˚20پس از تقسیم در فریزر 

تهیه   Sigma     و  Sinacloneت  شرک  دو  ازی  مصرفی  مولکول

. شدند

 

 -6esatتوالی پرایمرهای کلونینگ جهت تکثیر ژن  -1جدول 

 

جهت تکثیر ژن    (  PCRواکنش زنجیری پلی مراز )  

6esat-  :  مواد مورد نیاز برای انجام واکنشPCR    جهت تکثیر

نهایی    -6esatژن   حجم  برنامه     µl100با  همچنین  و 

  Eppendorf Gradiantدر دستگاه    PCRی دمایی  هاچرخه 

جداول  ترتیب  به است.     3و     2در  یافته آمده  تکثیر  ژن 

6esat-    ساعت    یکمدت  ولت به  ۹0% در ولتاژ  1در آگارز

گردید. مطابق  هب  PCRمحصول    الکتروفورز  آمده  دست 

 ساخت شرکت    PCR product purification Kitه  توصی

Roche  .تخلیص شدند 

 

 

 

 پرایمر   توالی پرایمر                (bp)طول قطعه تکثیری 

2۸۸ 

atgacagagcagcagtgggaattcttatc                                 

 
F(EcoRI)       

tgcgaacatcccagtgacgaagctttatA                                   

 

R(Hind III) 



 ...   و مایکوباکتریوم بوویس 5AN یاز سویه  -6ESATسازی، بیان و تخلیص پروتئینهمسانه  
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 5AN یسویه بوویسیکوباکتریوم ام   -6esat  جهت تکثیر ژن  ای پلیمرازواکنش زنجیره  یاجزاء تشکیل دهنده -2جدول 

 مواد  حجم مورد نیاز 

µl3/۷1 M.Q 

µl10 PCR Buffer 10x 

µl2 mM10dNTPs  

µl5 100% DMSO 

µl5 Primer F 

µl5 Primer R 

µl1 DNA Template 

µl۷/0 pfu polymerase 

µl100 Total 

 

 5AN  یسویه بوویسیکوباکتریوم ام  -6esat  و زمان مربوط به دستگاه ترموسایکلر جهت تکثیر ژن یی برنامه دما -3جدول  

دقیقه  C 5˚ ۹5 دناتوراسیون اولیه   یک سیکل 

ثانیه C 45˚ ۹5 دناتوراسیون    

سیکل  35 ثانیه C 45˚ 62 آنیلینگ   

دقیقه  C 1˚۷2 بسط زنجیره  

ییاهبسط ن  ۷2˚C 10  دقیقه  یک سیکل 

 پلاسمیدی   حاملدر    -6esat  ژن  سازیهمسانه

pET23a(+)  و ترانسفورماسیون آن در اشریشیا کلی 

α5DH:  6  ژن  سازیهمسانهمنظور  بهesat-    ناقلدر  

آنزیمی    ،(+)pET23aپلاسمیدی   محصول    یگانهدوهضم 

PCR    آنزیم دو  حدودی  با  در    EcoRIو    HindIIIتعیین 

روز    مدتبه  C3۷˚ دمای   شبانه  شدیک  همزمان  انجام   .

آنزیمی   هضم  نیز    (+)pET23a  ناقلروی    گانه دو عملیات 

از برشگرفتانجام   با  . پلاسمید خطی شده پس  ، مطابق 

    ساخت کمپانی  PCR product purification Kit  یتوصیه 

Roche     ارزیابی کمی و  تخلیص شد   ژل  داخلاز از  . پس 

هضم   PCRگرفته بر روی پلاسمید و محصول  کیفی صورت

افزار  شده نرم  از  استفاده  با   ،NEB ligation calculator 

  الحاق بهترین غلظت جهت عملیات الحاق محاسبه گردید.  

آنزیم  با  پلاسمید خطی شده  با    -6esatژن   از   4استفاده 

Ligase T    در دستگاه ترموسایکلر در دمایC˚  16  مدتبه  

در    -6esatژن    منظور تکثیربه  یک شبانه روز انجام گرفت.

زنده ترانسفورماسیون  تیویپروکار  ی میزبان  عملیات  ناقل  ، 

  کلیاشریشیادر   -6esatهمسانه شده حاوی ژن    پلاسمیدیِ

α5DH    شده  مستعد پذیرش    ،کلسیم سردکه با روش کلرید

گرفت صورت  محیط   α5DH  کلیاشریشیاسپس    .بود،    به 

حاوی غلظت   (Luria Bertani broth)لوریا برتانیگوشت  آب 

تلقیح   C˚3۷ ( در دمای µg/mL) 100ن سیلیمناسب آمپی

از   استخراج پلاسمید  عملیات  با    α5DHکلی  اشریشیاشد. 

این   روش لیز قلیایی انجام گرفت. غربالگری پلاسمیدهای 

تائید شد.  PCR   (Colony PCR  )  یپرگنه  مطالعه با انجام

صورت خوانش دو طرفه با  هتعیین توالی ب جهت تائید نهایی

یونی برای   (Universal)  ورسال پرایمرهای  گرفت.  صورت 

توالی افزار    ها آنالیز  نرم     Chromas version  2,6,4از 



 همکارانو  تقی زهرائی صالحی  
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 استفاده گردید. 

ا  -6esatبیان ژن   منظور به:  BL ۲1کلیشریشیا  در 

پروتئین حاوی    یهاپلاسمید  ، -6ESATبیان  یافته  تکثیر 

اشریشیا  -6esatژن   شده    BL 21کلیدر   عنوان بهمستعد 

 ه طور جداگانهکاری بترانسفورم گردیده و بذربیانی    ییاخته

محتوی   ارلن  و  لیتر محیطمیلی  50دو  برتانی  لوریا    مایع 

گردید.آنتی افزوده  مناسب،  هوادهی  بیوتیک            عمل 

دمای    هاارلن            انجام   rpm 144سرعت  ا  ب   C˚3۷در 

پروتئین  گرفت. بیان  القاء                       از    -6ESAT جهت 

-Isopropyl β))  تیوگالاکتوپیرانوزید-  دی-بتا -پروپیلوایز

D-1-thiogalactopyranoside; IPTG  به  ا شد.  ستفاده 

حدود   به  نوری  جذب  رسیدن  موج  0.6محض  طول     در 

nm600 ،  1نمونه میلی افزودن    یلیتر  از  صفر)قبل  زمان 

IPTGبه گردید.  برداشت  بهینه (  سازی،  منظور 

نهایی  میلی  1و    5/0،  2/0،  1/0هایغلظت مولار در حجم 

  C ˚3۷در دمای هامحاسبه شد و فالکون LB Brothمحیط 

در    ها از هر یک از فالکون هوادهی شدند.  وانکوبه    C ˚22و  

ساعت به میزان   1۸Tو    T2  ،T2  ،3 T  ،4 Tفواصل زمانی  

لیتر نمونه برداری شد. مایع رویی و پلت باکتریایی  میلی  یک

  SDS-PAGEاز نظر بیان پروتئین با ژل  هاهر یک از نمونه

ولتاژ  4-12%)گرادیان   با  مورد    2  مدتبه  100(  ساعت 

ژل   آمیزی  رنگ  گرفتند.  قرار  با  مید  آریلکآپلیارزیابی 

 .(1۷)  انجام گرفت -250Gبلو کوماسی

بیان شده     -6ESAT   پروتئیناستحصال و تخلیص  

اشریشیا استحصال    :BL ۲1  کلی در  جهت 

صورت گرانول در داخل هبیان شده که ب    -6ESATپروتئین

یاخته پیدا    21BL  کلیاشریشیا  یهاسیتوپلاسم  تجمع 

این یاختهلازم است    کندمی باکتریایی  هاجدار  امواج  ی  با 

 با استفاده از دستگاه اولترا   فراصوت تخریب شود که این کار

 ی با دامنه   Hieischer ultrasound technologyسونیکاتور 

فواصل زمانی  و    میکرومتر  ۸0 و    یکبا    یکدقیقه ضربان 

کدر محلول    صورت گرفت.    توالی  بار  5با  دقیقه استراحت  

دقیقه    20  مدتبه  rpm 13000فوق در دور    یدست آمدههب

مرحله   C˚4در   در  و  با    یسانتریفوژگردید  رسوب  بعد 

شامل   ،   mM  50Tris-HCl   ،mM  10EDTAمخلوطی 

mM  100NaCl     100  %5/0و- Triton X     و  شسته شد

   نگهداری شد. -C˚20منظور آنالیز در فریزربه

پروتئین   ستون    -6ESATتخلیص  از  استفاده  با 

Nickle Nitrilotriacetic acid: 

باکتریاییالف(   پلت  ساختن  محتوی  محلول 

اوره     -6ESATپروتئین گنجیدگی    با    :مولار  ۸  ی با 

  His-Taggedپروتئین بیان شده با انتهای  کهاین توجه به  

 Incluson)  محلولنا واجد وزن مولکولی پایین بوده و به فرم  

body )   رزین با  تخلیص  هنگام  به  دارد،    Ni-NTAوجود 

(Thermo Co.)  آن  جهت ساختن  اورهمحلول    ۸  یها 

  مورد استفاده اضافه گردید.  PBSبه بافر  (.Merck Co)مولار

سازی تخلیص و کاهش باندهای  همچنین در راستای بهینه 

غیر اختصاصی سریال غلظتی از ایمیدازول به بافرها اضافه  

هر    یگردید. در نهایت متناسب با حجم نهایی مورد استفاده

از   عاری  پروتئاز  از  مقادیر لازم  از   EDTAبافر  به هر یک 

لیتر  میلی  50به ازای  شد.  افزوده  استفاده  مورد  ی  هامحلول 

 Inclusionاز محلول    لیترمیلی  یک  ،از محیط کشت اولیه

body Solublization  اوره دو   ۸  یمحتوی  به  را  مولار 

آهسته و حل شدن    میکروتیوب افزوده و بعد از پیپت کردنِ

آمده به شیکر اربیتالی با دور    دستبهسوسپانسیون    ،رسوب

rpm 160   ساعت منتقل شد.    4  مدتبهدر دمای آزمایشگاه

بعد مرحله  در  Inclusion bodyدر  شده                   محلول 

rpm  13000  در دمای   دقیقه  40مدت  بهC˚4  یفیوژ  سانتر

 آوری گردید. و مایع رویی جهت تخلیص جمع 

پروتئین  ب(   سازی  مطابق   His-Taggedخالص 

ترتیب مراحل زیر انجام به   .Thermo Co دستورالعمل

 :شد

حرکات      -1 با  و  آهستگی  به  رزین  محتوی  بطری 

 . اربیتالی در ظرف مخصوص خود همگن گردید

استریل      -2 شرایط  دو    µl100تحت  به  رزین 

 rpm  3000ی افزوده شد و در  لیتر میلی  5/1میکروتیوپ  

 سانتریفیوژگردید. C˚4دقیقه در  2مدت هب



 ...   و مایکوباکتریوم بوویس 5AN یاز سویه  -6ESATسازی، بیان و تخلیص پروتئینهمسانه  
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 دقت دور ریخته شد. مایع رویی به  -3

از    -4  برابر حجم رزین  به   Equilibration Bufferدو 

دقیقه در دمای    5  مدتبهرزین افزوده شد و پس از شیک  

در   در    2مدت  هب  rpm 3000آزمایشگاه    C˚4دقیقه 

 مایع رویی دور ریخته شد. و سانتریفیوژگردید

عصاره  -5 از  مساوی  شده   یحجم  سونیکه  پروتئینی 

پروتئین   به   Equilibration Bufferبا    ESAT-6مربوط 

برابر   دومخلوط شدند به نحوی که حجم نهایی فوق حداقل  

 رزین گردید. 

تهیه شده به میکروتیوپ   یاز نمونه  µl200حداقل    -6

به  4  یمرحله  و  شد  دمای    یکمدت  افزوده  در  ساعت 

 خوبی شیک گردید. آزمایشگاه به

  C˚4دقیقه در  2  مدتبه   rpm3000میکروتیوب در    -۷

فریزر    .سانتریفیوژگردید در  رویی  نگهداری   -C˚ 20مایع 

 شد. 

۸-    ، قبل  مرحله  رزین   Washاز    لیترمیلی  یکبه 

Buffer  دقیقه در دمای    10  مدتبهفزوده شد. پس از شیک  ا

دقیقه در    2  مدتبه  rpm  3000آزمایشگاه ، میکروتیوب در  

C˚4  فریزر    .سانتریفیوژگردید در  رویی   -C˚20مایع 

 نگهداری شد. 

 ی شستشو دو بار تکرار گردید. مرحله -۹

اولیه-10  mM 250محلول    µl100  ،هم حجم رزین 

Elution Buffer  به شیک  از  پس  و  شد    10مدت  افزوده 

در   میکروتیوب  آزمایشگاه،  دمای  در   rpm3000 دقیقه 

جمع  سانتریفیوژگردید. مایع رویی    C˚4دقیقه در    2  مدتبه

 mM 400  Elutionبا    آوری شد و همین عملیات مجدداً

Buffer تکرار شد. 

به پروتئینی  محلول  اوره: دیالیز  حذف    منظور 

پروتئین  به رفولدینگ  با  و    ESAT- 6منظور  اوره  حذف 

انجام شد.    KDa10گرادیان کاهشی و با استفاده از ممبران  

  =4/۷pHبا     mM5  Tris-HClمحلول مورد استفاده محتوی  

 عنوان بهبود که    0و    1،    2،    4  ،6های  همراه اوره با غلظت به

اطراف کیسه  این محلول   یمحلول  استفاده گردید.  دیالیز 

تر از خود های پایینبا غلظت C˚4ساعت در دمای    12هر  

میکروتیوپ   از  ایمیدازول  حذف  جهت  گردید.  تعویض 

  استفاده گردید.   Amiconساخت کمپانی   His Trapتجاری  

 ارزیابی شد. (  Lowry لوری ) پروتئین استحصالی با روش

روش  ESAT-6پروتئین    تولیدارزیابی     هایبا 

SDS-PAGE    وWestern blating:   میکرولیتر از   15مقدار

شدههاپروتئین تخلیص  کاست    ESAT-6  یی  دو  در 

ولت   ۹0در ولتاژ  درصد5/12آمید کریلآژل پلی یجداگانه

دستگاه    3مدت  به در                الکتروفورز   Bio-Radساعت 

مشاهده  شد. جهت  ژل  پروتئینی   ییک                                   باندهای 

بلو    با  دومآمرنگ  R- 250کوماسی  ژل  از  و  گردید      یزی 

وسترن  جهت  جهت  شد.  استفاده               عملیاتبلات 

بلاتینگ از سیستم  وسترن  استفاده  با  پروتئینی  باندهای   ،

Bio-Rad Miniprotein II System   قرار ارزیابی  مورد 

از    ESAT-6منظور تائید تولید پروتئین نوترکیب  به  .گرفت

گردید) استفاده  ایمونوبلاتینگ  ب 6روش  که  (.  ترتیب  دین 

پس از الکتروفورز پروتئین نوترکیب تخلیص شده به روی  

و  آمیدکریلآپلیژل   واتمن  کاغذهای  و  ژل  پلی  ء  غشا، 

 ( Polyvinylidene fluoride ; PVDF)   ددین فلوراییلوینی

شدند. داده  قرار  مخصوص  کاست  تانک   در  به  مجموعه 

مدت  به  mA400 جریان با شدت  و  محتوی بافر انتقال یافت  

کاغذ    یک نمودن  بلاک  گردید.  برقرار  با    PVDFساعت 

  درصد  3ور سازی کاغذ در محلول سرم آلبومین گاوی  غوطه 

  PVDFدقیقه انجام شد. پس از شستشوی کاغذ    30مدت  به

 TBST)  (Tris-Buffered Saline with; با بافر تریس نمکی

Tween  یک پنج هزارم( 5000/1، آنتی بادی اولیه با رقت( 

کاغذ با    اعت روی ممبران افزوده شد. مجدداًس  یک   مدتبه

آنتی  TBSTبافر   سپس  گردید.  ثانویهشستشو   ی بادی 

با غلظت     HRP     (Horse raddish peroxidase)کنژوگه با  

ساعت    یک   مدتبهبه ممبران افزوده شد و کاغذ    5000/1

در دمای آزمایشگاه شیک گردید. ممبران پس از شستشو  

به    DAB    (Diaminobenzidine  )  یک درصد    در مجاورت

دقیقه   3  مدتبه  X1PBS  و  درصد  30همراه آب اکسیژنه  

 قرار گرفت.
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- 6  نوترکیب  یهاپروتئین  ایمنی  پاسخ  ارزیابی  

ESAT   100   و - CFP    مطالعه    نیدر ا  :ی هندیخوکچهدر

پروتئ  ییزایمنیا  یابیارز          و  ESAT-6  بینوترک  نیدو 

10-CFP  مقا توبرکول  سهیدر  مرغ   یگاو  نیبا  ساخت    یو 

برا  یراز   یمؤسسه  شد.  سر 10تعداد    کارنیا  یانجام 

  600  ی ال  400با وزن    نویآلب  دینر سف  یهند  یهاخوکچه 

برا گروه    4در    هاانتخاب شدند. خوکچه  شاتیآزما  یگرم 

هرگروه   .دندیگرد  میتقس  ییدوتا   عنوان به خوکچه    کیدر 

هر گروه     ی مارهایشاهد در نظر گرفته شد. ت  یگریو د  ماریت

مقدار    طوربه به  سوسپانس  لیترمیلی  5/0جداگانه    ون یاز 

پاراف  یمحتو پا،  سنگ  کشته  نی پودر  پودر   ی شدهو 

  وم یکوباکتریام  ،ومیآو  ومی کوباکتریام  ،بوویس  ومیکوباکتریام

تزرهب  یفلئ   ومیکوباکتریامو    سیتوبرکلوز داخل   قیصورت 

  42نمودند. پس از گذشت    افتیدر پشت ران در  یعضلان

الگو قبل طراح  یروز، طبق  به    یاز    واناتیح  یهمهشده 

( ،   PPD-B)  یگاو  نیتوبرکول  لیترمیلی  1/0  ،شیتحت آزما

-PPDاستاندارد )    نی(، توبرکولPPD-A)  یمرغ   نیتوبرکول

S6  بینوترک  ی هانی( و پروتئ-ESAT    10و -CFP   صورت هب

جلد پپتیدها   شد.    قیتزر   یداخل    0.1در   µg5مقدار 

آنتیمیلی هر  برای  بافر  لیتر  با  و  با    PBSژن  -6استریل 

۸pH=  شد   در گرفته  آ.نظر  انجام  زمان  طبق  در  زمایش 

بایست کاملاً شیو  چه میدو طرف شکمی خوک  OIE  پروتکل

هندی    یگیری واکنش در خوکچه و بدون مو گردد تا اندازه

  4۸ترین خطا باشد چنانچه بعد از  ساعت با کم  24بعد از   

دلیل بلند شدن موی بدن خوکچه در محل  هساعت ب ۷2یا 

واهد بود که  تزریق شده ، اندازه گیری دقیق اریتم با خطا خ

ساعت    24جهت قرائت ظرف    المللیعلت توصیه منابع بین

ی هندی پس از  در خوکچه این موضوع می باشد .خوکچه 

می تورم  فاقد  ملاک   باشد.تزریق  که  آنچه  بنابراین 

  ها برراکسیون   گیریاندازهگیری است ، قرمزی است.  اندازه

اساس میانگین دو قطر عمود بر هم و با استفاده از کولیس  

بر و  صومیلیاساس    دیجیتال  گرفت.متر  با    رت  تزریقات 

. صورت کور در هر گروه انجام شدهالگوی تصادفی و ب

 

 

 

 
 ش های هندی تحت آزمایهای تزریق خوکچه محل. 1شکل 
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 مرغی و استاندارد ،های گاوی توبرکولین  ،های نوترکیبپروتئین های هندی تزریق شده با بندی خوکچهگروه – 4دول ج

 

 تجزیه و تحلیل آماری 

برای   Parallel Line Modelها از طریق آزمون آماری  داده

برای  نجام شد.ا  CFP-10و   -6ESATدو پروتئین نوترکیب  

 Bioassayآنالیز آماری نتایج و رسم نمودارها از نرم افزار  

Test  .صورت عملیاتی جهت ارزیابی پوتنسی  هب استفاده شد

از  روش   انسانی     parallel line modelتوبرکولین دامی و 

گردد چنانچه در مورد توبرکولین انسانی ارزیابی استفاده می

  و10پوتنسی محصول نهایی دارای پروتکل جهانی و با رقت  

واحدی     5/2  و  5واحدی در خصوص استاندارد    5/2و    5

می تست  از  باشند.  جهت  اصلی  هدف  مطالعه،  این  در 

برآورد نسبی پاسخ ایمنی  PLM کارگیری چارچوب آماریبه

آنتی عملکرد  مقایسه  د  هاژنو  یک  پیش    ثابتِ  زدر  از 

 ی تزریق  یهاپروتئین  حیوان حساس شده  گروه

1 M. bovis 

6-ESAT 

10-CFP 

PPD-B 

PPD-S 

2 M. avium 

6-ESAT 

10-CFP 

PPD-B 

PPD-S 

3 M. tuberculosis 

6-ESAT 

10-CFP 

PPD-B 

PPD-S 

4 M. phlei 

6-ESAT 

10-CFP 

PPD-B 

PPD-S 

 شاهد  5

6-ESAT 

10-CFP 

PPD-B 

PPD-S 
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بوده است، نه تعیین پوتنسی کلاسیک مبتنی بر    شده بهینه 

   -6ESAT برای  دلیل،  همین  به .  پاسخ–منحنی کامل دوز

تنها »رقت اصلی« )دز واحد( مورد استفاده قرار     CFP-10 و

 .گرفت

 نتایج 
 بوویس یکوباکتریوم  ماژنومی  DNA استخراج  

کمّ  : 5AN  یسویه و  کیفی  ژنومی     DNAی  ارزیابی 

با    5AN  یسویه  بوویسیکوباکتریوم  اماز   استخراج شده  

  همان  و دستگاه نانودراپ انجام شد.  1%استفاده از ژل آگارز  

استخراج شده در ژل در  DNAکه در ارزیابی کیفی  طوری 

استخراج شده    DNAکاملا مشخص است کیفیت    2تصویر  

ترسیمی  نمودار  در  چنین  هم  است.  مناسب  بسیار 

نانودراپ    یوسیله هب تعیندستگاه  طول    ODبتنس  و  در 

نسبت      2۸0/260  یهاموج نشان    ۹۸/1  این  که  است 

 جهت آزمون  . استخراج شده است DNA خلوص ی دهنده

PCRغلظت    دلیلبه بودن  به    DNAبالا  استحصالی  ژنوم 

(.2رقیق گردید )شکل   3به  1نسبت 

 

 

 

 

 
 

 استخراج شده با استفاده از نانو دراپ)پایین(. DNAگیری غلظت )بالا(، اندازه میکوباکتریوم بوویساستخراج شده از ژنوم DNAهای واضح  باند -.۲شکل
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بر  که    PCR  لمحصو  PCR:  با      ESAT- 6  تکثیر ژن  

آگارز تکثیر نشان داد که  الکتروفورز گردید،    1%  روی ژل 

تصویر  باز  جفت   2۸۸  با که    ESAT-6  ژن مشاهده    3در 

خوبی انجام شده است. هبا پرایمر طراحی شده ب شودمی

 
 ESAT-6 ژن کنترل منفی،    Kb(Bioneer) ،Ctr1 1مارکر مولکولی . PCR روشبا  بوویسمایکوباکتریوم  ESAT-6تکثیر ژن  -3تصویر 

 

 α5کلی  از اشریشیا(+)pET23a  استخراج پلاسمید  

DH  آ الحاق  و  هضم  ژن  ،  با  از:  ESAT- 6ن   پس 

،    α5 DH  اشریشیا کلیترانسفورماسیون پلاسمید فوق به  

بیوتیک مناسب   محتوی آنتی  LBعملیات تکثیر در محیط  

گرفت. عملیات صورت  ادامه  پلاسمید    استخراج  در 

pET23a(+)    کتری با  مقدار    α5 DHاز  و  شد    3انجام 

درصد    ۸/0میکرولیتر از محصول تخلیص شده در ژل آگارز  

چپ(. عدم داشتن اسمیر و شفافیت    4بررسی گردید )شکل

نشانباند استخراج    یدهنده  ها،  پلاسمید  مناسب  کیفیت 

محدوده  غلظت پلاسمید با استفاده از نانودراپ در    .شده بود

ng/µl  300-100  شد)شکل  اندازه هضم    4گیری  راست(. 

 Hindی برشی  هابا استفاده از آنزیم  (+)pET23aپلاسمید   

III    وEcoRI    با موفقیت انجام شد. عملیات تخلیص پلاسمید

خوبی پس از برش از روی ژل،  توسط کیت ه  هضم شده ب

گردید. ژن    انجام  بین  الحاق  ناقل    esat-6عملیات  با 

با موفقیت انجام شد. تعیین توالی    (+)pET23aپلاسمیدی  

گونه جهشی در  و آنالیز نرم افزاری حاکی از آن بود که هیچ

. (  5 ,4 ) تصویر  های کلون شده رخ نداده استژن 

 
 گیری غلظت پلاسمید با نانو دراپ )چپ( راست( و اندازه درصد )۸/0ژل آگارز دراستخراج شده   (+)pET23a بررسی کیفی پلاسمید. -۴تصویر  
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multiple sequence alignment  (1/۲/۴ ) CLUSTAL O 

 

 

sequence      CCGCCGCCCAGAATTCCCTTCTTAACCTTTTAGTGCTCTTTCAGAAGGAGATATACATAT 60 

 -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------    6- ESAT 0 
                                                            EcoRI                     

    

ATGACAGAGCAGCGAATTCequence   GTGCTAGCATGACTGGTGGACCCCATATGGGTCGCGGATCCs120   

                                                                                                  --------------------------------Atgacagagcagc6- ESAT    13 

******************************************************************************* *********** 

 

sequence   AGTGGAATTTCGCGGGTATCGAGGCCGCGGCAAGCGCAATCCAGGGAAATGTCACGTCCA 1۸0 

        agtggaatttcgcgggtatcgaggccgcggcaagcgcaatccagggaaatgtcacgtcca                                                     6-ESAT   ۷3    

***************************** ************************************************************ 

 

sequence      TTCATTCCCTCCTTGACGAGGGGAAGCAGTCCCTGACCAAGCTCGCAGCGGCCTGGGGCG 240 

                                                                   ttcattccctccttgacgaggggaagcagtccctgaccaagctcgcagcggcctggggcg6- ESAT      133 

           ************************************************************ 
 

sequence      GTAGCGGTTCGGAGGCGTACCAGGGTGTCCAGCAAAAATGGGACGCCACGGCTACCGAGC 300 

         gtagcggttcggaggcgtaccagggtgtccagcaaaaatgggacgccacggctaccgagc                                                         6        ESAT 1۹3 

              ************************************************************ 

 

sequence      TGAACAACGCGCTGCAGAACCTGGCGCGGACGATCAGCGAAGCCGGTCAGGCAATGGCTT 360 

         tgaacaacgcgctgcagaacctggcgcggacgatcagcgaagccggtcaggcaatggctt                                                         6- ESAT 253 

              ************************************************************ 

                                                   HindIII 

GCGGCCGCACTCGAGCACCACCAAGCTTCGACCGAAGGCAACGTCACTGGGATGTTCGCA   sequence                      420 

        cgaccgaaggcaacgtcactgggatgttcgca-------------------------------------------------------------------6- ESAT 2۸5 

              *************************************************** 

  

 chromas Clustal Omegaبا نرم افزار  (+)pET23aدر پلاسمید   پس از الحاق  ESAT -6تجزیه و تحلیل ژن  .5تصویر

 

SDS-PAGE  و  Western blotting     پروتئین

ترانسفورماسیون ناقل پلاسمیدی   :ESAT - 6  نوترکیب

pET23a(+)    ژن حاوی  یافته  در    esat-6تکثیر 

منظور مستعد شده صورت گرفت . به  BL21  کلیاشریشیا

  سری  هایو از غلظت  C  ̊3۷و    C ˚22سازی از دمای  بهینه 

IPTG  نهایت  با زمان استفاده گردید که در  های مختلف 

  4طی    Mm5/0با غلظت    C ˚3۷بهترین نتیجه در دمای  

با روش    ESAT-6غلظت پروتئین بیانی  ساعت کسب شد.  

برآورد گردید. بیان پروتئین فوق    µg/ml500 حدود    لوری

با   بلاتینگ  عملیات وسترن    اختصاصیِ  بنیانیِپادتن تکبا 

مورد نظر تائید   در وزن مولکولیِ  ESAT -6ضد پروتئین  

 SDS-PAGEدر    KDa14سایز مولکولی حدود    .گردید

کیب فوق  تر  آمیز پروتئین نوبیانِ موفقیت 12%  دیان  ابا گر

داد.هب  21BL  کلیاشریشیادر  را   نشان    وجودبا    خوبی 

این و  پپتید  کوچک  آمینه ماهیت  اسیدهای  از  غنی  که 

-SDSدر    KDa14باشد ، سایز مولکولی  هیدروفوب می

PAGE  ًپپتید  رفتار مهاجرتی غیر خطی   مرتبط با  احتمالا

  شود.هری بالاتر از وزن واقعی دیده میباشد که وزن ظا می

تواند  می  هم  His-tagهای اضافی وکتور و  البته تجمع توالی

. جایی در ژل گردد جابه باعث
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مارکر پروتئینی    -SAD- PAGE  .1با روش  با رزین نیکل ESAT -6پروتئین تخلیص شده   الگوی الکتروفورتیک  .6 تصویر  

 ESAT -6پروتئین تخلیص شده     -2شرکت سیناکلون،  استاندارد

 

 

 

 و  ESAT -6  ی نوترکیییبهییاپروتپینزایییی  ایمنی

10-CFP    : ارزیاااابی مطاااابق اساااتاندارهای جهاااانی

 تاوان واسااس    توبرکاولین بار  عنوانباهمحصول تولیادی  

در گیاارد. انجااام می (Potency) پوتنساایقاادرت اثاار یااا 

ازمان سا  بار اسااس دساتورالعمل  گااویمورد توبرکاولین  

، پوتنسااای محصاااول تولیااادی دام بهداشااات جهاااانی

 قرار گیرد.   66-150%  یبایست در محدودهمی

قایسااه بااا توبرکااولین در م ESAT-6پوتنساای نتااایج 

شاارذ ذیاال بااود: هزمااایش بهااای تحاات آگاااوی در گروه

 6 ویسویکوباااکتریوم بااامه های حساااس باادر خوکچااه

 ایکوباااکتریوممهای حساااس بااه در خوکچااه درصااد،

 های حساااااس بااااهدرصااااد، در خوکچااااه ۹ فلئاااای

. دساات آمااددرصااد به 12 یکوباااکتریوم توبرکلااوزیسام

در مقایساااه باااا    CFP-10هاااا در ماااورد ایااان داده

نتااااایج زیاااار را نشااااان داد. در  توبرکااااولین گاااااوی

%، 61 مایکوباااکتریوم بااویسهااای حساااس بااه خوکچااه

 ۹ فلئاای مایکوباااکتریومهای حساااس بااه در خوکچااه

 مایکوبااااکتریومهای حسااااس باااه درصاااد، در خوکچاااه

.درصد محاسبه گردید 14 توبرکلوزیس
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 نو ترکیب و سه نوع توبرکولین پروتئین متر بعد از تزریق  دو نوع ها بر حسب میلیهای پوستی خوکچه نتایج واکنش. 5دول ج

موثره  یماده  

حساس به  یخوکچه

بوویس یکوباکتریوم ام  

به حساس  یخوکچه

اویوم  یکوباکتریوم ام  

حساس به  یخوکچه

یکوباکتریوم توبرکلوزیس ام  

حساس به  یخوکچه

یکوباکتریوم فلئیام  

1شماره  2شماره   1شماره   2شماره   1شماره   2شماره   1شماره   2شماره    

ESAT 6-  (1) 15 12 /5 ۸ ۷ ۸ 5 /۷  5 /3  3 

CFP 10 -  

(۲)  
13 /5 ۸ ۸ 11 10 5 /11  3 4 

PPD-B 

(3) 
5 /1۹  1۹ 5 /11  12 5 /13  15 14 14 

1۷ 21 5 /11  5 /12  15 5 /15  5 /13  14 

PPD-A 

(۴) 
5 /10  ۸ 21 1۸ 

- - - - 
5 /10  ۷ 5 /22  1۹ 

PPD-H 

(5) - - - - 
16 1۷ 

- - 
15 5 /12  

 

 بحث
یکوباکتریوم ام و    یکوباکتریوم توبرکولوزیسام یدو گونه

(  MTC)   یکوباکتریوم توبرکلوزیسام  یدر مجموعه  بوویس

ترتیب عامل سل انسانی و گاوی هستند در مقایسه با  که به

گونه شیوع    هاسایر  و  و تربیشگسترش  دارند  نظر    ی  از 

مسا و  عمومی  اهمیتئبهداشت  حائز  اقتصادی  سل  ال  ند. 

مهم از  عمدهانسانی  مشکلات   عمومی    یترین  بهداشت 

ابتلا میزان  که  است  مرگ  جهانی  انسان  وو  در  بالایی  میر 

قبل   تا  و  همهاز  دارد  کوویدزمان  اصلی  1۹-گیری  علت   ،

از یک عامل عفونیمرگ و   انسان ناشی  بود و  میر  منفرد 

رتبه نشانگان  یحتی  به  نسبت  ایمنی    بالاتری  نقصان 

(  ;Acquired immune deficiency syndromeاکتسابی 

AIDS  .داشت ) 

که   درجه  بوویسیکوباکتریوم  ا مهرچند           اول  یدر 

می آلوده  را  بسیاری گاو  از  باکتری  این  ولی                      کند، 

های حیوانی اهلی و وحشی دیگر جدا شده  ها و گونهاز دام

انسان  به  مختلف  طرق  از  انتقال  خطر  بنابراین  و          است 

می و  دارد  تأثیر  وجود  عمومی  بهداشت  بر  بسزایی  تواند 

پیچیده  بگذارد. زمانی  گاوی  سل  که    شودمیتر  مشکل 

با   انسان   مقاوم به چند داروهای سویهعفونت در  یا    ییی 

MDR  (Multi Drug Resistant)   بوویس یکوباکتریوم  ام  

ی  های سویهاین    باشد که در این صورت درمان سل ناشی از

ای  بیوتیک را در انسان با مشکل عمدهمقاوم به چند آنتی

می مهم(1۸) سازدمواجه  از  یکی  رو  این  از  ترین  . 

گیری از سل ناشی از ی کنترل، مراقبت و پیشهارهیافت

در انسان، کنترل بیماری سل ناشی   یکوباکتریوم بوویسام

یابی به این هدف،  در گاو است. جهت  دست  این باکتریاز  

میزبان اصلی    عنوانبهویژه گاو  هکنترل بیماری در حیوانات ب

عمده است  بوویسیکوباکتریوم  ام   یو  تشخیص  .  ضروری 

گله  در  حذف  هابیماری  و  مراقبت  گاو،  آلوده ی  گاوهای 

آزمایش  سیاست  بر  )  - مبتنی  از    (Slaughter  Testکشتار 

کار گرفته شده در این زمینه در بسیاری از کشورها  ه موارد ب

 از جمله ایران است.  

  گاوی،  هنگام سل ی زیادی برای تشخیص زودهاروش 

هایی دارند.  که هر کدام مزایا و محدودیت  استفاده شده است

از های ریشهبرنامه مبتنی بر استفاده  کنی در گاوها عمدتاً 

(  Tuberculin skin test; TSTآزمایش پوستی توبرکولین )

بیماری   تشخیص  واکنشبرای  حیوانات  کشتار  دهنده  و 

که در واقع نوعی واکنش   نآزمایش پوستی توبرکولی  است.

تلق  یمبتن  یریتاخ  تیحساس  ادیازد برابر  در  پاسخ   حیبر 
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جلد شده  یخلت  نِیپروتئ  مشتقِ  یِداخل      (PPD-B)  ص 

اصل  بوویس مایکوباکتریوم   ابزار  همچنان  نظارت    یاست، 

سال است    100که بیش از    استسل گاوی    صیتشخ  یبرا

مورد کشورها  از  بسیاری  با   در  است.  گرفته  قرار  استفاده 

به  این حیوانات  که  زمانی  آزمایش  این  حال، 

باشند فاقد    ی محیطی آلوده و حساس شده هامایکوباکتریوم

(. حساسیت این آزمایش داخل پوستی در  1۹ویژگی است )

تهیه    PPDیا همان  گاو با استفاده از مشتق پروتئین خالص  

از   از    PPD)  بوویس یکوباکتریوم  ام شده    تا   2/63%گاوی( 

میانگین    %100  (۹/۸3    ) ویژگی  درصد    تا    5/۷5%بینو 

گاوی     PPD.است  بوده  متغیردرصد (    ۸/۹6) میانگین    %۹۹

ها و لیپیدها است که از ، کربوهیدراتهاترکیبی از پروتئین 

و برخی    شودمیتهیه    5AN  یسویه  بوویسیکوباکتریوم  ام

 زا بیماریهای محیطی غیر  یکوباکتریااز این ترکیبات در م

و  حساسیت  افزایش  برای  و  بنابراین  دارند.  وجود   نیز 

برخی  TSTاختصاصیت   از  استفاده  برای  تحقیقاتی   ،

ها انجام شده است که از آن جمله PPDها به جای  ژن آنتی

م   توانمی پروتئین  چهار  ،    ESAT-6یکوباکتریایی  ابه 

10CFP ،c 3615 Rv  وc 3020 Rv (20)اشاره نمود  . 

مطالعه توسط  در  همکاران  Buddleای   سال    و  در 

از    2003 شامل  ام  یهاپادگنتعدادی  یکوباکتریال 

5۹MPB ،64MPB ،۷0MPB ، ۸3MPB  ،6-ESAT  10  و-

CFP  پروتئین شکل  نوبه  سنتتیک    های  یا  در  ترکیب 

ایی شامل حیوانات غیر آلوده، حیوانات واکسینه شده  هگروه

  IFN-γ با سنجش ، PPDبا یون و حیوانات واکنش مثبت با  

نتایج حاکی از آن بود که استفاده    . قرار گرفتند  ارزیابیمورد  

، میزان واکنش   CFP-10و    ESAT-6  پادگنیاز دو ترکیب  

ب را  کاذب  معنا همثبت  آلوده  طور  گاوهای  میان  در  داری 

،  ها پادگنکه این نتایج در مقایسه با سایر    دهد میکاهش  

گرفت.  بالاتری از تشخیص گاوهای آلوده را در بر می  فراوانی

مطالعه   این  تقریباً    ۸حاوی    ESAT-6در  که  تمام  پپتید 

حاوی    ESAT-6گیرد، نسبت به  را در بر می  ESAT-6توالی  

شکل معناداری توسط  هتر بوده و بپنج پپتید بسیار ایمونوژن 

به   مبتلا  گاوهای  شناسایی    بوویسمایکوباکتریوم  اکثریت 

   .شد

 Alitoتوسط     2003دیگری که در سال    یدر مطالعه

همکاران   تشخیص  بهو  یکوباکتریوم امی  هاپادگنمنظور 

بعد از عفونت صورت   Tبراساس آنالیز پاسخ سلول    بوویس

عصاره پروتئین  یگرفت،  و  کشت  سلولی  رویی  مایع  های 

ادامه   24  بوویس مایکوباکتریوم   در  و  شد  استخراج  روزه 

تکینیک   با  مختلف  FPLCارزیابی  پیک  پنج  وجود   ،

از این بین    SDS-PAGEآنالیز    .پروتئینی را متمایز نمود  

مجموعهتربیش تکثیر تحریک  یین  ارزیابی  در  که  پذیر 

نشان لنف را  بالایی  تحریک  شاخص  به    وسیتی  متعلق  داد 

هایی با وزن  بود که مشتمل بر پروتئین  2۸-25فراکسیون  

بود. این    kDa20  تریو تا حد کم  kDa10  مولکولی کمتر از

 TRB-B  B,  ۸5, Ag ۷0MPBپذیر محتوی  قطعات تحریک

,  6-ESAT    10و-CFP  خوبی قابلیت تحریک هبودند که ب

به T سلول   این تحقیق  نتایج  را  را داشتند.  این نظر  خوبی 

پروتئین  کند میحمایت   قبیل  که  از  وزن  سبک  - 6های 

ESAT  مایکوباکتریوم    نقش مهمی را در پاسخ ایمنی گاو به

 کند. بازی می بوویس

واکنش   2012و همکاران در سال     Stavriای  در مطالعه

از تزریق سه پروتئین نوأ زدیاد حساسیت تا   خیری حاصل 

های  در خوکچه را    64MPTو  ESAT    ،10 -CFP-6ترکیب  

 مایکوباکتریوم توبرکلوزیسو    BCGهندی حساس شده به  

. نتایج نشان داد  دادندمورد بررسی قرار    Rv  3۷ H  یسویه 

با   ها صفر نتایج واکنش  BCGکه در گروه واکسن خورده 

مایکوباکتریوم بود و در حیوانات تزریق شده با سوسپانسیون  

در  هب  توبرکلوزیس نتایج  این  که  شد  حاصل  تمایز  خوبی 

ی  هاتزریق شده به خوکچه   CFP- 10و    ESAT-6خصوص  

 . دمشابه بو مایکوباکتریوم فلئیحساس به 

از   حاصل  حاضرحتنتایج  تحت   قیق  حیوانات  روی  به 

پاسخ که  داد  نشان  نوترکیب  آزمایش  پروتئین  -6های 

ESAT تری قرار ئیننسبت به توبرکولین گاوی در سطح  پا

نتایج نسبتاً قابل قبول بود.    CFP-10داشت که در خصوص  

ی که در  طوربهبا سایر مطالعات همخوانی دارد   هااین یافته

با   پروتئین همزمان  این دو  از  استفاده  نیز  تحقیقات دیگر 



 و همکاران تقی زهرائی صالحی  
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مقایسه در  دیگر  سنتتیک  یا  نوترکیب  با    پپتیدهای 

رفت که علت آن تری قرار گینیتوبرکولین گاوی در سطح پا

پروتئینبه بالای  تنوع  گاوی  جهت  توبرکولین  مورد  در  ها 

می نوترکیب  پروتئین  به  طبعاً   باشد نسبت  قابلیت    که 

از سلول های      را داشته  بنابراین پاسخ  Tتحریک بالاتری 

پوتنسی بالاتری خواهند  تری مورد نظر است و نتیجتاً  قوی

جایگزینی     ESAT-6 و    CFP-10  هدفو    داشت

در نتایج   بلکه افزایش ویژگی آزمون است  نیست   PPDکامل

آمده روی    دستبههای  فراکسیوناز تحقیق حاضر    اخذ شده  

طور  هبیکوباکتریوم فلئی  ا می حساس شده با  هابدن خوکچه 

دیگر   با  شده  حساس  حیوانات  به  نسبت  محسوسی 

تر قرائت شد که این موضوع  ی پاتوژن پایینهامایکوباکتریوم

می مینشان  فوق  پپتید  دو  با  دهد  آلوده  حیوان  توانند 

ی  هامایکوباکتریوممحیطی از حیوان آلوده به  یکوباکتریوم  ام

ب را  گرفته  ه پاتوژن  انجام  مطالعات  در  دهند.  تفریق  خوبی 

الی   2توسط سایر محققان ترکیب دو پپتید فوق به همراه  

از تشخیص را جهت    پادگن  3 بالاتری  پروتئینی، فرکانس 

کو بخش  تنها  داشت.  مبتلا  حیوانات  از  شناسایی  چکی 

دهند که این امر  ژن پاسخ میحیوانات عفونی به یک آنتی

آنتیده نشان می از یک  انحصاری  استفاده  ژن جهت د که 

موفقیت  واقع  تشخیص  غیر  انتظاری  عفونی،  حیوانات  آمیز 

پروتئینی باعث    یبینانه است. بنابراین استفاده از مجموعه 

گسترده آزمایش  پوشش  تحت  حیوانات  جمعیت  از  ای 

. همچنین استفاده از کوکتل پپتیدی منجر به ایجاد  شودمی

سیگنالی با دوام بالاتر خواهد شد که این امر باعث خواهد  

ها که در یک  شد تا در تست تشخیصی، امکان فرار موتانت 

گیری کاهش  اند به طرز چشم یا چند ژن دچار جهش شده

از دلایل پایینواکنش  یابد.  شناسایی  و  در  های ضعیف  تر 

استف این مطالعه  این  حیوانات  از  تکی  بوداده    که    پپتیدها 

گروه  هب طراحی  امکان  منابع  محدودیت  و  کمبود  دلیل 

صرف باشد  فوق  پپتید  دو  فیوژن  شامل  که  نظر  تزریقی 

 یبه تنهایی نتیجه  CFP-10استفاده از با این وجود گردید.

وبرکولین گاوی داشت. این امید  قابل قبولی در مقایسه با ت

به همراه دیگر پپتیدها،    ESAT-6رود که با فرمولاسیون  می

کرد.   کسب  بهتری  نتایج  اینکه  بتوان  به  توجه  با 

خطر    3های سطح  روارگانیسممیک  ءجز  مایکوباکتریوم بویس

زمایشگاه یا  سنل آن توسط پربا آ  و کار  شود بندی میطبقه 

زمایش ، نیازمند به دارا بودن  حیوانات تحت آچالش بر روی  

3ASL  ،3BSL   باشد و  ی پرسنل میو ملزومات سختگیرانه

این به  توجه  پروتکل  که  با  هم در کشورهایی که    OIEدر 

در  لذا    امکانات لازم را ندارند، این روش توصیه گردیده است

باکتری برای تحریک    یاین تحقیق از سوسپانسیون کشته 

که در  مدل استفاده گردید حال آن  سیستم ایمنی حیواناتِ

آلوده از حیوانات  عفونی    مزرعه  عفونیِ   یاکثر مطالعات  یا 

خود   که  نمودند  استفاده  خود  ارزیابی  در    تواند میتجربی 

ارزیابی در  معناداری  شده   ها پادگنی  هانتایج  داشته   ذکر 

کلیه در  است  یباشد.  دو    یادهفمطالعات  این  از  ترکیبی 

بآنتی آلوده،  غیر  حیوانات  شناسایی  میزان  در  طور  هژن 

  کهاینبا توجه به    .تری قرار گرفتمعناداری در سطح پائین

پاتوژن وجود دارد و نه   یکوباکتریومِامتوالی این دو ژن در  

میکوباکتریوم یافته در  محیطی  فوق  های  موارد  با  نیز  ها 

ین  به محدودیت منابع از یک سو و پایبا توجه  است،    منطبق

نوترکیب قهراً پروتئین  بازده  تعداد حیوانات طراحی   بودن 

زمایشی  به تعداد دو سر در هر گروه آشده برای هر گروه  

پروتئین   تزریق ، حداقل  الگوی  تا طبق  پیدا نمود  کاهش 

باشد دسترس  در  نظر  پا.مورد  تعداد  به  توجه  با  ین  یالبته 

نمونه بزرگ  ،حجم  مقیاس  در  تکرار تکرار  قابل  نتایج  تر 

لازم به ذکر است که خوکچه هندی پذیرتری خواهد داشت.  

و   است  سلولی  ایمنی  بررسی  ابزار  تنها  گاو  بازار و  در 

گاوی و     PPDهای معمول تشخیص سل گاوی، بر پایهکیت

- ESAT  /10-6  هاینسخه و    (  Bovigam)هستند  مرغی

CFP     در مرحله   و نیستند  در دسترس  صورت تجاری  به

 esat -6  هایاز نظر ژنومی ژن  می باشند.   تحقیق و توسعه

و    esx-Aقرار داشته و    1RD  یهر دو در منطقه  cfp-10  و

esx-B  شوند و با احتمال بالا نوع  یزمان بیان مطور همهب

خوردگی در حالت طبیعی زمانی که هر دو پپتید با هم  چین 

م ایمنی قابلیت  تشوند در شناسایی و تحریک سیسمی  بیان

این دو  رسد بیان  نظر میرو بهبالاتری خواهد داشت و از این 



 ...   و مایکوباکتریوم بوویس 5AN یاز سویه  -6ESATسازی، بیان و تخلیص پروتئینهمسانه  
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هم    تری فراهم نماید.شکل فیوژن ترکیب مناسب  پپتید به

تو استفاده  کوکتل  أچنین  از  ترکیبی  ی  هاپادگنمان 

قبیل   از  با    c 3020Rv و   02۸۸Rvپروتئینی  همراه 

قابلیت تحریک بالاتری    CFP- 10 و    ESAT-6 ی  هاپروتئین

هدف طراحی این    اگرچهنماید. را فراهم می  Tهای  از سلول 

بوده    پپتیدتوان تحریک ایمنی مستقل هر  بررسی  ،  مطالعه

ایمنی   پاسخ  القای  در  کدام  هر  اختصاصی  نقش  تا  است 

ها  ژنتزریق جداگانه این آنتی. علاوه بر این  مشخص شود

- 10 و ESAT-6 این امکان را فراهم کرد که اثرات مستقل

CFP    ارزیابی شود؛ موضوعی  بدون مداخله متقابل آن ها 

کمپل بر  مبتنی  مطالعات  در  تفکیک  که  قابل  طبیعی  کس 

اند که هر  بر این، مطالعات پیشین نشان دادهنیست. علاوه

های  تنهایی نیز قادر به القای پاسخها بهیک از این پروتئین

قابل سلولی  پاسخ  ایمنی  شدت  هرچند  هستند،  تشخیص 

 . ممکن است نسبت به حالت کمپلکس کاهش یابد

مناسب   نتایج  به  توجه  این    دستبهبا  طی  در  آمده 

تحقیق و هم چنین نتایج تحقیقات سایر محققان در مورد 

در    CFP- 10 و  ESAT-6 ی نوترکیب  هااستفاده از پروتئین

آزمایشات بالینی داوطلبین انسانی جهت تشخیص بیماری  

این  سل، می از  استفاده  به  در  نوترکیب  ی هاپروتئین توان 

آزمون  بهبود تشخیص سل دامی  و با هدف افزایش ویژگی 

در صورت تحقق این موضوع  .  امیدوار بود  جلدی توبرکولین  

واکنش و کاهش  اثر  با  هادر  متقاطع  ی  هامایکوباکتریومی 

ی  هادارای واکنشی  هامحیطی خسارات ناشی از کشتار گاو

 .کاهش پیدا خواهد نمود ، مثبت کاذب

 : سپاسگزاری
  سپاس مراتب قدردانی و  نویسندگان مقاله  وسیله   بدین

ت علمی  عضو هیأ زاد  یلخود را از جناب آقای دکتر اسماع

که کمک شایان و  رازی    یسسه ؤمبخش تحقیق و توسعه  

توجهی   پایانقابل  و  طرذ  این  انجام  تخصصی    ینامهدر 

و آزمایشگاهی    داشتند  مواد  و  نیاتجهیزات  در مورد  را  ز 

اعلام می پایان  دارند.  اختیار گذاشتند  از  این مقاله بخشی 

و  باکتری  Ph .D  ینامه است  کمکشناسی  و    هابا 

سازی متحقیقات واکسن و سر  یمؤسسهمالی    یهاحمایت

تهران    ی و دانشکدهرازی   انجام گرفته  دامپزشکی دانشگاه 

     .است

 : تعارض منافع 
   بین نویسندگان تعارضی در منافع وجود ندارد.
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Abstract 

Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension Organization 

(AREEO), Karaj, Iran. Bovine Reference Laboratory, Razi Vaccine and Serum Research Institute, Agricultural 

Research, Education and Extension Organization (AREEO), Karaj, Iran. Mycobacterium bovis is an important 

species of the Mycobacterium tuberculosis complex group that causes tuberculosis in domestic and wild animals 

as well as humans in addition to cattle, and therefore the surveillance, control, and eradication of bovine                   

tuberculosis can have important economic and public health impacts in the world. The basis for achieving this 

important goal is to diagnose cattle infection with this disease by skin test or tuberculin test, slaughter positive 

cows, and quarantine infected cows. However, the presence of false positive cases in this skin test due to the 

occurrence of cross-reactions of PPD prepared from the AN5 strain of Mycobacterium bovis with other                  

mycobacteria is considered one of its disadvantages, which is why the use of proteins with higher specificity is 

recommended to overcome it. One of the objectives of this study was to clone, express, and purify the recombinant 

ESAT-6 protein and evaluate its immunogenicity as an important antigen of Mycobacterium bovis in the              

prokaryotic system. In this study, the esat-6 gene encoding the secretory protein ESAT-6 was amplified using the 

polymerase chain reaction method. Then, the obtained PCR product was digested with two restriction                       

endonuclease enzymes EcoRI and HindIII and then cloned in the plasmid vector pET23a(+) and amplified after 

transformation in Escherichia coli DH5α. In order to express the recombinant ESAT-6 protein, the above vector 

containing the cloned esat-6 gene was transferred to Escherichia coli expressing BL21. The correctness of the 

gene cloning was confirmed by sequencing. In the following study, the recombinant ESAT-6 protein was purified 

using nickel resin and its antigenic expression was confirmed by Western blotting using specific monoclonal 

antibodies. The results of gene sequencing along with Western blotting indicated that the obtained recombinant 

protein was well expressed and purified and could be used in challenge experiments and diagnostic tests like the 

recombinant CFP-10 protein. 
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