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  الملخص العربي

مصر خلال  -جامعة الفیوم  -أجریت الدراسة الحالیة في قسم الوراثة بكلیة الزراعة 

 بكتیریا عشرة سلالات من إختیارفي ھذه الدراسة ، تم .٢٠١٨الي  ٢٠١٤ نالفترة م

Pasteurella multocidaالمعزولة من الدجاج والماشیة والجاموس والأغنام بواسطة 

ة للعشر سلالات الكبسول حدید نوعتم تكذلك KMT1نخصص لجیالمت PCR تفاعل ال

 acriflavineاختبار باستخدام التفاعلات التقلیدیة والتي تضمنتP. multocidaمن

  OmpHتم عزل جینPCR. ال  تقنیاتكذلك استخدام وhyaluronidaseواختبار

 ختبارإ اجراءخارجي من السلالات العشر وتم ءالغشاوالمسئول عن انتاج بروتین ال

PCR-RFLP للـ .OmpH كلونةالجین تم كذلكOmpHالبلازمید باستخدام pUCP24 

  . pUCP24-OmpH ھجن واستخدامھ كلقاح جینيللحصول على البلازمید الم

 intraperitoneally )لكل مجموعة ١٠= ن (من الفئران امیع مج ةتم حقن أربع

المحلول و  تجاريالبلازمید ، اللقاح ال ،OmpHبالبلازمید المھجن بجین المناعة 

المناعیة والفعالیة الوقائیة بعد  ةتم تقییم الاستجاب ثم على التوالي  PBSالفسیولوجي 

  .IgG)و  IgM(تقدیر كمیة الأجسام المناعیة  التحصین عن طریق

معزولة من سلالات الباستریلا المناعیة الجینات لقاحمن النتاج الي أھذه الدراسة تھدف و

ویمكن تلخیص  ضد مرض الالتھاب الرئوي لإستخدامھ في برامج التحصینمالتوسیدا 

  :علي النحو التاليالنتائج التي تم الحصول علیھا 



تم تأكید تعریف السلالات البكتیریة المستخدمھ بإستخدام تفاعل البلمرة المتسلسل  - ١

الباستریلا مالتوسیدا وبالفعل تم التأكید علي أن وفي وجود  البادئات المتخصصة لنوع 

 طبقا للوزن الجزیئ لجین  P. multocidaالسلالات البكتیریة المستخدمة تتبع بكتیریا 

KMT1  زوج من القواعد وذلك للسلالات  ٤٦٠والذي أظھر حزمة ذات حجم جزیئ

 .البكتیریة العشرة والمستخدمة في الدراسة

الباستریلا مالتوسیدا الممرضة ر سلالات من بكتیریا تحدید نوع الكبسولة للعش - ٢

المستخدمة في الدراسة وذلك بإستخدام الطرق التقلیدیة والتي تشمل اختبار صبغة 

Acriflavin  وإختبار إنزیم الھیالورونیداز المنتج من بكتیریا ستافیلوكوكس وأوضحت

والتي تم عزلھا من %) ١٠(نتائج إختبار الاكریفلافین أن سلالة واحدة من السلالات 

في حین لم تظھر أي سلالة من السلالات  Dالدواجن أعطت نتیجة موجبة لنوع الكبسولة 

وعلي ذلك لم یتم تحدید طراز الكبسولة  الھیالورونیدازالعشر أي نتیجة إیجابیة لإختبار 

A في السلالات المستخدمة . 

الكبسولة تمكنت من تحدید نوع الكبسولة وبشكل عام فان الطریقة التقلیدیة لتحدید نوع 

تم . لسلالة واحدة فقط في حین بقیت السلالات التسعة الاخري بدون تحدید لنوع الكبسولة

حیث تم -PCRتحدید نوع الكبسولة لسلالات الباستیریلا مالتوسیدا بإستخدام تفاعل ال

ن الأنواع الخمس إجراء تفاعل البلمرة المتسلسل بإستخدام بواديء متخصصة لكل نوع م

والتي تم عزلھا  Fتنتمي للنوع % ١٠سلالة واحدة   PCRللكبسولة وأوضحت نتائج ال

والتي تم عزلھا من الدواجن والثمانیة الباقین  Dمن الماشیة وسلالة واحدة تنتمي للنوع 

وبإجراء تفاعل البلمرة . وتم عزلھم من الابقار والجاموس والدواجن Eینتمون للنوع 



ل المتعدد بإستخدام الخمسة بواديء في تفاعل واحد تم تأكید نتائج تفاعل البلمرة المتسلس

المتسلسل بإستخدام كل باديء علي حدة حیث أظھرت النتائج أن نوع الكبسولة للسلالات 

 .D, E and Fالبكتیریة المستخدمة في الدراسة  تنتمي للانواع  

كیلو زوج من القواعد من  ٥و ٤تم عزل إثنان من البلازمیدات بأوزان جزیئیة   - ٣

كل من السلالات العشر المستخدمة في الدراسة مما یوضح أن جمیع السلالات تحتوي 

  . علي بلازمیدات ذات أنماط متشابھة

من السلالات  المسئول عن حدوث العدوي) OmpH( ي المناعن عزل الجیتم  - ٤

وأظھرت صورة   PCRالعشرة لبكتیریا الباستیریلا مالتوسیدا وذلك باستخدام تفاعل ال

علي ھلام الاجاروز حزمة واحدة ذات وزن  PCRالتفرید الكھربي لمنتج تفاعل ال

 .زوج من القواعد  ١٠٣٠جزیئ 

 DNAباستخدام  OmpHتم تحدید تتابع الحمض النووي للجین المناعي  - ٥

sequencer   وبعمل شجرة القرابة بین التتابعات النتحصل علیھا وبین التتابعات المختلفة

والمتاحة ببنك الجینات لكل سلالة بكتیریة علي حدة وجد ان التتابعات التي تم الحصول 

علیھا تتشابھ مع التتابعات المسجلة في قاعدة البیانات العالمیة ببنك الجینات الخاص 

 %.٩٩لتوسیدا بنسبة تشابھ بسلالات الباستیریلا ما

تقنیة تحلیل تعدد الاشكال باستخدام    DNAتم عمل التحلیل العشوائي لقطع ال  - ٦

 RFLP( باستخدام انزیمات القطع المتخصصھ DNAلطول القطع الناتجھعن ھضم ال 

وذلك باستخدام  نوعین مختلفین من انزیمات القطع المتخصصة واظھرت نتائج التقطیع ) 

یحتوي علي مكان قطع واحد لجمیع السلالات OmpHان الجین  Msp1زیم باستخدام ان



في حین أظھرت . زوج من القواعد  ٥٨٠و ٣٨٠ونتج عن ذلك قطعتین بوزن جزیئي 

ت العشرة تم تقسیمھم لاان السلا  BglIIنتائج التحلیل باستخدام انزیم القطع المتخصص 

القطع من احدات قطع في الي مجموعتین  المجموعة الاولي  لم یتمكن انزیم 

زوج من القواعد في  ٧٠٠حیث نتجت قطعة واحدة ذات وزن جزیئي  OmpHالجین

ستة من السلالات والمجموعة الثانیة تضم الاربع سلالات الاخري حیث أظھرت نتائج 

وبذلك یمكن اعتبار  تقنیة .زوج من القواعد  ٤٨٠و ٢٥٠التحلیل قطعتین بأوزان جزیئیة 

RFLP  عة ومفیدة في عملیة تعریف السلالات البكتیریةأداة سری. 

 pUCP24 expression vectorباستخدام  OmpHالمناعي  كلونة الجینتم  - ٧

وأمكن الحصول علي .  E. coli competent cellsاـــــواستزراعھ في بكتیری

مستعمرات بكتیریة متحولة وراثیا ومحتویة علي البلازمید المھجن بالجین وتم الكشف 

وكانت المستعمرات المستھدفة ذات اللون  IPTGو  X-galباستخدام اختبار  عنھا

من المستعمرات البكتیریة  pUCP24-OmpHكذلك تم عزل البلازمید المھجن .الابیض

حیث أظھر وزن جزیئي أعلي من الوزن  LBذات اللون الابیض والنامیة علي بیئة 

 .pUCP24الجزيء للبلازمید   

 حداث الاستجابة المناعیة فيكفاكسین لإ recombinant vectorsاستخدام تم  - ٨

فأر من فئران التجارب حیث تم تقسیم حیوانات التجارب لأربع مجامیع كل  ٤٠عدد 

میكرولیتر من محلول  ١٠٠المجموعة الضابطة تم حقنھا ب : فئران ١٠مجموعة بھا 

 - تر من الفاكسین التجاريمیكرولی ١٠٠المجموعة الثانیة تم حقنھا بتركیز  –PBSملحي 

میكرولیتر من المحلول المحتوي علي البلازمید  ١٠٠المجموعة الثالثة تم حقنھا ب 



مللي  بالاضافة الي المجموعة / میكروجرام ١٠٠بتركیز  OmpHالمھجن بجین المناعة 

عمل تقییم تم . pUCP24میكرولیتیر من البلازمید  ١٠٠الرابعة والتي تم حقنھا ب 

 IgGة المناعیة في المجامیع الأربعة وذلك  بقیاس مستوي الأجسام المناعیة لإستجابل

وأظھرت النتائج حدوث ارتفاع ملحوظ في نسبة الأجسام المضادة  بعد الحقنة   IgMو

  . الأولي

تم حقن  جمیع الفئران المحصنة بعد عشرة أیام من الجرعة التحصینیة الثانیة  - ٩

وتم  Aباستیریلا مالتوسیدا  الممرضة ذات الطراز المیكرولیتر من سلالة ١٠٠وذلك ب 

ملاحظة الأعراض المرضیة ونسبة الموت وأظھرت النتائج ان أفراد المجموعة الأولي 

ساعة  ٤٨بدأت تموت بدایة من الیوم الثاني للعدوي وفي خلال  PBS التي تم حقنھا بال

المجموعة الثانیة تم موت جمیع أفراد ھذه المجموعة وكانت نسبة الموت في أفراد 

ونسبة الموت في أفراد المجموعة الثالثة المحصنة % ٤٠المحصنة بالفاكسین التجاري 

بینما كانت نسبة الموت في المجموعة المحصنة بالبلازمید % ٧٠بالبلازمید فقط 

 % .١٠) اللقاح الجیني(المحتوي علي جین المناعة 

عراض مرضیة مثل تم تشریح بعض أفراد المجامیع التي ظھرت علیھا أ -١٠

الضعف وعدم القدرة علي الحركة وضیق النتفس والترنح  قبل موتھا وملاحظة الشكل 

المظھري للرئتین والقلب ومقارنتھ بالرئتین والقلب لفئران سلیمة غیر مصابة بالبكتیریا 

أن ھناك أعراض مرضیة شدیدة في مجامیع الكنترول والبلازمید واعراض مظھریة اقل 

مجموعة اللقاح التجاري والفاكسین الجیني وتؤكد تللك النتائج علي الحمایة  في الحدة في

 . التي وفرھا اللقاح الجیني من الاصابة ببكتیریا الباستریلا مالتوسیدا



 

 

 


