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های گوشتی هنگام آلودگی به سالمونلا و تغذیه  های پپتیدهای ضد میکروبی در سکوم جوجه بررسی بیان ژن

  با پروبیوتیک

  2، شایان شریف2حمیدرضا حقیقی، 1، حسن کرمانشاهی1محمدرضا اکبری
  دانشگاه گوئلف2دانشگاه فردوسی مشهد، 1

  چکیده
و کتلایـسیدین در  ) شـوند  کـه در طیـور گلیناسـین نیـز نامیـده مـی            (دفنـسین   - بتـا  ها بر بیان ژنهـای     در این آزمایش اثرات پروبیوتیک    

کننـده    تیمار شامل کنترل منفی، گـروه دریافـت        4 .های گوشتی به دنبال عفونت سالمونلایی بررسی گردید        های سکومی جوجه   لوزه
ه شده بـه سـالمونلا در قالـب یـک طـرح کـاملاً       کننده پروبیوتیک و آلود پروبیوتیک، گروه آلوده شده به سالمونلا، و گروه دریافت 

، RNAهـا جهـت اسـتخراج         هـای سـکومی جوجـه       بعد ار عفونت سـالمونلایی از لـوزه        5، و   3،  1در روزهای   . ریزی شد  تصادفی پایه 
، و  Gallinacin(Gal)-1  ،Gal-2  ،Gal-6  ،Gal-7 اسـتخراج شـده جهـت تعیـین کمـی بیـان ژنهـای                RNA .گیری به عمل آمـد     نمونه
دریافـت پروبیوتیـک و یـا عفونـت سـالمونلایی      . ، مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    real-time RT-PCRلایسیدین با استفاده از روش کت

داری بـر   همچنین، دریافت پروبیوتیک هـیچ گونـه اثـر معنـی    . های مورد مطالعه در روز اول پس از عفونت نداشت    تأثیری بر بیان ژن   
بیـان  ) P>05/0(در عین حال عفونت سالمونلایی سـبب افـزایش          .  بعد از عفونت نداشت    5 و   3 های مورد مطالعه در روزهای     بیان ژن 
از سوی دیگر، دریافت پروبویتیـک      .  بعد از عفونت گردید    5 و   3، و کتلایسیدین در روزهای      Gal-1  ،Gal-2  ،Gal-6  ،Gal-7ژنهای  

ایـن  . ی عفونت سالمونلایی بر بیان ژنهای مورد مطالعه بود      کنندگ در روز قبل از عفونت سالمونلایی قادر به حذف کامل اثر تحریک           
میکروبـی توسـط سـالمونلا احتمـالاً در نتیجـه اثـر پروبیوتیـک در                 ها در ممانعت از تحریک بیان ژنهای پپتیدهای ضد         اثر پروبیوتیک 

  .باشد جلوگیری از استقرار سالمونلا در روده می

  گوشتی دهای ضد میکروبی، بیان ژن، جوجهپروبیوتیک، سالمونلا، پپتی :های کلیدی واژه

  مقدمه
در عین حـال، اسـتفاده      . ها در تغذیه طیور راهکاری جهت تقویت سلامت، عملکرد و کیفیت تولیدات بود             بیوتیک داخل کردن آنتی  

هـای    کاربرد باکتری  .بیوتیک را افزایش داده است     ها در خوراک طیور خطر توسعه باکیتریهای مقاوم به آنتی          بیوتیک رویه از آنتی   بی
ها جهت حفظ سـلامت و تقویـت رشـد در            بیوتیک مفید به عنوان پروبیوتیک در تغذیه حیوانات اهلی به عنوان جایگزینی برای آنتی            

 و به نظـر  باشد زای انسانی همچون سالمونلا و کامپیلوباکتر می       های بیماری  روده طیور در بر گیرنده گونه     ). 1(طیور توصیه شده است     
رغم گزارشات زیـاد در      علی). 2(ها در روده طیور را کاهش دهند         ها قادرند به طور مؤثری استقرار این گونه        رسد که پروبیوتیک   می

ها در این مـسیر بـه طـور        زا در روده طیور، هنوز مکانیسم عمل آن         های بیماری  ها در کاهش استقرار باکتری     مورد کارایی پروبیوتیک  
و بـه دو خـانواده عمـده        ) 5(میزبان بوده   ) ایمنی ذاتی (یدهای ضد میکروبی بخشی از سیستم دفاع ذاتی       پپت. کامل مشخص نشده است   

نیز نامیده ) Gallinacin(ها در طیور گاهاً گلیناسین  دفنسین-بتا. شوند تقسیم می ) cathelicidins(و کتلایسیدین   ) defensins(دفنسین  
گیری  پروبیوتیک را در متن عفونت سالمونلایی بر سیستم ایمنی ذاتی از طریق اندازه            در این مطالعه، ما اثرات یک ترکیب        . شوند می

  .ها، بررسی نمودیم های گوشتی در طول هفته اول زندگی آن های سکومی جوجه دفنسین در لوزه–کمی بیان ژنهای بتا

  ها مواد و روش
دریافت کننده ) 2، )فت پروبیوتیک، بدون عفونت سالمونلاییبدون دریا(کنترل منفی ) 1: چهار تیمار اعمال شده به ترتیب زیر بود

درسن یک روزگی همگی . دریافت کننده پروبیوتیک و آلوده شده با سالمونلا) 4آلوده شده با سالمونلا، و ) 3پروبیوتیک، 
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بیوتیک را از طریق پرو) CFU( واحد تشکیل دهنده کلونی 1×106 حاوی PBSلیتر   میلی5/0 میزان 4 و 2های  ها در گروه جوجه
 CFU 104×1 حاوی PBSلیتر   میلی5/0 میزان 4 و 3های  ها در گروه در روز بعد جوجه. دان، دریافت نمودند تخلیه به داخل چینه

 جوجه از 6 پس از عفونت با سالمونلا، 5، و 3، 1در روزهای . موریوم را از طریق دهان دریافت نمودند سالمونلا انتریتیکا سویه تیفی
های سکومی  های لوزه  کل از نمونهRNA. گیری بعمل آمد ها نمونه های سکومی آن ر گروه به طور تصادفی انتخاب شده و از لوزهه

، Gal-1(های هدف  تعیین کمی میزان بیان ژن. با استفاده از معرف ترایزول و طبق دستورالعمل شرکت سازنده استخراج گردید
Gal-2 ،Gal-6 ،Gal-7های  در نمونه) اکتین–بتا(و مرجع ) ین، و کتلایسیدcDNA با استفاده از تکنیک real-time PCR و با 

، Gal-1 ،Gal-2(های هدف  بیان نسبی به صورت نسبت بین بیان ژن.  انجام شدreal-time و یک کیت Lightcycler®480دستگاه 
Gal-6 ،Gal-7در هر نمونه) اکتین–بتا(و بیان ژن مرجع ) ، و کتلایسیدین cDNAجهت این امر از فرمول زیر استفاده .  تعیین گردید

  ):3(شد 
Ratio = ET

CpT(c) – CpT(s) × ER
CpR(s) – CpR(c) 

 به ترتیب CPT(S) و CPT(C) مربوط به ژن هدف و ژن مرجع، real-time PCRکننده راندمان   به ترتیب بیانER و ETدر این فرمول 
کننده   به ترتیب بیانCPR(C) و CPR(S)ها و  مربوط به ژن هدف برای کالیبراتور و نمونه) Crossing Point(کننده نقاط تلاقی  بیان

 تیمار و 4ها بر مبنای یک طرح کاملاً تصادفی شامل  همگی داده. باشند ها و کالیبراتور می نقاط تلاقی مربوط به ژن مرجع برای نمونه
داری تفاوت بین  معنی.  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتSASنرم افزار  تکرار و با استفاده از روشهای مدلهای خطی عمومی 6

  ).4(، آزمون شد α= 05/0داری  ای دانکن در سطح معنی ها توسط آزمون چند دامنه میانگین

  نتایج
های سکومی در روز اول پس از عفونـت، تحـت تـأثیر دریافـت      ، و کتلایسیدین در لوزهGal-1  ،Gal-2 ،Gal-6 ،Gal-7های   بیان ژن 

 روز پـس   5 و   3های مورد مطالعـه در       همچنین دریافت پروبیوتیک تأثیری بر بیان ژن      . پروبیوتیک یا عفونت سالمونلایی قرار نگرفت     
لایسیدین در پاسخ به عفونـت      ، و کت  Gal-1  ،Gal-2  ،Gal-6  ،Gal-7های   در عین حال، بیان ژن    . از اعمال عفونت سالمونلایی نداشت    

با وجود این، چنین . با گروه کنترل منفی افزایش یافتدر مقایسه ) P>05/0(داری   پس از عفونت به طور معنی  3سالمونلایی در روز    
ها قبـل از دریافـت عفونـت سـالمونلایی پروبیوتیـک دریافـت کـرده بودنـد           های مورد مطالعه هنگامی که جوجه      افزایشی در بیان ژن   

عفونـت   بعد از 5های مورد مطالعه در روز    افزایش بیان ژن  . ، مشاهده نشد  )گروه دریافت کننده پروبیوتیک و آلوده شده با سالمونلا        (
 3(نظیر زمان قبل ). P>05/0(دار بود     معنی Gal-6 و   Gal-2؛ ولی در این زمان، این افزایش بیان تنها برای           سالمونلایی نیز مشاهده شد   

های مورد مطالعه در گروه دریافت کننده پروبیوتیک و آلوده شـده بـا سـالمونلا در                  ، بیان ژن  )ال عفونت سالمونلایی  روز پس از اعم   
  . پس از عفونت سالمونلایی نیز تفاوتی با گروه کنترل منفی نشان نداد5روز 

  گیری نتیجه
داری بیـان    توانـد بـه طـور معنـی        گوشتی جوان می  های   به طور کلی، در این آزمایش ما نشان دادیم که عفونت سالمونلایی درجوجه            

به علاوه، ما نشان دادیم که یک ترکیب پروبیوتیکی بـه تنهـایی             . های سکومی را افزایش دهد     دفنسین در لوزه  -های بتا  تعدادی از ژن  
ها به سـالمونلا اسـتفاده       وجهدفنسین نبود؛ ولی هنگامی که این ترکیب پروبیوتیکی قبل از آلوده شدن ج            –های بتا  قادر به القاء بیان ژن    

های افزایش یافتـه   دفنسین-جهت تعیین منبع بتا. ها تا سطوح قابل مقایسه با گروه کنترل منفی بود         دفنسین–شد، قادر به کاهش بیان بتا     
هـای   جوجـه هـا در   دفنـسین –ها در کاهش بیان بتـا  های آلوده به سالمونلا و نیز مکانیسم عمل پروبیوتیک های سکومی جوجه  در لوزه 

  .آلوده به سالمونلا، به تحقیقات بیشتری نیاز است
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هـای   هـای سـکومی جوجـه      در لوزه ) E( Cathelicidin ، و )Gal-1) A(  ،Gal-2) B(  ،Gal-6) C(  ،Gal-7) Dبیان  . 1شکل  
، .Sal، گـروه مـصرف کننـده پروبیوتیـک؛     .Pro، کنترل منفی؛ .N.Cیک و آلودگی با سالمونلا؛     گوشتی به دنبال تغذیه با پروبیوت     

  ).p≥05/0معنی دار در : *(، گروه مصرف کننده پروبیوتیک و آلوده شده به سالمونلا؛ .S.Pگروه آلوده شده با سالمونلا؛ 
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