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Abstract 

Mycoplasma agalactiae is the primary etiological agent of contagious agalactia in small ruminants, a 

disease that has been reported in several countries, including Iran. The microorganism's ability to persist 

in chronic infections within herds results in substantial economic losses in the dairy industry. Recent 

advances in bioinformatics tools for macromolecular analysis, combined with the availability of the 

complete genome sequence of M. agalactiae, have enabled the systematic evaluation of diagnostically 

relevant epitopes and the rational design of novel constructs for diagnostic applications. The objective 

of the present study was to identify and evaluate epitopes with diagnostic potential and to design a multi-

epitope protein suitable for use in diagnostic assays. The open reading frames (ORFs) of M. agalactiae 

were extracted using bioinformatics approaches. These ORFs were subsequently screened based on 

cellular localization, species specificity, toxicity, allergenicity, immunogenicity, and membrane-

associated features to select appropriate candidate proteins for B-cell epitope prediction. The most 

promising epitopes were then employed in the design of a diagnostic multi-epitope protein. In silico 

analyses were performed to evaluate its structural and physicochemical properties, solubility, and 

interaction with the host MHC class II receptor. The results demonstrated that the bioinformatics 

screening process led to the selection of 5 ORFs and, ultimately, 7 B-cell epitopes exhibiting high 

immunogenicity, non-toxic and non-allergenic, and suitable specificity for M. agalactiae. Furthermore, 

the designed multi-epitope protein exhibited favorable structural stability, adequate solubility, and 

strong predicted interactions with the MHC class II receptor of goat immune cells. Overall, these 

findings suggest that the epitopes have significant potential for use in diagnostic assays and represent 

promising candidates for subsequent experimental validation of M. agalactiae infection. 
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Introduction 

Mycoplasma agalactiae is recognized as the primary etiological agent of contagious agalactia, a significant 

infectious disease affecting small ruminants, particularly sheep and goats. The disease has been reported in 

numerous countries, including Iran, and remains a major concern for livestock health and dairy production systems. 

Infection with M. agalactiae is associated with significant economic losses due to decreased milk production, 

veterinary intervention costs, reduced animal productivity, and the long-term persistence of infection within affected 

herds. A notable characteristic of M. agalactiae is its capacity to establish chronic and subclinical infections. 

Infected animals may serve as long-term carriers, contributing to continuous transmission within herds. This 

persistence complicates control and eradication strategies, highlighting the necessity for reliable, sensitive, and 

specific diagnostic tools capable of detecting infection at various stages. Conventional diagnostic approaches, 

including microbiological culture and serological assays, may be limited by their sensitivity, specificity, or time 

requirements, emphasizing the need for improved diagnostic strategies based on well-defined antigenic 

determinants. 

Advances in bioinformatics and immunoinformatics have provided powerful tools for antigen discovery and rational 

diagnostic design. The availability of the complete genome sequence of M. agalactiae enables the systematic 

evaluation of its open reading frames (ORFs) to identify proteins with diagnostic potential. Computational screening 

approaches allow for the prediction of immunogenic, non-toxic, and species-specific epitopes, thereby accelerating 

the development of recombinant diagnostic constructs. In particular, multi-epitope proteins, constructed by 

combining selected immunodominant epitopes into a single sequence, offer a promising platform for enhancing 

diagnostic performance while maintaining specificity. 

The present study aimed to identify B-cell epitopes with diagnostic potential from the M. agalactiae genome and to 

design a multi-epitope protein suitable for use in diagnostic assays. Using a comprehensive in silico screening 

pipeline, candidate proteins were selected, epitopes were predicted and evaluated, and the resulting multi-epitope 

construct was analyzed in terms of its structural, physicochemical, and immunological properties. 

 

Materials & Methods 

A systematic bioinformatics approach was used to identify suitable antigenic targets from the complete proteome 

of M. agalactiae. Initially, all ORFs were extracted from the genomic dataset and subjected to a multi-step screening 

process, based on predefined criteria, to select targets with diagnostic relevance and safety. The first screening step 

involved the prediction of subcellular localization. Proteins predicted to be surface-exposed, membrane-associated, 

or secreted were prioritized, as these proteins are more accessible to the host immune system and are more likely to 

induce antibody responses detectable in serological assays. Computational localization tool, PSORT, was used to 

classify proteins according to their predicted cellular compartments. 

Subsequently, species-specificity analysis was conducted to reduce potential cross-reactivity with other 

microorganisms, particularly closely related Mycoplasma species. The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

was used to exclude proteins with high homology to non-target organisms. This step was critical for enhancing the 

specificity of the potential diagnostic construct. Candidate proteins were further evaluated for predicted toxicity and 

allergenicity using established bioinformatics servers. Only proteins classified as non-toxic and non-allergenic were 

retained for further investigation. Subsequently, immunogenicity prediction was performed to assess the potential 

of the selected proteins to elicit a humoral immune response. Proteins exhibiting favorable antigenicity scores were 

selected for detailed B-cell epitope prediction. 

Predicted linear B-cell epitopes were ranked according to their antigenicity, specificity, and overall suitability for 

diagnostic applications. The most promising epitopes were selected for inclusion in a multi-epitope construct. The 

selected epitopes were assembled into a single recombinant sequence using appropriate linker peptides to maintain 

structural independence and enhance epitope exposure. The final multi-epitope protein sequence was subjected to 

structural and physicochemical characterization. Secondary structure prediction was performed to evaluate the 

distribution of structural elements, while tertiary structure modeling provided insight into the three-dimensional 

conformation and overall stability of the construct. 

Physicochemical properties, including molecular weight, theoretical isoelectric point (pI), instability index, aliphatic 

index, and grand average of hydropathicity (GRAVY), were analyzed to determine the stability and suitability of 

the construct for recombinant expression. Solubility prediction tools were used to estimate the likelihood of 

successful expression in a heterologous host system. Finally, molecular docking analysis was performed to evaluate 

the interaction between the designed multi-epitope protein and the major histocompatibility complex (MHC) class 

doi:%2010.22108/bjm.2026.148014.1664.


35 Computational Evaluation of Diagnostic Epitopes for the Detection of Mycoplasma Infection …/ Malihe Akbarzadeh Niaki 

 

doi: 10.22108/bjm.2026.148014.1664. 

II receptor of goat immune cells. This analysis was conducted to assess the potential immunological recognition of 

the construct and its relevance for diagnostic purposes. 

 

Discussion of Results & Conclusions 

The proteome-wide screening of M. agalactiae identified five ORFs that presented all predefined selection criteria, 

including appropriate cellular localization, species specificity, non-toxicity, non-allergenicity, and predicted 

immunogenicity. These ORFs were considered suitable candidates for detailed epitope mapping. B-cell epitope 

prediction on the selected proteins identified seven linear epitopes with high antigenicity and favorable 

immunological properties. All selected epitopes demonstrated specificity to M. agalactiae, reducing the likelihood 

of cross-reactivity in diagnostic applications. Additionally, the predicted epitopes exhibited physicochemical 

characteristics consistent with antibody accessibility and immune recognition. The seven selected epitopes were 

successfully integrated into a rationally designed multi-epitope protein construct. Structural analysis indicated that 

the designed protein exhibited a stable secondary structure composition and a plausible tertiary conformation.  

Physicochemical analysis revealed that the multi-epitope construct possessed an acceptable molecular weight of 22 

kDa, compatible with recombinant expression. The instability index suggested structural stability, while the 

aliphatic index indicated potential thermostability. The GRAVY score (35.25) reflected a hydrophilic nature, 

suggesting favorable solubility characteristics. Solubility index of approximately 0.8 further supported the 

feasibility of expressing the construct in a suitable host system. Molecular docking analysis demonstrated strong 

predicted interactions between the multi-epitope construct and the goat MHC class II receptor with docking score 

of -297.76 and confidence score of 0.95. The predicted binding profile suggested stable complex formation, 

supporting the potential immunological relevance of the construct and its applicability in serological diagnostic 

assays. 

The present study demonstrates the applicability of an integrative immunoinformatics approach for the identification 

and design of diagnostically relevant antigenic determinants in M. agalactiae. Through systematic proteome 

screening and multi-parameter filtering, five candidate ORFs were identified and subsequently used for B-cell 

epitope mapping. The identification of seven highly antigenic, non-toxic, and non-allergenic epitopes highlights the 

effectiveness of the selection strategy. The design of a multi-epitope construct incorporating these selected epitopes 

represents a rational strategy for enhancing diagnostic sensitivity and specificity. By combining multiple antigenic 

regions into a single recombinant protein, the likelihood of detecting specific antibody responses may be increased 

while minimizing cross-reactivity through careful epitope selection. The favorable structural stability, predicted 

solubility, and strong interaction with goat MHC class II receptors collectively support the feasibility of recombinant 

production and immunological recognition of the construct. These properties are essential for the development of 

reliable serological diagnostic assays targeting contagious agalactia. Although the findings are based on in silico 

analyses, the comprehensive computational validation provides a solid foundation for subsequent experimental 

investigation. Future studies should focus on recombinant expression, purification, and empirical evaluation of the 

designed multi-epitope protein using sera from infected and non-infected animals to determine diagnostic 

performance. 

In conclusion, the identified epitopes and the designed multi-epitope construct exhibit significant potential as 

candidates for the development of improved diagnostic assays for M. agalactiae infection. The study underscores 

the value of genome-based bioinformatics strategies in accelerating diagnostic innovation for economically 

important infectious diseases in small ruminants. 
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 چکیده

است که در بسیاری از کشورها  نشخوارکنندگان کوچکعامل اصلی بیماری آگالاکسی مسری در ، Mycoplasma agalactiaeباکتری 

ارد به صنعت لبنیات و چشمگیریخسارات اقتصادی  صورت مزمن در دام،ماندن بهعلت توانایی باقیبه واست ازجمله ایران گزارش شده 

 امکان M. agalactiaeدسترسی به ژنوم کامل باکتری ها و همچنین با پیشرفت ابزارهای بیوانفورماتیکی در آنالیز ماکرومولکولکند. می

های تشخیص عفونت ناشی از این باکتری فراهم شده است. ای جدید برای استفاده در روشههای کاربردی و طراحی سازهتوپارزیابی اپی

های ه در آزمونتوپی قابل استفادهای دارای پتانسیل تشخیصی و طراحی یک پروتئین چند اپیتوپهدف از این مطالعه، انتخاب و ارزیابی اپی

 (Open Reading Frames, ORFsهای خوانش باز )چارچوبانفورماتیک، های بیوگیری از روشتشخیصی است. بدین منظور، با بهره

تار غشایی، و ساخ بودن، خاصیت ایمنیسمیت، آلرژنای، پس از غربالگری از نظر موقعیت سلولی، اختصاصیت گونهباکتری، استخراج و 

ی توپاپی های برتر برای طراحی یک پروتئین چندتوپانتخاب شدند. در ادامه، اپی B-cell هایتوپبینی اپیپیش برایهای مناسب پروتئین

صورت میزبان بهMHC class II رسپتور کنش آن با های ساختاری، فیزیکوشیمیایی، حلالیت و برهمو ویژگیند کار گرفته شد تشخیصی به

توپ با خاصیت اپی cell-B 5و درنهایت  ORFs 7های بیوانفورماتیکی منجر به انتخاب نتایج نشان دادند غربالگری شدند.محاسباتی ارزیابی 

 ،شدهتوپی طراحیاپی پروتئین چندهمچنین، شد.  M. agalactiaeزایی بالا، عدم سمیت، عدم آلرژنی و اختصاصیت مناسب برای باکتری ایمن

دهند ها نشان مییافتهنشان داد. های ایمنی میزبان بز سلول MHC class II با رسپتور یکنش مناسبپایداری ساختاری، حلالیت مطلوب و برهم

ت تجربی عنوان کاندید مناسب برای انجام تحقیقاتوانند بهاند و میهای تشخیصی بودههای پیشنهادی دارای پتانسیل کاربرد در آزمونتوپاپی

 در جهت شناسایی عفونت ناشی از این باکتری مورد توجه قرار گیرند.
 

 توپبینی اپی، روش تشخیصی، بیوانفورماتیک، پیشآگالاکسی مسری ن کلیدی:واژگا
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 مقدمه

یک پاتوژن فاقد  Mycoplasma agalactiaeباکتری 

عنوان عامل کلاسیک اتیولوژیک بهدیواره سلولی است که 

شود. بیماری آگالاکسی مسری در گوسفند و بز شناخته می

ویژه کشور ایران این بیماری از اکثر کشورهای جهان به

 Worldگزارش شده و سازمان جهانی سلامت حیوانات 

Organization for Animal Health (OIE))) ،

مسئول خسارات سنگین اقتصادی به  آگالاکسی مسری را

صنعت لبنیات اعلام کرده است. مطالعات متعددی حضور 

 صورت طبیعی وبهعامل بیماری را در حیوانات ناقلی که هم 

ها پس از فاز حاد آلودگی هم تجربی آلوده شده بودند، ماه

نشان دادند. ماندگاری باکتری منجر به ایجاد حالت مزمن 

عنوان تهدیدی جدی در صنعت لبنیات بهکه  شودمیبیماری 

زیرا  ؛رودو اقتصاد کشورهای وابسته به این صنعت به شمار می

حتی رابهتوانند اند میشده حیواناتی که دچار آلودگی مزمن

ریزی کنترل و حذف بیماری پنهان مانده و از دید برنامه

 [.0 -1]شوند ورشدن مجدد آتش شیوع بیماری موجب شعله

لوم ای است که از ترکیب عرشتهبین  علمییوانفورماتیک ب

های شناسی، کامپیوتر و آمار برای تحلیل و تفسیر دادهزیست

 کیبرخی از رویکردهای بیوانفورماتیکند. زیستی استفاده می

این  کمی و کیفیارزیابی های زیستی، بندی دادهشامل دسته

ها براساس ها و همچنین بهبود طراحی داروها و واکسنداده

های مولکول تجزیه و تحلیلحاصل از  زیستیاطلاعات 

DNA ،RNA  های اخیر، در سال. استو پروتئین

اوردهای ترین حوزه با دستعنوان پیشرفتهبهبیوانفورماتیک 

ها در پیشگیری، کنترل، تشخیص و درمان بیماری چشمگیر

 .[7] شکی و دامپزشکی شناخته شده استدر علوم پز

 از یکی محاسباتی ایمونولوژی یا ایمونوانفورماتیک

 که است های علم بیوانفورماتیکزیرشاخه جدیدترین

 تحلیل، برای قدرتمند رویکرد یک عنوانبه تواندمی

 طشرای در ایمنی سیستم عملکرد بینیپیش و سازیمدل

 ولیدت تسریع و توسعه ینداو فررود به کار  بیماری و لامتس

 هایداده براساس جدید های تشخیصیها و تستواکسن

و  هاواکسن چنین. کند تسهیل را پروتئومی و ژنومی

 قابلهم کنترل و برای که آنهایی ویژهبه ،های تشخیصیروش

ی طراح جهان سطح درکشنده و فراگیر  عفونتی عوامل با

 هبودببرای ای ویژه استراتژیکی اهمیت از توانندمی ،اندشده

ف طی ازایمنوانفورماتیک  .باشند برخوردار جهانی سلامت

ها ژنیدر آنت توپبینی اپیپیش برایابزارها  ای ازگسترده

 ی ازجملهبا اهداف مختلف ، اخیراًبینیپیشکند. این استفاده می

 ساخت ها وهای تشخیصی، شناسایی علل بیماریتست تولید

رفته توجه محققان قرار گشایان توپ های مبتنی بر اپیواکسن

لت عاند بهتوپ نشان دادههای مبتنی بر اپیواکسن است.

دو  رتر با ماندگاری بیشتر، تحریک هایجاد پاسخ ایمنی قوی

ین جایگز سیستم ایمنی همورال و سلولی و امنیت بالاتر،

ف های زنده تخفیهای کشته و واکسنمناسبی برای واکسن

ر های تشخیصی مبتنی بکیتهمچنین  .هستند یافته حدت

از  شمگیریچنیز مزایای  یتوپاپی چندهای نوترکیب پروتئین

حساسیت و ساخت آسان و هزینه تولید کمتر، قبیل 

سبت به پایین نتایج مثبت کاذب نمیزان اختصاصیت بیشتر و 

 .[6] ندژن دارکل باکتری یا آنتیهای مبتنی بر کیت

بربودن و هزینه بالای آزمایشات ، با توجه به زمانهمچنین

 زایی هر پروتئین شامل بیان پروتئینمربوط به بررسی ایمن

زابودن پروتئین سازی و بررسی ایمننوترکیب، خالص

شده، استفاده از ابزار بیوانفورماتیکی و سازیخالص

نی یک ژهای فیزیکوشیمیایی و آنتیگویی ویژگیپیش

های آن و طراحی یک پروتئین توپین و اپیپروتئ

توپ مورد اطمینان پیش از انجام مراحل تجربی، اپیمولتی

 .[5] رسدامری کلیدی به نظر می

ی، بیوانفورماتیککارگیری ابزارهای بهدر مطالعه حاضر، با 

 .M تریهای سطح سلولی باکتوپی پروتئیننواحی اپی

agalactiae و سپس از کنار هم قرار دادن  ندتخمین زده شد

ن ها با استفاده از لینکر مناسب، یک پروتئیتوپبهترین اپی

doi:%2010.22108/bjm.2026.148014.1664.
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 ساخته شد که ژنی بالاتوپی با پتانسیل آنتینوترکیب چند اپی

 .ارددرا علیه این باکتری  هابادیقابلیت شناسایی آنتی

 

 هامواد و روش

استخراج توالی ژنوم باکتری و ارزیابی 

 تشخیص منتخبهای پروتئین

از پایگاه داده  M. agalactiaeابتدا توالی ژنوم باکتری 

NCBI  با فرمتFASTA  سپس با استفاده از شداستخراج .

های خوانش باز چارچوب تمامی ORFfinderسرور 

(Open Reading Frames, ORFs) والی موجود در ت

حاصل، های ORF. از میان ندتعیین شد شدهاستخراجژنوم 

های غشای خارجی و خارج پروتئینمربوط به های ORFتنها 

با  ،اینبنابر هستند؛در معرض سیستم ایمنی میزبان  سلولی

موقعیت سلولی هریک از  Psortاستفاده از سرور 

و  دگویی ششده پیشهای تعیینORFهای حاصل از پروتئین

های غشای خارجی و پروتئینمربوط به های ORF صرفاً

. در مرحله بعد با استفاده از [3] شدندانتخاب خارج سلولی 

 ORFs، وجود توالی سیگنال پپتید در SignalPسرور 

. [9]شد ها حذف لی اصلی پروتئینبررسی و از توا ،حاصل

های حاصل برای بررسی اختصاصیت پروتئینمنظور به

 ترازیهمها ORFروی توالی همه  M. agalactiaeباکتری 

ها دارای همولوژی بالا با سایر گونههای ORFو  انجام گرفت

، همه VaxiJenسپس با کمک سرور  .ندحذف شد

د ح با در نظر گرفتن زاییها از نظر خاصیت ایمنپروتئین

انجام  ایبرهایی با امتیاز بالاتر آنالیز و پروتئین، 0/4 آستانه

های داخل مارپیچ همچنین، .[14] شدندمراحل بعدی انتخاب 

ناسبی دید مو کان ندی که در معرض سیستم ایمنی نبودیغشا

حذف  TMHMM با استفاده از سرور ،ندیستبرای تشخیص ن

 .[11] شدند

 
 

هاای منتخب  توپاپی B-cellبینی و ارزیاابی  پیش

 تشخیص

های فضااایی و خطی مربوط توپاپی B-cell بعد،در مرحله 

 افزارنرمهاای حاصااال با اساااتفاده از   باه هریاک از پروتئین  

SVMTriP (http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/ 

prediction.php)  براساااس توالی آمینواساایدی پروتئین و 

 /ElliPro (http://tools.immuneepitope.org افزارنرم

tools/ElliPro) بعدی پروتئین با فرمتبراساس ساختار سه 

PDB شااده بینیپیشهای توپاپی .[13، 11]شااد بینی پیش

بودن و خاصاایت ایمنی بررسی آلرژناز نظر سامیت،   مجدداً

ز ها اتوپاصاال، بهترین اپیحهای توپاز میان اپیو  شاادند

زایی و سااامیت، خاصااایت ایمنمانند  ،نظر فاکتورهای مهم

 . دشانتخاب  یتوپاپی چندپروتئین  یک ساخت برای

 

 یتوپسااا ات و ارزیاابی یاک پروتئین چند اپی   

 منتخب هایتوپبا استفاده از اپی کاندید تشخیص

های منتخب به هم متصاال توپ، اپیKKبا اسااتفاده از لینکر 

م و ساااختار دو .شاادساااخته  یتوپاپی چندو پروتئین  ندشااد

و  SOPMA افزارهاینرمبا رتیب تبهپروتئین حاصاال سااوم 

Robetta  خصاااوصااایااات  . همچنین ناادبینی شاااادپایش

 عمرنیمه و از قبیل وزن مولکولی، پایداری فیزیکوشااایمیایی

بررسای   ProtParam Toolسارور آنلاین  پروتئین از طریق 

میزان حلالیت پروتئین  Protein-solافزار آنلاین نرم .شاااد

 حلالیت میانگین میزان با مقایسه در حاصل را توپیچند اپی

محاساابه کرد  E. coli محلول باکتری هایپروتئین مناسااب

دارد. هرچه عدد حاصاال به این شاااخص  07/4که شاااخص 

بودن وضاااعیت حلالیت مطلوببه معنی  ،تر باشااادنزدیاک 

 .استپروتئین مدنظر 

 

کاندید  توپیچند اپیکنش پروتئین بررساای بره 

 با سیست  ایمنی میزبان  تشخیص

ه در شاااادطراحیتوپی اپی منظور ارزیااابی پروتئین چناادبااه

کنش مطلوب با سیستم ایمنی میزبان، با استفاده از سرور برهم
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HDOCK   نوان عبااهداکاینااو مولکولی بین این پروتئین

 NCBI Referenceبز ) DRB1-4لایاگااانااد و پروتئین   

Sequence: NP_001301146.2 )عاناوان رساااپاتور   بااه 

MHC class II [10] های ایمنی میزبان انجام گرفتسلول. 

 

 نتایج

 یصتشخهای منتخب و انتخاب پروتئین ارزیابی

از  ORF 0351درمجموع  ORFfinderبراساس نتایج سرور 

که از  ندشناسایی شد M. agalactiaeتوالی ژنوم باکتری 

 هایعنوان پروتئینبه Psortتوسط سرور  ORF 69میان آنها 

 علت موقعیتبه. شدندمعرفی غشای خارجی و خارج سلولی 

ها و در دسترس بودن آنها برای سیستم سلولی این پروتئین

ت. ادامه یاف ORF 69مراحل بعدی روی این ایمنی میزبان، 

 ORF 11موجود،  ORFsروی توالی  ترازیهم پس از انجام

عنوان به هاعلت عدم وجود همولوژی بالا با سایر گونهبه

 ،M. agalactiaeهای اختصاصی برای باکتری پروتئین
زایی از نظر خاصیت ایمنی VaxiJenتوسط سرور  انتخاب و

 ORF 7درمجموع  ندند. نتایج این سرور نشان دادشدبررسی 

واحی تخمین ن برایو  ندبودژنی دارای بالاترین امتیاز آنتی

 توپی وارد مرحله بعد شدند.اپی

 

ی منتخب هاتوپاپی B-cell و انتخاب بینیپیش

 تشخیص

افزارهای آنلاین نرمبا ها توپاپی B-cellبینی پس از پیش

SVMTriP  وElliPro ،غیرتوکسیک،  هایتوپاپی

رهای افزانرمبا ژنی بالاتر غیرآلرژن و دارای خاصیت آنتی

عنوان به VaxiJenو  ToxinPred ،AllerTOPآنلاین 

 یتوپاپی چندساخت پروتئین برای های منتخب توپاپی

شکل و  1 جدولدر  منتخبهای توپشدند. این اپیانتخاب 

.نداشدهذکر  1

 

 منتخب یهاتوپیاپ B-cell ستی. ل1 جدول
Table 1. Selected B-cell Epitopes 

Toxicity Allergenicity 
VaxiJen 

Score Score Epitope Sequence  

Non Toxic Non Allergen 0.74 1.00 HSEALEAIYSHVPGLKVIMP 
 

Linear Epitopes 

Predicted via 

SVMTriP 
 

Non Toxic Non Allergen 0.80 0.95 AASCGDKYFKETEVDGVKTI 

Non Toxic Non Allergen 0.99 0.91 YNSLAAKLASKKITDKYKRE 

Non Toxic Non Allergen 0.68 0.77 
TFADIAQKSFKNSAAQNSRLH 

  

Discontinuous 

Epitopes 

Predicted via 

Ellipro 

 

Non Toxic Non Allergen 0.73 0.73 
TADVTIPLPVLEKQ 

 

Non Toxic Non Allergen 0.69 0.72 
KNSQTDAPSRITNESNTVSFSSFNPEF

KKYLT 

Non Toxic Non Allergen 0.70 0.66 
EDAGFEGGVFRATEGLQKKYGDQR

VWDSPISEGG 
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 در را شدهینیبشیپ یهاتوپیزرد رنو اپ ینواح. ElliProافزار توسط نرم شدهینیبشیپ یهاتوپیاپ B-cell یبعدساختار سه -1 شکل

 .دهدیم شینما نیپروتئ یبعدسه ساختار
Figure1. 3D structure of B-cell Epitopes estimated by ElliPro. 

 

های توپتوپی با اپیسااا ات پروتئین چناد اپی  

 منتخب

شااده با کمک لینکر انتخابهای توپاپی B-cellبا اتصااال 

KK توپی مدنظر ساخته شد.اپی پروتئین چند 

HSEALEAIYSHVPGLKVIMPKKAASCGD

KYFKETEVDGVKTIKKYNSLAAKLASKK

ITDKYKREKKTFADIAQKSFKNSAAQNSR

LHKKKIIDQIIQSVTLNPNGKDSLQEQKK

TADVTIPLPVLEKQKKKNSQTDAPSRITN

ESNTVSFSSFNPEFKKYLTKKEDAGFEGG

VFRATEGLQKKYGDQRVWDSPISEGG 

 توپیاپی بینی سا تار دوم و سوم پروتئین چندپیش
توپی اپی پروتئین چند SOPMAبا استفاده از سرور آنلاین 

 ،این . براساسشدحاصل از نظر ساختار دوبعدی ارزیابی 

 و random coil ،extended strand (β fold) حضوردرصد 
α helices که در درصد است  09/09و  6/9، 91/04ترتیب به

ساختار سوم پروتئین چند  است.نمایش داده شده  الف-1 شکل

 PDBبینی و فایل پیش ،Robettaافزار توپی توسط نرماپی

(.ب-1شکل )شد استخراج  حاصل
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 ینیبشیپ (ب SOPMAافزار با استفاده از نرم دوم ساختار ینیبشیپ( الف. شده یطراح یتوپیاپ چند نیپروتئ ساختار ینیبشیپ -1 شکل

 Robetta افزارساختار سوم با استفاده از نرم
Figure 2. Prediction of Multi-Epitope Protein Structure.

 

ارزیابی  واص فیزیکوشیمیایی و حلالیت پروتئین 
 کاندید تشخیص

ین خواص فیزیکوشیمیایی پروتئهای حاصل از ارزیابی یافته
نشان  ProtParam Toolتوسط سرور آنلاین  توپیچند اپی

آمینواسید با وزن مولکولی  193 پروتئین شاملاین  ندداد
ساعت  14) عمر مطلوبنیمهدارای و کیلودالتون  11تقریبی 

همچنین، شاخص  .است (E. coli در میزبان باکتریایی
( تخمین زده شد که 04>) 17/37ناپایداری این پروتئین 

نهادی توپی پیشپایداری مطلوب پروتئین چند اپی حاکی از
 ندنشان دادنیز  Protein-solافزار نتایج حاصل از نرم .است

تخمین  3/4 ، تقریباًحلالیت پروتئین کاندید تشخیصشاخص 
های حلالیت مناسب پروتئین شاخصدر مقایسه با  زده شد که
حلالیت بالای پروتئین پیشنهادی را  E. coli (07/4،)باکتری 
 دهد.نشان می

 
 یتوپیچند اپ نیپروتئ تیحلال زانیم ینیبشیپ -3 شکل

(QuerySolدر مقا )یاکترب یهانیپروتئ تیحلال نیانگیبا م سهی 

E. coli (PopAvrSol.) 
Figure 3. Predicting the Multi-epitopic protein 

(QuerySol) Solubility Compared to the Average 

Solubility of E. coli Proteins (PopAvrSol). 

 

کاندید  توپیچند اپیکنش پروتئین بررساای بره 
 با سیست  ایمنی میزبان  تشخیص

توپی پیا نتایج حاصل از داکینو مولکولی بین پروتئین چند
عنوان به DRB1-4عنوان لیگاند و پروتئین بهشده طراحی
های ایمنی میزبان با استفاده از سلول MHC class IIرسپتور 
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. امتیاز نداشدهنمایش داده  0شکل در  HDOCKسرور 
اطمینان  امتیاز و -56/195( Docking Scoreداکینو )

(Confidence Score )97/4 کنش حاکی از برهم بود که
 .استمناسب بین این دو پروتئین 

 
( و یا)قهوه DRB1-4 رسپتور نیب یمولکول نویداک -0 شکل

 )زرد( صیتشخ دیکاند یتوپیاپ چند نیپروتئ
Figure 4. Molecular Docking between DRB1-4 

Receptor (Brown) and Serodiagnostic Candidate 

Multi-Epitope Protein (Yellow) 

 

 بحث
دلیال احتماال بالای انتشاااار عامل   بیمااری آگاالاکسااای باه   

ز ها پس ازا از حیوانات ناقل بدون علامت حتی تا ماهبیماری
آلودگی اولیاه، پتانسااایل ایجاد حالت مزمن و ماندگاری در  

کاه حاذف کامل این بیماری از ساااطح گله را    داردگلاه را  
نجر بیوتیکی نیز مد. از سوی دیگر، درمان آنتیکندشاوار می 

رو، ازاین ؛شاااودمیو افزایش حالت ناقل  باه کااهش علا م  
ام و تشخیص زودهنگ برایکارگیری روشای دقیق و سریع  به

گری ساااریع حیوانااات آلوده و جااداساااازی آنهااا از  غرباال 
سزایی در کنترل و حذف این بیماری هحیوانات سالم، نقش ب

های موجود بادیشناسایی آنتیاز ساطح گله خواهد داشت.  
رین ته با روش سارولوژیکی الایزا مناسب در سارم افراد آلود 

ترین روش تشااخیص وجود عفونت در سااطح گله  و سااریع
ن ایانجام برای در گذشااته از عصاااره ساالول باکتری . اساات

شد که شامل مقادیر زیادی پروتئین و سایر تسات استفاده می 
هااا بود کااه بااا ایجاااد نتااایج مثباات کااذب بر  مااکرومولکول 

استفاده  امروزه، .[17، 3، 1، 1] داشتندکارایی تست اثر منفی 
شاااده حاصااال از  ساااازیهاای نوترکیاب خالص  از پروتئین
 هااایتوپهااای مولکولی شاااااماال ترکیبی از اپیتکنیااک
موجود در  هایبادیباکتری برای شناسایی آنتی ژنتیکآنتی

سارم فرد آلوده، روش مثثرتری با حسااسیت و اختصاصیت   
های ژنیافتن آنتیبرای ای مطالعات گسااترده .اسااتتر دقیق

اما  ؛های سارولوژیکی انجام گرفته است مثثر در بهبود روش
ی براطعی ق توپیاپی چنااد تاااکنون یااک پروتئین نوترکیااب

ده شاساتفاده در ساخت روش تشخیص سرولوژیکی معرفی ن 
 M. agalactiaeدسااترساای به ژنوم کامل باکتری  اساات. 

درت های دارای قبینی پروتئینفرصااات مناسااابی برای پیش 
های آنها با کمک ابزارهای توپژنی باالا و تخمین اپی آنتی

در مطالعه حاضاار، . [16] اسااتکرده بیوانفورماتیکی فراهم 
های وپتیک پروتئین جدید متشاااکل از اپی رباا برای اولین

ژنی بالا اختصااصی، غیرتوکسیک، غیرآلرژن با قدرت آنتی 
راحی ی طکاربرد در توساعه روش تشخیص سرولوژیک برای 

ئین ت. با توجه به ارتباط بین ساختار دوبعدی پروشدو معرفی 
افزار آنلاین هااای آن، بااا اساااتفاااده از نرمتوپو توزیع اپی
SOPMA شااده طراحیتوپی ساااختار دوم پروتئین چند اپی
 extended strandو   α helices. ساختارهایشدبررسی 

(β fold) هااای داخلی پروتئین در یری در بخشبااا قرارگ
 randomو ساختار  دارندپایداری و استحکام پروتئین نقش 

coil یابی در سطح سلول، در معرض سیستم ایمنی با موقعیت
 توپ در آن بالاتر اساااتاحتمال تشاااکیل اپیقرار داشاااته و 

. با توجه به درصااد حضااور هریک از ساااختارهای فو  [15]
از نظر  توپی حاضااار،توان نتیجه گرفت پروتئین چند اپیمی

وبی قرار توپ در وضعیت مطلنسیل تشکیل اپیاستحکام و پتا
 ProtParamهای حاصااال از سااارور این نتایج با یافتهدارد. 

ن که با بررسی خواص فیزیکوشیمیایی پروتئیمطابقت داشت 
 .شاااده، آن را پایدار ارزیابی کرده بودطراحیتوپی چند اپی

که حاکی از  افزارهمچنین، بر اسااااس نتایج حاصااال از نرم 
شااااخص حلالیت بالای پروتئین پیشااانهادی در مقایساااه با  

ی شاااده در باکترهای بیانمحدوده مطلوب حلالیت پروتئین
E. coli  توان اساااتنباط کرد قطبیت بالای این اسااات، می
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تشاااخیصااای و  ساااو آن را برای کاربردهای پروتئین از یک
بیان  ،د و از سوی دیگرکنمناسب می بادیکنش با آنتیبرهم

شااارایط اساااتاندارد   درساااازی آن و اجرای مراحل خالص
یل احتمال تجمع پروتئین و تشک و استپذیر سهولت امکانبه

پایین ارزیابی   E. coliباادی در سااایساااتم بیانی   اینکلوژن
 د.شومی

شده طراحی توپیاپی منظور بررسای پتانسایل پروتئین چند  به
کنش با ساایسااتم ایمنی میزبان، با اسااتفاده از ساارور  در برهم

HDOCKوتئین بعدی پرسهاکینو مولکولی بین ساختار ، د
 بعدی پروتئینساااهعنوان لیگاند و سااااختار بهشاااده طراحی

DRB1-4 عنوان رسپتوربه MHC class II  انجام میزبان بز
و  یهااای بیوفیزیککنشآنااالیز برهم گرفاات. این سااارور بااا

 کند.بیوشااایمیاایی، داکیناو بین دو مولکول را ارزیابی می  
 چند کنش مطلوب بین پروتئینآمده، برهمدستهطبق نتایج ب

دهد نشان می MHC class IIتوپی پیشنهادی و رسپتور اپی
های این پروتئین قابل شاناساایی برای سایستم ایمنی    توپاپی

وانایی ت ،میزبان های تولیدشااده دربادیو آنتیهسااتند میزبان 
حاکی  ،لیتاین قاب تشکیل کمپلکس با این پروتئین را دارند.

 برایده شاااتوپی طراحیاپی پروتئین چند بالای پتانسااایلاز 
های تشاااخیص سااارولوژیکی بر پایه  کاربرد در تولید روش

لعات مطاهای مقاله حاضاار، در توافق با یافته .اسااتتوپ اپی
توپی اپی های چندپروتئین متعددی در حیطه طراحی و تولید

هااای در توساااعااه روش تشاااخیص مثثر برای ساااایر گونااه  

 .M. bovis ،M. gallisepticum، Mمایکوپلاسما از قبیل 

pneumonia  وM. synoviae کینااو دا کااارگیریهبااا باا
هااای پروتئین کنش مناااساااب نشاااان دادنااد برهم مولکولی 
هااای ایمنی میزبااان بااا رساااپتورهااای سااالول  ،شااادهطراحی

اختصااصای هر باکتری، شااخص مناسبی برای تخمین ایجاد    
-ژنپاسااخ ایمنی پایدار و تشااکیل صااحیح کمپلکس آنتی  

 [.14 ،19 ،13 ،6]است بادی آنتی
 

 گیرینتیجه
های دارای توپها و اپیپروتئیندر تحقیق حاضر، 

کاربرد در تشخیص عفونت ناشی از برای های مناسب ویژگی
برای و  ندانتخاب شدارزیابی و  M. agalactiaeباکتری 
یک پروتئین  ،با استفاده از آنالیزهای بیوانفورماتیکیبار اولین
 M. agalactiaeتوپی اختصاصی باکتری اپی چند

طراحی و  ،ژنی بالاغیرتوکسیک، غیرآلرژن، با خاصیت آنتی
و  لیت، حلااز نظر ساختار، پایداری، خواص فیزیکوشیمیایی

گام . دشیید أبادی تآنتی-ژنتوانایی ایجاد کمپلکس آنتی
بعدی مطالعه، تولید پروتئین نوترکیب و ارزیابی خاصیت 

های یبادی این پروتئین و توانایی شناسایی آنتیزایایمن
 .استموجود در سرم حیوان بیمار 
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