
 ب 

 

 

 

 

 

 

 



 

 شکیزدانشکده دامپ

 پايان نامه      

 (DVM)جهت دريافت درجه دکتری عمومی در رشته دامپزشکی

 503شماره ثبت:

 های نوزاد از گوساله اشریشیا کلیهای های حدت درجدایهارزیابی پروفایل ژن

 مبتلا به اسهال و سالم

 به کوشش :

 زهره حیدری

 

 اساتید راهنما :

 لامرضا محمدیغدکتر مهرناز راد و دکتر 

 

 اد مشاور :تاس

 عبدالله جمشیدیدکتر 

 2931ماه  اسفند



 ج 

 

 تعهدنامه

 

دامپزشکی  رشتهای  دکترای حرفهدوره دانشجوی  زهره حیدریاینجانب 

های ارزيابی پروفايل ژن: نامهدانشگاه فردوسی مشهد، نویسنده پایان دامپزشکی،دانشكده

 های نوزاد مبتلا به اسهال و سالموسالهاز گ اشريشیا کلیهای حدت درجدايه

 شوم:متعهد میخانم دکتر مهرناز راد و آقای دکتر غلامرضا محمدی تحت راهنمایی

 نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است.تحقیقات در این پایان 

 ه استناد شده است. ای محققان دیگر به مرجع مورد استفاددر استفاده از نتایج پژوهشه 

 نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرك یا مطالب مندرج در پایان

 امتیازی در هیچ جا ارائه نشده است. 

 باشد و مقالات مستخرج با نام کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه فردوسی مشهد می

به چاپ خواهد « Ferdowsi University of Mashhad»و یا« دانشگاه فردوسی مشهد»

اند نامه تأثیرگذار بودهرسید. حقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن نتایج اصلی پایان

 در مقالات مستخرج از رساله رعایت شده است. 

 شده نامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافتهای آنها( استفاده در کلیه مراحل انجام این پایان

 است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است. 

 نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی در کلیه مراحل انجام این پایان

 یافته یا استفاده شده است، اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است. 

 تاريخ و امضای دانشجو

 

 

 
 

 نتايج و حق نشرمالكيت 

 افزارها و اي، نرمهاي رايانهكليه حقوق معنوي اين اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، كتاب، برنامه
باشد. اين مطلب بايد به نحو مقتضي در تجهيزات ساخته شده( متعلق به دانشگاه فردوسي مشهد مي

 توليدات علمي مربوطه ذكر شود.

 باشد.نامه بدون ذكر مرجع مجاز نميود در پاياناستفاده از اطلاعات و نتايج موج 



 د 

 

 به نام خدا

 کمیته ی پايان نامه گواهی اعضای

به اسهال و سالم  های نوزاد مبتلااز گوساله اشريشیا کلیهای های حدت درجدايهارزيابی پروفايل ژن

 به کوشش:

 زهره حیدری

 پايان نامه

های تحصیلی لازم جهت اخذ ارائه شده به تحصیلات تكمیلی دانشگاه فردوسی مشهد به عنوان بخشی از فعالیت

 ای دامپزشكیدرجه دکترای حرفه

 در رشته ی دامپزشكی

 از دانشگاه فردوسی مشهد

 جمهوری اسلامی ايران

________________________________________________________ 

 

به تصویب هیئت محترم داوران  85/78و نمره  بسیار خوببا درجه  71/72/22این پایان نامه در جلسه مورخ

 رسید.

 ایان نامه:ارزیابی کمیته ی پ امضای

 دانشیار گروه پاتوبیولوژی، دانشكده دامپزشكی مشهد، دانشگاه فردوسی مشهداستاد راهنما: دکتر مهرناز راد، 

بهداشت و پیشگیری بیماریهای دامی، دانشكده  -علوم درمانگاهی استاد گروه غلامرضا محمدی، استاد راهنما: دکتر  

 دامپزشكی مشهد، دانشگاه فردوسی مشهد

دانشكده دامپزشكی مشهد،  ،دانشیار گروه آموزشی بهداشت مواد غذایی و آبزیان، عبدالله جمشیدیمشاور: دکتر استاد 

 دانشگاه فردوسی مشهد

 دامپزشكی مشهد، دانشگاه فردوسی مشهد دانشكدهپاتوبیولوژی، دکتر غلامرضا هاشمی تبار، استاد گروه  :داور پایان نامه

بهداشت و پیشگیری بیماریهای  -علوم درمانگاهی ر گروهاستادیا، لیرضا تقوی رضوی زادهسید عداور پایان نامه:  دکتر 

 فردوسی دانشگاه دامپزشكیدامی، 

 



 ه 
 

ماحصل آموخته هایم را تقدیم می کنم به آنان که مهر آسمانی شان آرام بخش 

 آلام زمینی ام است 

 دستان پرمهر پدرم  به استوارترین تکیه گاهم،

 چشمان سبز مادرم  ترین نگاه زندگیم،به سبز

که هرچه آموختم در مکتب عشق شما آموختم و هرچه بکوشم قطره ای از 

 دریای بی کران مهربانیتان را سپاس نتوانم بگویم. 

 فردا کلید باغ بهشتم رضای شما امروز هستی ام به امید شماست و 

باشد  پایتان نثار کنم، آوردی گران سنگ تر از این ارزان نداشتم تا به خاک راه

 غبار خستگیتان را بزداید.  ،که حاصل تلاشم نسیم گونه

بوسه بر دستان پرمهرتان
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 سپاس

  .شکر شایان نثار ایزد منان که توفیق را رفیق راهم ساخت تا این پایان نامه را به پایان برسانم

دکتر جناب آقای م دکتر راد و سرکار خاند فرهیخته و فرزانه اتیو با تقدیر و تشکر شایسته از اس
و همواره  ند، صحیفه های سخن را علم پرور نمودنکته های دلاویز و گفته های بلندکه با محمدی 

 .انداکمال پایان نامه بوده راهنما و راه گشای نگارنده در اتمام و

 وره  فرمودند.که بنده را در انجام این پایان نامه مشاجمشیدی  آقای دکترجناب  از هسپاس ویژبا 

سید علیرضا تقوی  جناب آقای دکترهاشمی تبار و جناب آقای دکتر د فاضل و اندیشمندتیاز اساو 
 .صمیمانه تشکر میکنمبه خاطر قبولی داوری این پایان نامه  رضوی زاده

مرا همیشه که  قهستانی وقویدل ها خانم ،اممایه س بی دریغ خدمت دوستان گرانبا سپاهمچنین 
ها را ، برایشان بهترین68 در ورودی  خوبمدوستان تمامی نیز  و اندانه و مشفقانه یاری دادهصمیم

 آرزومندم.

 کسانی که به نوعی مرا در به انجام رساندن این مهم یو با تشکر خالصانه خدمت همه

  .نمودند و تمامی کارکنان محترم دانشکده که شرایط تحصیل و تحقیق را برایم فراهم اندیاری نموده
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 چکیده 

گوساله از کلی اشريشیای هاجدايهحدت دری هاارزيابی پروفايل ژن

 سالمو  لهانوزاد مبتلا به اس یها

 : به کوشش

 زهره حیدری

   ،stx1 یهال جهت ردیابی ژنهامبتلا به اسنوزاد ی هاگوساله از کلی اشریشیاجدایه 111تعداد 

stx2 ،f41، sta،hly ،eae  و f17  به سالم نوزاد های از گوساله اشریشیا کلیجدایه  111نیز و

  UniplexوDuplex PCR روش  ا استفاده ازب f41، f17 ،sta ژن وجود سه منظور بررسی 

 قرار گرفتند.مورد آزمایش 

، stx1 ،stx2 هایژن ،لهامبتلا به اسنوزاد  هایگوسالهاز کلی  اشریشیاجدایه  111بین در 

eae، hlyA، sta، f17  وf41 (، 10/70)جدایه  27%(، در 72/72)جدایه  11 در  به ترتیب%

%( 0/11)جدایه  12%(، در 27/17) جدایه11%(، در 71)جدایه  77%(، در 27/77)جدایه  72در 

 .ردیابی گردیدند%( 27/7)جدایه  7و در 

که  ،به اسهال مبتلانوزاد های از گوسالهکلی  اشریشیا %(12/72)جدایه  111تا از  70 میان در

با هم stx2  وstx1 %( فقط دو ژن 27/17) جدایه11 را دارا بودند، درstx2  و stx1دو ژن هر 

 .وجود داشتند همی دیگری هاژن های جدایهبقیهدر  وحضور داشتند 

بیست و هفت الگوی مبتلا به اسهال، نوزاد های از گوسالهکلی  اشریشیاجدایه  111در بین 

 .گردیدهده متفاوت ژنی مشا

در به ترتیب  staو  f17 ،f41 هایژن ،سالمنوزاد  هایگوسالهاز کلی  اشریشیای هاجدایهدر 

%( 72/2) جدایه 111تا از  8و %( 77/7) جدایه 111از  جدایه 2، %(10/20) جدایه111تا از  72

  وجود داشتند.



 ح 

 

متفاوت ژنی مشاهده گردید،  الگویر هاچسالم، نوزاد های از گوسالهکلی  اشریشیاهای در جدایه

نیز ل هامبتلا به اسنوزاد ی هااز گوسالهکلی  اشریشیای هادر جدایه f41/sta یژن الگویکه 

 وجود داشت.

سالم بیشتر از نوزاد ی هاگوساله ازکلی  اشریشیاهای در جدایهبه طور معنی داری  f17ژن 

ل بود ولی اختلاف معنی داری در هااسمبتلا به نوزاد ی هاگوسالهاز کلی  اشریشیاهای جدایه

 در دو گروه مشاهده نشد. staو   f41مورد دو ژن 

 ل، هامبتلا به اسنوزاد  هایگوسالهاز  کلی اشریشیای هااکثر جدایه ااساس نتایج م بر

 دهد.را نشان می STECی شیگاتوکسین بودند که اهمیت گوساله به عنوان مخزن تولیدکننده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ط 

 

طالبفهرست م  

های از گوسالهاشريشیا کلی های جدايهحدت درهای ارزيابی پروفايل ژن 
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یكی از ساکنین اصلی روده بوده و احتمالا آشناترین میكروبی است که در  1کلی اشریشیا

از  یک باکتری این باکتری .ی فراوان انجام گرفته استهامیكروب شناسی بر روی آن پژوهش

کاتالاز مثبت، اوره آز  اکسیداز منفی، ای شكل،، گرم منفی، میله7انتروباکتریاسه یخانواده

محیط کشت ر و بر روی که گلوکز را تخمی اغلب متحرك است، و بی هوازی اختیاری منفی،

 کند.رشد می 7مک کانكی آگار

به ی انسان و حیوانات خونگرم ر دنیا در رودهها انتشار وسیع داشته و در سراساین باکتری

ف آلودگی آب با مدفوع ها به عنوان معرشوند. به همین دلیل از آنمیعنوان فلور نرمال یافت 

 کنند.استفاده می

قرار دارند که  های گوسالههامهمترین بیماری یل در زمرههای عفونی بخصوص اسهابیماری

فیزیولوژیكی  و علاوه بر تاثیر عوامل مدیریتی، محیطی شوند.ی اقتصادی میهاموجب ضرر

ی هادر بین عفونت باشند وی نوزاد دارا میهال گوسالههااس عناصر عفونی نقش مهمی در

از  کلی اشریشیا باکتری ی نوزاد هستند،هاداممیر  باکتریایی که عامل مهمی در ابتلا و مرگ و

 ل در حیواناتهااس یکننده ی از عوامل عفونی ایجاداد بیشمار. تعداهمیت زیادی برخوردار است

و تحت  کلی اشریشیاکه  باشند،غذا می ی منتقله ازهاو در ارتباط با بیماریاست زئونوز بوده 

اخیرا چندین  گیرند.در این ارتباط قرار می 1زاانتروتوکسینکلی  اشریشیای آن خصوصا هاگونه

شوند و ی غذایی قوی محسوب میهاکه پاتوژناست مده بوجود آ کلی اشریشیاگونه از باکتری 

 71111موجب حداقل   O157:H7خاص بنام ییک سویه نمایند.د میتولی قوی 2انتروتوکسین

ل خونی هابیماری به صورت اس مورد مرگ در آمریكا شده است. 721مورد مسمومیت غذایی و 

حیوانی و بیشتر به علت مصرف گوشت  ی انتقال آلودگی از طریق محصولاتهاراه آید.پدید می

یا بین انسان  ی کمتر شایع از طریق تماس بین انسان و دام وهاغیر پاستوریزه و راه شیر خام و

 باشد. و انسان می

                                                           
1 .Escherichia coli 
2
 .Enterobacteriaceae 

3
 .MacConkey agar 

4
 .Enterotoxigenic E. coli 

5
 .Enterotoxin 
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ی مهم هاژن ی انتخاب طبیعی،هاباشند و در رونداحتمالا تحت فشار انتخابی می 1حدتی هاژن

ی حدت روی عناصر قابل انتقال قرار هابسیاری از ژنوه ه علاب مانند.در محل خاصی باقی می

در یک محیط خاص  هارا از طریق باکتری هاکه می توانند انتشار آن ،7هادارند مثل پلاسمید

ی متفاوتی های مختلف احتمالا دارای ژنهای متعلق به محیطهابنابراین جدایه موجب شوند،

مطالعات زیادی در خصوص  د.نشواء مختلف میی با منشهابوده که موجب شناسایی باکتری

-مطالعات به نظر می بر اساس این در دام صورت گرفته است، کلی اشریشیای حدت هافاکتور

ی حدت وجود دارد که در بیماری های مختلف فاکتورهای مختلف دامی الگوهارسد برای گونه

ی هامتفاوت است، بنابراین سویهی مختلف هادامزیرا پاتوژنز بیماری در بین  نقش مهمی دارند،

البته  ی حدت را کسب نموده اند.هاناشی از منابع مختلف برای بقا پروفایلی از ژن کلی اشریشیا

نیز مهم  کلی اشریشیا باکتری ی به موجبهاممكن است سن دام یا ایمنی در ایجاد بیماری

ی جوان با ضعف هادامدر  معمولا کلی اشریشیا باکتری ی به موجبهااز طرفی عفونت باشند.

ی بالقوه حتما هابنابراین پاتوژن ،گیردیمار یا تحت شرایط استرس صورت میایمنی یا از قبل ب

جدا شده از طیور به  اشریشیا کلی% از 71 ،در عدم حضور بیماری نیز ممكن است بقا یابند

داده شده که در مطالعات صورت گرفته نشان  باشند.ی حدت میهاظاهر سالم حاوی ژن

 کلی اشریشیای بیمار در هااز گوساله کلی اشریشیا یهاجدایه ی حدت درهافاکتورتعدادی از 

جدا شده  کلی اشریشیابر اساس این مطالعات  ی سالم بالغ نیز وجود دارد.هاجدا شده از گوساله

شان ییای مختلف دامی سالم از نقاط مختلف جغرافیایی صرف نظر از محل جغرافیهااز گونه

از منابع بالینی  کلی اشریشیای هاباشند. بنابراین انتخاب جدایهمی یمتفاوت ی حدتهادارای ژن

تواند به عنوان بهترین فاکتور در حدت بوده که می یهانقطه شروع خوبی برای ارزیابی فاکتور

  برنامه ردیابی منشاء مورد استفاده قرار بگیرد.

که با تولید است  زاانتروتوکسین کلی اشریشیا، کلی شریشیااترین نوع رایج هادر گوساله

شناخته شده در این تیپ  یهااز جمله انتروتوکسین شود.ل آبكی میهاتوکسین باعث ایجاد اس

ی گاوی هادر نمونه ltIاشاره کرد که (ltI/ltII)  7حساس به حرارتتروتوکسین نتوان به امی

(sta/stb) مقاوم به حرارت سینانتروتوکهمچنین به  دیده نمی شود و
 sta اشاره کرد که 1 

                                                           
1
 .Virulence genes 

2
 .Plasmids 

3
 .Heat labile enterotoxin 

4
 .Heat stable enterotoxin 
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 1وامل چسبندگی عمدتا شامل فیمبریهی نوزاد نقش دارد. عهال در گوسالههابیشتر در ایجاد اس

وجود دارد، خوك(  بره، حیوانات مختلف )گوساله، دری بیماریزا هادر سویه f5 فیمبریه باشند.می

از دیگر  .ندستهنایی ایجاد بیماری در خوك را دارا توا فقط f4 ی واجدهاسویه در حالیكه

ل را هاتعدادی دیگر که توانایی ایجاد اس ( و f17، f6،f41)توان به می های این سویههافیمبریه

CFA ،زاانتروتوکسین کلی اشریشیااما ساختار چسبندگی شاخص برای  ندارند، اشاره کرد.
 7

 

(CFAI/CFAII) چک و رساندن کو یاتصال به مخاط روده یاست که به باکتری اجازه

 .دهدتوکسین به هدف را می

AEEC هایسویه
 7

  دندار را روده ی پوششیهارا در سطح سلول A/E جراحاتتوانایی ایجاد  

 STECو شامل
1
  / EPEC 2

 هستند. 

 در باسیلوزکلی رخداد درکه  (STEC)شیگاتوکسین  یتولیدکننده کلی اشریشیای هاسویه

 ی، اما به هر حال هم در رودهندابه خوبی شناخته شدهنقش دارند ی تازه متولد شده هالهگوسا

د و بیشتر در رابطه با نی سالم وجود دارهاگوساله یل و هم در رودههااسمبتلا به ی هاگوساله

ی هاتولیدکننده شیگاتوکسین از طریق ژن کلی اشریشیا. بیماریزایی باشندمیل خونی هااس

ی هاو مكانیزم intimin / Attaching & effacing (eae) و  (stx1/stx2)ینندهرمزک

بیماریزا در STEC ی هاسروتیپدر مورد گزارشات  گیرد.( صورت می Ehly)ژن  همولیتیک

از  سروتیپاین  اگرچهاست و   O157:H7بیشتر در مورد سروتیپ نهاانسان در سراسر ج

اما نشخوارکنندگان اهلی بخصوص گاو به است جدا شده  دیگر حیوانات مثل آهوی وحشی نیز

 شود.عنوان مخزن اصلی در نظر گرفته می

را  A/E جراحاتتواند است اما می stx(  فاقد ژن EPECنیک )ژانتروپاتو کلی اشریشیای سویه

 (bfp)پیلی  و اینتیمین : نیک عبارتند ازژانتروپاتو کلی اشریشیای حدت هاکند. فاکتور ایجاد

bundle forming pili ژن  یکه به ترتیب به وسیلهeae  و پلاسمیدEAF  شوند.رمز می 

                                                           
1
 .Fimbriae 

2
 .Colonization factor antigens 

3
 .Attaching and effacing E.coli 

4
 .Shiga toxin producing E. coli 

5
 .Enteropathogenic E. coli 
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EAggEC یهاسویه
1
 انتروتوکسینشوند، تیپیكال که دو نوع در دو دسته طبقه بندی می 

EAST1 و Pet ی همچنین فیمبریه و(AA)  در این دسته شناسایی شده است و غیرتیپیكال

 .اندو عوامل اتصالی مشاهده نشده انتروتوکسیناین دسته ی مربوط به هاکه در سویه

و  کلی اشریشیای هادر جدایهحدت ی هاتعیین وجود تعدادی از ژنهدف از این مطالعه 

ی هاباشد، تا با تحقیقاتی از این قبیل بتوان سویهمی های مختلف در گوسالههاشناسایی پاتوتیپ

یشگیری و کنترلی و نیز درمان موثر اعمال گردد.بیماریزا را شناسایی نمود و اقدامات پ

                                                           
1
 .Enteroaggregative E. coli 


