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 چکیده  
زمینه مطالعه: آنکســین ها پروتئین های مهمی هســتند که نقش هایی همانند هدایت سیگنال های داخل سلولی، اتصال اسکلت سلولی 
غشــاء، تکثیر، تمایز و خصوصاً عملکرد ممانعتی در فرآیند التهاب در بدن موجودات زنده را برعهده دارند. پاســتورلا مولتیسیدا به عنوان معمول 
ترین بیماریزای باکتریایی مطرح بوده و شیوع بالایی را در پنومونی ها به خود اختصاص می دهد. هدف: تعیین آنکسین آ-١ و آنکسین آ-٢ در سرم 
گوساله های مبتلا به پنومونی به صورت تجربی با باکتری پاستورلا مولتیسیدا. روش کار: در تحقیق حاضر ١٠ راس گوساله نر را در محدوده سنی دو 
تا چهار ماهه انتخاب و به دو گروه مساوی تقسیم نموده، به یک گروه به عنوان گروه تیمار باکتری پاستورلا مولتیسیدا به میزان ml ٣٠٠ در رقت 
CFU/ml ١٠٩ × ٢ و به گروه شاهد ml ٣٠٠ نرمال سالین از راه دهان و توسط کاتتر مخصوص لاواژ در ناحیه نای تلقیح گردید. بر اساس جداول 
مخصوص، امتیازات بالینی ثبت گردید و حدود ١٨ تا ٢۴ ساعت پس از تلقیح باکتری در گوساله های گروه تیمار و همزمان با بروز تغییرات بالینی 
در این گروه، شستشوی برونشی حبابچه ای جهت آزمایشات باکتری شناسی و سلول شناسی از مایعات حاصل از شستشو انجام و خون گیری از 
ورید وداج گوساله های هر دو گروه انجام شده و سرم آن ها با استفاده از کیت الایزای آنکسین مورد آزمایش قرار گرفتند. نتایج: میزان آنکسین آ-١ 
و آنکسین آ-٢ در سرم خون گروه تیمار، افزایش معنی داری را (با استفاده از آزمون تی مستقل) نسبت به گروه کنترل نشان داد (٠/٠۵>p). نتیجه 
گیری نهایی: بنابراین به نظر می رسد آنکسین آ-١ و آنکسین آ-٢ می توانند به عنوان یک بیومارکر مهم در سرم خون برای تشخیص  فرآیند های 

التهابی همچون پنومونی استفاده شود.

واژه های کلیدی: آنکسین، پنومونی، پاستورلا مولتیسیدا، گوساله

مقدمه
 (cytosolic) ها عموماًً پروتئین های سیتوسولیک  (annexin) آنکســین
هستند که دارای ویژگی عمومی باند شدن با کلسیم و فسفولیپید می باشند 
(١). اخیراً خانواده آنکسین آ در مهره داران بر اساس ساختار بیوشیمیایی به 

١٢ نوع تقسیم بندی شده است (آنکسین آ-١ تا آنکسین آ-١٣)(٢).
عملکرد آنکسین ها در بدن موجودات متنوع بوده از جمله آنکسین آ-١ 
در بســیاری از فرآیند های داخل سلولی همانند هدایت سیگنال های درون 
ســلول، اتصال اسکلت سلولی غشــاء و تکثیر و تمایز نقش دارد (٣). دیگر 
عملکردهای خارج سلولی فرض شده برای این پروتئین، خصوصاً عملکرد 
ممانعتی در فرآیند التهاب اســت (۴). اثر ضد التهابی آنکســین آ-١ هم به 
توانائی مهار فســفولیپاز آ-٢ (٣) و هم به باند شــدن رســپتورهای سطحی 
گرانولوسیت ها و ماکروفاژها که سبب ممانعت دیاپدز لکوسیت ها می شوند، 
مربوط می باشد (۴). آنکسین آ-٢ به مقدار زیادی در ماکروفاژها بیان شده، 
به عنوان یک تترامر در سطح سلول حضور دارد و در آنتی ژن های باکتریایی 
و ویروسی شناخته شده است (۵،۶). میزان آنکسین آ-٢ با عفونت افزایش 
می یابد (٧). همانند آنکسین آ-١، آنکسین آ-٢ نیز نقش حیاتی در فاگوسیتوز 
لنفوسیت های آپوپتوز شده دارد و این مسئله نتیجه التهاب را با آزاد سازی 

سیتوکین های سرکوبگر ایمنی بهبود می بخشد (٨).
از طرفــی اهمیت پنومونــی در صنعت دام پروری امری بارز اســت و 
 Pasteurella) در این میان پاســتورلا و به خصوص پاستورلا مولتیســیدا
multocida) بــه عنوان معمول ترین بیماریزای باکتریایی مطرح بوده و 
شــیوع بالایی را در پنومونی ها به خود اختصاص می دهد. پاســتورلا مولتی 
ســیدا یکی از باکتری های بیماریزای مرتبط با ســندرم های بالینی تعریف 
شده از مجموعه بیماری های تنفسی گاو شامل ذات الریه انزئوتیک گوساله 
نوزاد (enzootic calf pneumonia) و ذات الریه گاو های گوشتی (تب 
حمل و نقل) است (٩،١١). اهمیت پاستورلا مولتیسیدا در ذات الریه گوساله 
نســبت به تب حمل و نقل آشکارتر است. چندین مطالعه در مورد درگیری 
گوســاله های شیری، شیوع بالاتر پاســتورلا مولتیسیدا را نسبت به منهمیا 

همولیتیکا (Mannheimia hemolytica) شناسایی کرده اند (١٢).
نظر به اهمیت این باکتری در ایجاد پنومونی در گوساله ها (بخصوص در 
چند ماهه اول زندگی)، مطالعه حاضر با هدف تعیین آنکسین آ-١ و آنکسین 
آ-٢ در سرم گوساله های ٢ تا ۴ ماهه مبتلا به پنومونی و گوساله های شاهد 
انجام شد تا بتوان آن ها را به عنوان شاخصی در ارزیابی این بیماری التهابی 
معرفــی نمود. ضمن اینکه تاکنون در این مورد مطالعــه ای در ایران انجام 

نشده است.
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مواد و روش کار 
این مطالعه به شکل تجربی بر روی ١٠ راس گوساله نر ٢ تا ۴ ماهه که 
از شیر گرفته شده بودند، انجام شد. گوساله های مورد نظر از گاو داری های 
اطراف تهران به صورت تصادفی انتخاب شده و پس از معاینات بالینی اولیه 
و انجام آزمایش خون کامل و اطمینان از صحت و سلامتی آن ها، حدود ١٠ 
روز دوره تطابق پذیری را طی کرده و پس از این دوره، وارد مطالعه گردیدند.
گوساله ها به شکل تصادفی در ٢ گروه مساوی (دو گروه ۵ تایی) تیمار 
و شاهد تقسیم و در جایگاه های انفرادی فلزی با کف پوش کاه در اتاقی با 
دمای C° ٢۵ نگهداری شدند. در طول مدت مطالعه، آب و خوراک کافی و 
مناســب ( خوراک گوساله ها شامل ترکیب کنسانتره به میزان kg ١ تا ۵/١ 
و یونجه به میزان  kg ٢ تا ٣ در روز) در دو وعده روزانه در اختیارشــان قرار 

می گرفت.
از زمان شــروع پژوهش به فاصله زمانی هر ۶ ســاعت از زمان صفر و 
قبل از تلقیح باکتری، معاینات طبقه بندی شــده بر اســاس جداول امتیاز 
بندی که شامل: درجه حرارت راست روده ای، تعداد حرکات تنفس، کیفیت 
صدا های تنفسی، ترشحات بینی، سرفه، وضعیت چشم و گوش و وضعیت 
عمومی حیوان بودند، ارزیابی و ثبت گردیدند. تشــریح امتیاز بندی علائم 
بالینی پنومونی در گوســاله ها بدین شرح بود که در مورد درجه حرارت بدن 
( برحســب سلیســیوس) : ٠(صفر): (٣٧/٨ تا ٣٨/٣)/ ١: (٣٨/٣ تا ٣٨/٨)/ ٢: 
(٣٨/٩ تــا ٣٩/۴) / ٣: (بیش از ٣٩/۴)؛ ســرفه : ٠(صفر): (ندارد)/  ١: (ســرفه 
تکی ایجاد شده) / ٢: (سرفه های تکراری ایجاد شده) / ٣: (سرفه های خود به 
خودی تکرار شده)؛  ترشحات بینی: ٠(صفر): (ترشخ سروزی طبیعی) / ١: ( 
مقدار کمی ترشح کدر یک طرفه) /  ٢: (ترشح مخاطی زیاد یا کدر دو طرفه) 
/ ٣: (ترشــح مخاطی چرکی دوطرفه فراوان)؛ امتیازات چشــمی :  ٠(صفر): 
(طبیعی) / ١: (مقدار کمی ترشــحات چشمی) / ٢: (مقدار متوسط ترشحات 
دوطرفی چشمی) / ٣: (ترشحات شدید چشمی)؛  امتیازات گوش :  ٠(صفر): 
(طبیعی) /  ١: (تکان دادن گوش یا تکان دادن سر) /  ٢: (افتادگی یک طرفی 

جزیی) /  ٣: (کج شدن سر یا افتادگی گوش به شکل دوطرفه). 
تفسیرنتایج : (جمع امتیازات بالینی فوق) کمتر از چهار طبیعی، مساوی 
چهار مراقبت کردن یا چک کردن مجدد، بیش تر از چهار مورد درمان قرار 

دادن (١٣).
قبل از تلقیح باکتری، خون گیری از ورید وداج گوســاله ها به میزان ٢ 
میلی لیتر به همراه ماده ضد انعقاد EDTA جهت آزمایش خون کامل انجام 
شد. برای ایجاد پنومونی در گوساله ها، از باکتری پاستورلا مولتیسیدایی که 
از موسسه رازی حصارک کرج، که قبلاً از ریه گوساله مبتلا به پنومونی جدا 

شده بود، استفاده گردید.
در مورد گوســاله های تیمار برای شــروع کار، از دو داروی آرام بخش 
دیازپام با دوز mg/kg ٠/۴ و زایلازین با دوز mg/kg ٠/١ به صورت داخل 

وریدی اســتفاده شــد که پس از حدود چند دقیقه از تزریق، آرام بخشی در 
دام ایجاد شــد. ســپس حیوان را در وضعیت جناغی بر روی زمین قرار داده 
و با اســتفاده از لوله تراشه انسانی (شماره ٧/۵) که از طریق دهان در ناحیه 
حلــق قرار داده، کاتتــر مخصوص لاواژ از داخل آن عبــور داده و به داخل 
نای هدایت شــد (ترجیحاً این کار با توجــه به طول لوله تا قبل از محل دو 
شاخه شدن نای صورت گرفت) و سپس رقت تهیه شده از باکتری پاستورلا 
مولتیســیدا ( با میزان ml ٣٠٠ در رقت CFU/ml ١٠٩ × ٢) از طریق کاتتر 
وارد شــده به داخل نای تزریق گردید. از زمان تلقیح باکتری به داخل نای 
(زمان صفر) هر شش  ساعت، دام مورد ارزیابی و معاینات بالینی قرار گرفته 

و پارامتر های بالینی فوق الذکر در جداول مربوطه ثبت گردیدند. 
زمانی که گوســاله ها علائــم بالینی ذات الریه را (بر اســاس جداول و 
امتیازات درج شــده)، به صورت مشــخص نشان دادند، خون گیری از ورید 
 ،EDTA در ماده ضد انعقاد (٢ ml) وداج به منظور: الف) آزمایش هماتولوژی
ب) ارزیابی میزان آنکسین های آ- ١ و آ- ٢ (ml ١٠) بدون ماده ضد انعقاد 

جهت جدا نمودن سرم توسط سانتریفوژ، انجام شد.
در مورد گوساله های شاهد، مراحل فوق الذکر به همین صورت انجام 
گردیــد با این تفاوت که بــه جای تلقیح باکتری، نرمال ســالین به میزان 
ml ٣٠٠ به داخل نای تزریق و در ١٨ تا ٢۴ ســاعت بعد خون گیری انجام 

شد. 
بعــد از خون گیری، در هر دو گروه، شستشــوی برونشــی حبابچه ای 
(Broncho-alveolar lavage /BAL) انجــام شــد. بــرای این کار از 
طریق گذاشــتن لوله تراشــه شــماره ٧/۵ از دهان به حلق و سپس با عبور 
کاتتر مخصوص لاواژ به داخل نای، نرمال ســالین (تقریباًً ml ٣٠٠) تزریق 
  ۵٠  mlو سپس ســریعاً اقدام به مکش آن از این لوله گردید. حداقل میزان
از ایــن مایعات در لوله های فالکون اســتریل جمع آوری و ســریعاً در کنار 
یخ به آزمایشــگاه طب تجربی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران ارسال 
شــد. از این مایعات میزان ml ١ جهت شــمارش سلولی (از طریق دستگاه 
اتوسل کانتر) و ml ٢ به منظور کشت باکتری به آزمایشگاه باکتری شناسی 
دانشــکده فرستاده و بقیه جهت ســلول شناسی سانتریفیوژ شد. این کار در 
g ٣٠٠ × به مدت ١۵ دقیقه انجام گردید و از رســوب بدست آمده لام تهیه 
شــد (تهیه گسترش، خشــک کردن کامل، تثبیت با الکل متانول ٧٠ ٪ به 
مدت ١ تا ٣ دقیقه، خشک شدن کامل، استفاده از رنگ گیمسا با نسبت ١ 
به ۵، به مدت ١۵ تا ٢٠ دقیقه، خشک کردن لام) و نهایتاًً لام آماده شده به 

آزمایشگاه دانشکده جهت سلول شناسی ارسال گردید. 
ارزیابــی آنکســین ها با اســتفاده از کیت مخصوص آنکســین آ-١ و 

آنکسین آ-٢ شرکت "ایست بیوفارما" با روش استاندارد انجام شد.
برای بررســی آماری داده ها از نرم افزار spss ویرایش ١۶/٠ اســتفاده 
گردید. آنالیز آماری آنکسین ها در دو گروه تیمار و شاهد با کمک آزمون تی 
مســتقل (Independent t- test) و در قســمت هماتولوژی در هر گروه 
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مقایســه قبل و بعد نتایج با کمک تی زوجی (paired t- test) انجام شد. 
سطح معنی داری کمتر از ٠/٠۵ درنظر گرفته شد.

نتایج
در تحقیق انجام شــده در دو گروه تیمار و شاهد، به فواصل زمانی هر 
شــش ســاعت از زمان صفر، عدد میانــه (median) امتیازات بالینی ثبت 
شــده، محاســبه و در پایان مجموع این امتیازات آورده شده است. در گروه 
تیمار از زمان تلقیح باکتری پاستورلا مولتیسیدا (ساعت صفر) تا زمان درمان 
گوساله ها (ساعت ٣۶)، جمع امتیازات بالاتر از عدد ۴ بوده که نشان گر بروز 
پنومونی در این دام ها بود. در حالی که در گروه شــاهد از زمان تلقیح نرمال 
سالین (بعد از ساعت صفر) تا پایان تحقیق هیچ گاه جمع این امتیازات بالاتر 
از عدد ۴ نرفته و به عبارتی دیگر علائم مشــخصه ای از پنومونی بارز نشد 

(جداول ١،٢).   
در ابتدا مولفه های خونی که در هر یک از گروه های آزمایشــی (تیمار 
و شاهد) اندازه گیری شده بودند، قبل از تلقیح (در گروه تیمار قبل از تلقیح 
باکتری پاســتورلا مولتیسیدا و در گروه شــاهد قبل از تلقیح نرمال سالین) 
به کمک آزمون تی مســتقل مورد مقایســه قرار گرفتند. بین هیچ یک از 
مولفه های خونی دو گروه، قبل از مداخله (تلقیح)، تفاوت آماری معنی داری 
مشــاهده نشــد (٠٫٠۵<p). ســپس این مولفه ها بعد از تلقیح نیز مجدداً با 
اســتفاده از آزمون تی مســتقل در دو گروه مقایسه شــدند. نتایج حاکی از 
آن بود که گلبول ســفید (٠٫٠٠٣=p)، پروتئین کل (٠٫٠٠١=p)، لنفوسیت 
(٠٫٠٠۵=p) و نوتروفیل سگمانته (٠٫٠٠=p) در دو گروه بعد از تلقیح تفاوت 
معنی داری نشان دادند. به منظور مقایسه این مولفه ها در هر یک از گروه ها 
بطور جداگانه (یعنی قبل و بعد از تلقیح در گروه تیمار و نیز در گروه شاهد) 

جدول ١. امتیازات بالینی گوساله های تیمار.

ساعت ۴٨ ساعت ۴٢ ساعت ٣۶ 
(درمان)

 ساعت ٣٠
(BAL)

ساعت ٢۴ ساعت ١٨ ساعت ١٢ ساعت۶ ساعت صفر زمان
علائم بالینی

٠ ١ ٢ ٢ ٣ ٣ ٢ ٢ ٠ درجه حرارت بدن
٠ ٠ ٠ ١ ١ ١ ٢ ١ ٠ ترشحات بینی
١ ١ ١ ١ ١ ١ ١ ١ ١ سرفه خود به خودی یا ایجاد شده
٠ ٠ ٠ ١ ٢ ٢ ٢ ٢ ٠ وضعیت چشم یا گوش
١ ٢ ٣ ۵ ٧ ٧ ٧ ۶ ١ جمع امتیازات

جدول  ٢. امتیازات بالینی گوساله های شاهد.

ساعت ۴٨ ساعت ۴٢ ساعت ٣۶ 
(درمان)

 ساعت ٣٠
(BAL)

ساعت ٢۴ ساعت ١٨ ساعت ١٢ ساعت۶ ساعت صفر زمان
علائم بالینی

٠ ٠ ٠ ١ ١ ١ ٢ ٢ ٠ درجه حرارت بدن
٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ترشحات بینی
١ ١ ١ ١ ٠ ٠ ١ ١ ١ سرفه خود به خودی یا ایجاد شده
٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ وضعیت چشم یا گوش
١ ١ ١ ٢ ١ ١ ٣ ٣ ١ جمع امتیازات

جدول ٣. مولفه های خونی گروه تیمار (N=۵) قبل و بعد از تلقیح باکتری پاستورلا مولتیسیدا.

قبلمولفه های خون
میانگین و انحراف معیار

بعد
میانگین و انحراف معیار

p-value

١/۵٠/٠٠٣± ٢/٩١۴/٩ ± ٨/٧گلبول سفید
٠/٣٠/٠٠١ ± ٠/٢۶/۵۶ ± ۵/٣پروتئین کل

۶/٧٠/٠۵٨ ± ٠/٨٨/۶ ± ٠/٨سلول های باند
٣/۵٠/٧٩+٠/٨١/۶ ± ١/٢ائوزینوفیل ها
١٧/۶٠/٠٠٩ ± ٧/۴٣١/٢ ±  ۶۴/٨لنفوسیت ها

٩/٧٠/٠٠٢ ± ٧/٣۶۵/۴ ± ٣٠/٨نوتروفیل سگمانته
٧۵/١٠/٠٩ ± ١٩٠/٠۴١٠/۶ ± ۵٧۴/٠پلاکت ها
PCV٣۴/٣/٢٣٢/٨ ± ٩ ± ۴/٢٠/٠۵۴

١/٧٠/١۵ ± ١/٣١١/٨ ± ١١/٢هموگلوبین
١/٢٠/٢٠ ± ١/٣١١/٠ ± ١٠/٧گلبول های قرمز

MCH١ ± ٣٠/٠/۵٣٠/۴ ± ١/٨٠/٧۴
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از آزمون تی وابسته استفاده گردید (جداول ٣،۴). نتایج حاکی از آن بود که 
قبل و بعد از تلقیح باکتری در گروه تیمار تفاوت معنی داری در گلبول سفید 
(٠٫٠٠٣=p)، پروتئین کل (٠٫٠٠١=p)، لنفوســیت (٠٫٠٠٩=p) و نوتروفیل 
سگمانته (٠٫٠٠٢=p) مشاهده شد، در حالی که  در سایر مولفه های خونی در 
این گروه (تیمار) تفاوت معنی داری مشاهده نگردید (جدول ٣). این در حالی 
است که بین هیچکدام از اجزاء خونی (بجز هموگلوبین) در گروه شاهد قبل 

و بعد از تلقیح باکتری تفاوت معنی داری مشاهده نگردید (جدول ۴). 
از طرفی، نتایج آزمایشات باکتری شناسی مایعات BAL در گوساله های 
تیمار و شــاهد نشان داد که در همه گوســاله های تیمار، باکتری پاستورلا 
مولتیسیدا جدا شد و در گروه شاهد هیچ باکتری جدا نگردید. نتایج حاصل از 
سلول شناسی مایعات BAL (ارزیابی سلول های این مایع یعنی نوتروفیل ها، 
ماکروفاژها، لنفوسیت ها و سلول های اپیتلیال) در دو گروه تیمار و شاهد حاکی 
از آن بود که اختلاف معنی داری در تعداد نوتروفیل ها (٠٫٠٠=p)، ماکروفاژ ها 
(٠٫٠٠=p)، لنفوسیت ها (٠٫٠٠٣=p) و سلول های اپی تلیال (٠٫٠٠=p) گروه 

تیمار نسبت به گروه شاهد وجود داشته است (جدول ۵).
به علاوه، اندازه گیری میزان آنکســین ها (آ-١ و آ-٢) در ســرم خون 
در هر یک از گروه ها با استفاده از آزمون تی مستقل انجام گردید که طبق 
آن بیــن میزان آنکســین آ-١ و آ-٢ در دو گروه تفــاوت آماری معنی داری 
(٠/٠۵=p) مشاهده شد. به عبارتی میانگین آنکسین آ-١ و آ-٢ در گروه تیمار 

نسبت به گروه شاهد افزایش نشان داد (جدول ۶).

بحث
ایجاد پنومونی ریوی به شکل تجربی از چندین روش مختلف امکان 
پذیر اســت. معمــول ترین روش، اســتفاده مداوم از آئروســل آلوده کننده 
گوســاله ها با ویروس پاراآنفلوانزا تیپ – ٣ (PI-٣) یا ویروس التهاب بینی 
نایــی عفونی گاوان (IBR) اســت که به دنبال آن آئروســل حاوی منهمیا 
همولیتیکا اســتفاده شــده باشــد و بنابراین در فاصله ٣ تا ١٣ روز بعد سبب 
یک ذات الریه برونشــی چرکی می شــود. ذات الریه پاستورلوزی که مشابه 
با رخداد طبیعی بیماری باشــد، می تواند به صورت تجربی توســط تماس 
گوساله ها به صورت مداوم با هرپس ویروس-١ گاوی (BHV-١) و منهمیا 
همولیتیکا به صورت جداگانه در عرض ۴ روز ایجاد شود (١۴). بطور معمول 
ایجاد پنومونی به اســتفاده از یک عامل تکی و با بکاربردن باکتری خاصی 
همچون پاستورلا مولتیسیدا، کمتر انجام شده ولی این امکان وجود دارد که 
با اســتفاده از این باکتری حتی پنومونی، مشابه با علائم دیده شده در فیلد 
ایجاد کرد (١۵)، بنابراین همانند منهمیا همولیتیکا چالش تجربی گوساله ها 
با پاستورلا مولتیسیدا به تنهایی باعث ایجاد علائم بالینی و تغییر بیماریزایی 
در ریه شــبیه به آن چه در رخداد طبیعی بیماری دیده شــده است، می شود 
ولی تعداد زیادی از باکتری باید از روشی تجویز شود که از مجرای فوقانی 
تنفسی (عموماًً از طریق تزریق داخل نایی) عبور کند. گوساله های مبتلا به 
پاستورلا مولتیسیدا به تنهایی علائم بالینی تب، تعداد تنفس افزایش یافته و 
گاهی اوقات افسردگی، سرفه و ترشحات مخاط و مخاطی چرکی را نشان 

جدول ۴. مولفه های خونی گروه شاهد (N=۵) قبل و بعد از تلقیح نرمال سالین.

قبلمولفه های خون
میانگین و انحراف معیار

بعد
میانگین و انحراف معیار

p-value

٢/٠٠/۶۶± ٢/۵٩/٩٠ ± ٩/٣گلبول سفید
٠/١٠/١٨ ± ٠/٢۵/۵ ± ۵/٣پروتئین کل

٠/۵٠/٠٩ ± ٠/٨٠/۶ ± ١/٢سلول های باند
٠/٨٠/٢٠± ٣/۵٠/۶ ± ١/۶ائوزینوفیل ها
١٢/٠٠/۴٧ ± ٧/٢۶٩/٨ ±  ۶۵/٨لنفوسیت ها

١١/١٠/۵٨ ± ۵/٢٢۵/٨ ± ٢٨/۶نوتروفیل سگمانته
١٣٨/۵٠/١۶ ±  ١۵٠/٢۵٩۶/۶ ± ۶۴٧/٠پلاکت ها
PCV٣٨/۴  ± ٧/٨٣٨/۴ ± ۴/۴٠/٩٨

١/٣٠/٠٣ ± ١/٢٩/٧ ± ١٠/۴هموگلوبین
١/١٠/٠٧ ± ١/٠١٠/١ ± ١٠/۵گلبول های قرمز

MCH١ ± ٣٠/٠/۴١ ± ٢٩/٨/۴٠/٧٩

جدول ۵. توزیع مولفه های سلول شناسی مایع BAL  بر حسب درصد در دو گروه 
مورد آزمون.

مولفه های سلول 
شناسی (٪)

p-valueگروه ها
(۵=n) تیمار(۵=n) شاهد

١١/۴١٣/٧٠/٠٠سلول اپی تلیال
١٠/٩١۵/٨٠/٠٠٣لنفوسیت
۴۶/٨۶۴/١٠/٠٠ماکروفاژ
٣٠/٣۵/۶٠/٠٠نوتروفیل

جدول ۶. میزان آنکسین آ-١ و آ-٢ در سرم خون و مقایسه آن ها در دو گروه تیمار 
و شاهد.

گروه هاسرم خون
(میانگین ± انحراف معیار)

p-value

(۵=n) تیمار(۵=n) شاهد
٠/٢٧٠/٠٠± ٠/۵٨/٢± ١١/١آنکسین آ-١
٠/٢٩٠/٠٠± ١/٢٣٧/٣± ١١/٨آنکسین آ-٢
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می دهند (١۶) . 
در این تحقیق نیز این کار با استفاده از سویه های بومی این باکتری که 
از ریه یک راس گوساله مبتلا به پنومونی توسط موسسه رازی جدا شده بود 
برای اولین بار در ایران انجام شد. بررسی نتایج امتیازات بالینی در گروه تیمار 
نشــان داد که از ســاعات اولیه پس از تلقیح باکتری به داخل نای (حدود ۶ 
ساعت بعد) تغییرات بالینی در گوساله ها (درجه حرارت بدن، ترشحات بینی، 
ســرفه خود به خودی یا ایجاد شــده، وضعیت چشم و گوش) شروع شده و 
جمع امتیازات بالینی به بالاتر از عدد ۴ که نشانگر آغاز ذات الریه می باشد، 
رســیده اند و این افزایش با توجه به تغییراتی که حاصل از حضور باکتری 
در مجاری تنفســی تحتانی، عفونت و التهاب ناشــی از آن بروز کرده رو به 
وخامت نهاده که با توجه به جدول ١ در حدود ساعات ١٨ و ٢۴ به اوج خود 
رسیده بطوری که در این محدوده زمانی جمع امتیازات مذکور عدد ٧ را نشان 
می دهد که بر اساس تعریف ارائه شده (از جمع این امتیازات)، به خوبی نشان 
گر بروز ذات الریه در گروه تیمار اســت. در تحقیق Dowling و همکاران 
در سال ٢٠٠٢ نیز که از باکتری پاستورلا مولتیسیدا بیوتیپ آ: ٣ استفاده و در 
نای گوساله های حدود ٨ هفتگی تلقیح کرده بودند در عرض ۴ تا ۶ ساعت 
پس از عفونت، ١٢ گوساله از ١۶ گوساله، افسرده شده، از پا افتاده، علائم 
سختی تنفسی و ترشحات خفیف بینی داشته، اشتهایشان کاهش یافته و به 
صداهای خفیف یا تحریکات بینایی پاسخی نشان نداده بودند. دمای مقعدی 
ســریعاً در تمام گروه ها بعد از عفونت افزایش یافته و در بالاترین حد خود 
 ٩ CFU ۶٠ باکتری در دوز ml ۵ ساعت پس از عفونت برای آن هایی که با
 ٩ CFU ١٠ ١٠ و دوز CFU ١٠ تلقیح شــده بودند رســید و برای بقیه (با دوز
١٠ در حجم های ml ۶٠  و ٣٠٠) در ٢٣ ساعت پس از عفونت، به بالاترین 
حد خود رسید (١۵) که این نتایج با تحقیق انجام شده حاضر با سویه بومی 
 ٣٠٠ ml باکتری پاستورلا مولتیسیدا بکار رفته و در دوز پیشنهادی به میزان
در رقت CFU/ml ١٠٩ × ٢  از این باکتری مطابقت داشته و نتایج بدست آمده 
بروز پنومونی را بیان می کند. این در حالی است که با توجه به جدول ٢ در 
گوســاله های گروه شاهد پس از تلقیح باکتری علی رغم افزایش جزئی در 
این امتیازات (حداکثر عدد ٣ که این عدد نیز در محدوده طبیعی تلقی شده) و 
می تواند به التهاب جزئی در اثر ورود حجم بالای نرمال سالین به ریه مرتبط 
باشــد، در هیچ زمانی پس از تلقیح نرمال سالین افزایش امتیازات بالاتر از 
عدد ۴ (که نشان گر ذات الریه است) دیده نشد و از این رو قاطعانه می توان 
ابراز نمود که در گروه شاهد که با همین حجم نرمال سالین تلقیح شده بود 

ذات الریه ای بروز ننموده است. 
از طرفی با توجه به نتایج یافته های خون شناسی، در حالی که بین دو 
گروه تیمار و شاهد قبل از تلقیح در نای (باکتری به گروه تیمار و نرمال سالین 
به گروه شاهد)، هیچ تفاوت معنی داری در مولفه های خونی مشاهده نشده 
بــود، ولی پس از تلقیــح در برخی از اجزای خونی همانند تعداد گلبول های 
ســفید و نوتروفیل های ســگمانته و لنفوســیت ها در گروه تیمار نسبت به 

شاهد افزایش معنی داری مشــاهده گردید که این یافته می تواند به همراه 
نتایج آزمایشــات باکتری شناسی در BALF (در مایعات BAL) بدست آمده 
از گوســاله های گــروه تیمار که در تمــام موارد در آن ها باکتری پاســتورلا 
مولتیسیدا دیده شده بود، نشان دهنده بروز ذات الریه در گروه تیمار نسبت 

به گروه شاهد باشد.
هم چنین ارزیابی سلول شناسی BALF گوساله های تیمار و شاهد نشان 
می دهد که تمامی مولفه ها شامل نوتروفیل ها، ماکروفاژ ها و سلول های اپی 
تلیال در گروه تیمار نســبت به گروه شاهد اختلاف معنی داری داشته و این 
یافته ها نشان دهنده التهاب پارانشیم ریوی و پنومونی رخ داده در این گروه 

می باشد.
با توجه به نتایج حاصله از این تحقیق مشخص شد که تغییرات سرمی 
آنکســین های آ-١ و آ-٢ نیز در گوســاله های تیمار نسبت به گوساله های 
شــاهد افزایش معنــی داری را نشــان داده انــد. التهاب، یکــی از بهترین 
مشخصه های فرآیند های بیولوژیک است که توسط آنکسین ها تنظیم شده 
اســت و آنکســین آ-١ قادر به ممانعت عمل آنزیم های مختلف درگیر در 
فرآیند التهاب شــامل فســفو لیپاز آ-٢ و سیکلواکسیژناز٢  و از طرفی وادار 
نمودن سنتز نیتریک اکسید می باشد. به علاوه وقتی که آنکسین آ-١ ترشح 
شــد، به گیرنده پپتید فورمیــل (formyl peptide receptor) متصل 
شده، جداسازی سلول را ارتقاء داده و با کاهش بعدی در پاسخ التهابی، مانع  
مهاجرت لکوسیت ها می شود. در مجموع آنکسین آ-١ خارج سلولی با تأثیر 
در مهاجرت لکوسیت ها از طریق فعال سازی گیرنده پپتید فورمیل، در آپوپتوز 
دخیل است و می تواند پاسخ های پرو- آپوپتوتیک (pro-apoptotic) در 
نوتروفیل هــا به راه بیاندازد (١٧). همچنین به نظر می رســد آنکســین آ-١ 
درسطح سلول برای زدودن سلول های آپوپتوز شده احتیاج باشد که می تواند 
توســط گیرنده های فسفاتیدیل سرین واقع بر سلول های  غرق شده ای که 
احتمالاً آنکســین آ-١ یا کمپلکس های آ-١- فسفاتیدیل سرین تشخیص 
می دهند، واسطه گردد (١٨) . بنابراین آنکسین آ-١ و آ- ٢ در فاز های التهابی 
در سطح موضعی یا عمومی حضور می یابند (١٩) و افزایش این پروتئین ها 
در ســرم نیز مورد انتظار است. چندین مطالعه سنتز افزایش یافته آنکسین 
آ-١ را در پاســخ به گلوکوکورتیکوئیدها در انواع سلول های مختلف نشان 

داده اند (٢٠).
 می تــوان به طور خلاصه گفــت که آنکســین آ-١ دارای اثرات ضد 
مهاجرتی و ضد التهابی بر روی نوتروفیل ها و منوســیت ها در چندین مدل 
در محیط آزمایشــگاه (٢١) و در بدن موجود زنده می باشــد (٢٢). از طرفی 
آنکسین آ-١ دارای یک الگوی مجزای انتشار سلولی در لکوسیت ها می باشد 
 haematopoietic) (٢٣) و به میزان زیادی در ســلول های رده خون ساز
lineage) شــامل نوتروفیل ها، منوســیت ها- ماکروفاژ ها و ماست سل ها 
 (Polymorphonuclear) بیان می شــود. ســلول های چنــد هســته ای
گویچه های سفید، محتوی مقادیر زیادی از آنکسین آ-١ هستند که ممکن 
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است به حدود  ۴ درصد کل پروتئین های سیتوسولیک برسند (٢۴) موقعیت 
قرارگیری آنکســین آ-١ بین انواع مختلف سلول ها متنوع می باشد. در بین 
نوتروفیل ها برای مثال این پروتئین به طور غالبی در گرانول های ژلاتینی 
قرار دارد (٢١). در ماســت سل ها، آنکســین آ-١ در گرانول های- آلفا قرار 
می گیرد (٢۵) ولی در ماکروفاژ ها و اکثر سلول های دیگر بررسی شده، عمدتاً 
در سیتوپلاسم است، گرچه بسته به فعالیت سلولی، آنکسین آ-١ هم چنین 

در ارتباط با غشاء، اسکلت سلولی و هسته نیز یافت شده است (٢٨،٢۶).
همــان طــور که قبلاً اشــاره شــد آنکســین آ-٢ به مقدار زیــادی در 
ماکروفاژها بیان شــده، به عنوان یک تترامر در ســطح ســلول حضور دارد 
و در آنتی ژن های باکتریایی و ویروســی شناخته شــده است (۵،۶). میزان 
آنکسین آ-٢ با عفونت افزایش می یابد (٧). همانند آنکسین آ-١، آنکسین 
آ-٢ نیز نقش حیاتی در فاگوســیتوز لنفوســیت های آپوپتوز شده دارد و این 
مسئله نتیجه التهاب را با آزاد سازی سیتوکین های سرکوبگر ایمنی بهبود 
می بخشــد (٨). با عنایت به نتایج خون شناسی و امتیازات بالینی ثبت شده 
در گروه تیمار (حدود ٢۴ ساعت پس از تلقیح باکتری و در زمان بروز علائم 
مشــخص ذات الریه در گوساله ها) و افزایش لکوســیت ها، نوتروفیل های 
سگمانته و تفاوت معنی دار لنفوسیت ها بین دو گروه پس از تلقیح باکتری، 
همگی افزایش  این آنکسین ها در سرم را در بروز ذات الریه به عنوان یک 
بیماری التهابی با درگیری سیســتمیک بدن توجیه می نمایند. این در حالی 
اســت که در پژوهش های محدودی که تا کنون بر روی گوســاله ها جهت 
ارزیابی آنکســین ها انجام شده فقط آنکسین حاصل از شستشوی برونشی 
حبابچه ای ارزیابی شده  و هیچ گاه آنکسین آ-١ و یا آنکسین آ-٢ مربوط به 

سرم آن ها بررسی نشده است.
نتیجه گیری: با توجه به این تحقیق، بنظر می رســد که شــناخت هر 
چه بیشــتر نقش پروتئین های آنکسین آ-١ و آنکسین آ-٢ در مایعات بدن 
دامهای مبتلا به بیماری های التهابی همچون ذات الریه در تشخیص روند 
بیماری و درمان کمک کننده باشــد به گونه ای که بررسی این پروتئین به 
عنوان مارکر شناسایی بیماری ها و همچنین نقش درمانی این پروتئین ها در 

بیماری های عفونی  میتواند راه گشای جدیدی در طب باشد.

تشکر و قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی صندوق حمایت از پژوهشگران و فناوران 
کشور و معاونت پژوهشی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران در قالب پایان 

نامه دکتری تخصصی انجام شده است.
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Abstract:
BACKGROUND: Annexins (including annexin A1 and annexin A2) are important pro-

teins which have some roles in organisms such as intracellular signal conduction, mem-
brane cellular skeletal connection, cellular proliferation and differentiation, especially in-
hibitory function in inflammation processing. Pasteurella multocida is the most common 
bacterial pathogen and has high prevalence in pneumonia. OBJECTIVES: This study was 
aimed to determine experimentally annexin A1 and annexin A2 in the serum of calves af-
fected by Pasteurella multocida pneumonia. METHODS: In this research, 10 male calves 
(2 - 4 months) were allocated to two equal groups, one group as the case: 300 ml in dilution 
2×109 CFU Pasteurella multocida bacteria and the other as control group: 300 ml normal 
saline inoculated by special lavage catheter through oral to trachea. Clinical scores were 
recorded based on available tables. In treatment group, about 18 to 24 hours after inocula-
tion and synchronous with observation clinical signs changes, bronchoalveolar lavage for 
cytology and bacteriology examination were done of fluids results from washing. Blood 
sampling was taken from calves jugular vein in both groups then blood serums were ex-
amined by using ELISA kits. RESULTS: The rates of annexin A1 and annexin A2  in blood 
serum of treatment group showed significant increase (using independent t test) compared 
to control group (p<0.05). CONCLUSIONS: It seems these annexins (annexin A1 and an-
nexin A2) can be used as important biomarkers in blood serum to diagnose inflammation 
processes such as pneumonia.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Clinical scores in experimental calves.

Table 2. Clinical scores in control calves.

Table 3. Hematological parameters in experimental group (N = 5) before and after inoculation of Pasteurella multicida.

Table 4. Hematological parameters in controll group (N = 5) before and after inoculation of NaCl solution.

Table 5. Distribution of BAL fluid cells in experimental and control groups.

Table 6. Comparison of serum Annexin A1 and A2 in experimental and control groups.


