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 بنام خدا
  

 اظهارنامه
  

 گرایش پاتولوژي دامپزشکی رشته سیده آیدا داوري دانشجوي اینجانب
 پژوهش حاصل نامه پایان این که کنم  دامپزشکی اظهار می دانشکده

 نشانی ام، کرده استفاده دیگران منابع که از جاهایی در و بوده خودم
 که کنم اظهار می همچنین. ام را نوشته آن کامل مشخصات و دقیق

 بدون که نمایم می تعهد و تکراري نیست نامه ام پایان موضوع و تحقیق
 قرار غیر اختیار در یا و منتشر ننموده را آن دستاوردهاي دانشگاه مجوز
 معنوي و فکري نامه مالکیت آیین با مطابق اثر این حقوق کلیه. ندهم

 .است شیراز دانشگاه به متعلق
  

 سیده آیدا داوري: خانوادگی و نام نام
 16/6/1392 :امضا و تاریخ
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 ଘ م قد ৎ: 

୍ସ در৮ م ی و ௵ن  ت د ࣓، دو ංඍോพࣂൕঙ ਣ ا ॥ ه و و ی  ر از ஔه او آ  భ دنඟ ر  ن و  ඟ ت  భ ، ࢌ   د ड़ ا໊ ॥ਠ൏। ධ් ಶඌী نࢂ म

وزم ड़ی آ ਗ.  

ان ب  భماෙय़  ୍م وସ وه وزی ی ماభاଡ اش  ف ৮ฬذୌ و د ه ای و و ر و  ت و با  ش ا رشار از  م   ࣪ਭ ॼ ධ්બ ص ऑ ॥ ൺख़ࢾ ໆ قൎ࣍

وزد ی آ ه و  و ن آ  ଘ ی ر ड़ح ز৯د ड़ਗ ૼ ਛ ا   .થ࣌

م با ৣر ସ୍ و  ෙय़ ඥࢡঙ ، ی ر ༙ ر ا ঃیਚد ඵෂ න ود مام و رد و با  ی د ه  ن ز৯ده   భ ره و ی ر  زه ز৯د ق او ا ඟمای    ओ ໋৳ ا ਗ ૼ ਛૣن ا ঙࢤا ඵ෬ن ࠙

ت௵ن  وده ا ی  ه ی ୃ ودن  یدن و  ॥ن భ ر র  ૼپ স࣓ࢤ ণ.  

م با  ଽ ৣو ෙय़ ا ऒ ،  وری یده భسا د اندس  ণ ੀय़ ی آرزوی ل ز৯د ජ ی  ما  భ ࢌ او ر ت و  و وده و  ن  ਛ یار و یاور  ਗ ૼउ اඒࣂ ໑ ৳ भ ඩ नࡺࢹ ड़ র

ت  ن ا ॥ی  ૼ ਜพࣂൕঙ.  

ر و ସ୍م و ی ୁر اد দ ਪوی  ، اଽ ن ز ر  ଌناب آ༚ی د ່ න পم وق ، ر ره  و   شان  ر اঘ࣒و  ا ෙय़ज़ ঙࢤ ඥࢡঙن ی  وی ز৯د ૼا و ا ਛ   لࢉ

وده ا৯د  র .تارم و نان  و৯د  ان ر از ೯د ش ලو ت روز ا ণو ঃا ا ऒا ड़ّ ি ່   .नࡺࢹ
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  سپاسگزاري
  
  

  :با تقدیر و تشکر فراوان از 
 که علاوه بر استادي بنده در تمامی جناب آقاي دکتر منصور سیارياستاد عزیز و گرامی 

  .انداین سال ها به مانند پدري مهربان همواره راهنماي من بوده 
 که شاگردي ایشان آموختنی هاي جناب آقاي دکتر علی محمدياستاد عزیز و گرانقدر 

علمی و اخلاقی بسیاري را برایم به ارمغان آورد و بعنوان راهنما هدایت این پایان نامه را بر 
  .عهده داشته اند

این  که زحمت مشاوره جناب آقاي دکتر عزیز االله خدا کرم تفتیاستاد عزیز و ارجمند 
  .پایان نامه را بر عهده داشته و سال هاي طولانی است که افتخار شاگردي در محضرشان را دارم

 که با اخلاق نیکو و دانش فراوانشان جناب آقاي دکتر مهرداد پورجعفراستاد گرامی 
  .مشاورت این پایان نامه را بر عهده گرفتند

ذیرش داوري این پایان نامه را بر  که پجناب آقاي دکتر احمد عریاناستاد گرامی و محقق 
  .عهده گرفتند و سال هاي طولانی است که افتخار تلمذ در محضرشان را دارم

 به پاس بذل توجه ایشان در تصحیح و جناب آقاي دکتر محمد معتمدي فراستاد بزرگوار 
  .داوري پایان نامه اینجانب

قاي زارع، جناب آقاي شمشیري با سپاس از جناب آقاي شیروانی، جناب آقاي یوسفی، جناب آ
  .و سایر پرسنل مهربان و دوست داشتنی بخش پاتوبیولوژي

  کارمندان محترم اداره کل دامپزشکی استان فارس و شبکه دامپزشکی شیراز
  کلیه مسئولین، اساتید و کارکنان دانشکده دامپزشکی و دانشگاه شیراز 

 



د  

  
  
  

  چکیده
  

  یماري اکتیماي واگیر مطالعه آسیب شناسی و تشخیص مولکولی ب
  در گوسفند و بز در استان فارس

  
  به کوشش

  سیده آیدا داوري
  

 و PCR روش ولکولی بیماري اکتیماي واگیر بااین پژوهش به منظور مطالعه آسیب شناسی و تشخیص م
 بزي و طاعون نشخوارکنندگان کوچک، تعیین توالی نوکلئوتیدي –تفریق آن از بیماري هاي آبله گوسفندي

 مشکوك به اکتیماي ) مساويبه تعداد(  راس گوسفند و بز50 و مقایسه آن با بانک ژن در PCRحصول م
 نمونه بافتی جمع آوري شده از گوسفندان و بزهاي 50. واگیر در مناطق درگیر استان فارس انجام گرفت

د که هر نمونه به دو بودن) در پوزه و یا بر روي لثه(به صورت ضایعات پوستی مشکوك به این بیماري همگی 
قسمت تقسیم گردید و با حفظ مشخصات میزبان، نیمی از نمونه به منظور مطالعه آسیب شناسی در فرمالین 

پس نمونه هاي داخل فرمالین س. نگهداري شد -C°70 در فریزر PCRو نیم دیگر به منظور انجام % 10بافر 
یستوپاتولوژیک قرار گرفتند و نتایج حاصل از آن ابی ه، مورد ارزیتهیه مقاطعپس از طی مراحل لازم جهت 

نمونه هاي فریز شده . حاکی از مثبت بودن کلیه نمونه هاي مشکوك به اکتیماي واگیر از لحاظ این بیماري بود
مجددا به دو بخش تقسیم شدند که بخشی از آن ها جهت استخراج مایع نیز پس از پودر شدن توسط ازت 

DNAخراج  و بخش دیگر براي استRNA مورد استفاده قرار گرفتند و تا زمان انجام PCR مجددا در فریزر 
C°70-  به این ترتیب، براي هر نمونه پروتکل هاي جداگانه . قرار داده شدندPCR جهت تشخیص ویروس 

 نمونه 25 وجود نتایج حاصل از بررسی مولکولی،. هاي ارف، آبله و طاعون نشخوارکنندگان کوچک انجام گرفت
 نمونه از 4همچنین تعداد .  بودbp393 از لحاظ بیماري اکتیماي واگیر با طول باند %) 50( نمونه 50ثبت از م

 ایجاد نمودند bp 446از لحاظ بیماري آبله گوسفندي و بزي مثبت تشخیص داده شدند و باند %) 8( نمونه 50
 bp 353با باند %) 2( نمونه 50یک نمونه از تنها .  نمونه از لحاظ ویروس ارف نیز مثبت شدند2که از این بین، 

 نیمی از، مولکولینتایج حاصل از بررسی بنابراین . تشخیص داده شد (PPR)طاعون نشخوارکنندگان کوچک 
هاي شاخص در هیستوپاتولوژي را تایید نمود اما هیستوپاتولوژي نمونه هاي اکتیما مثبت توسط روش 

 مربوط به این دو بیماري PCR و نمونه هاي مثبت حاصل از ه نشد مشاهدPPRتشخیصی بیماري هاي آبله و 



ه  

 PPRکلیه نمونه هاي مثبت آبله و . بنابراین قادر به تفریق این بیماري ها از اکتیما نبود. اکتیما تلقی شدند
 نمونه مثبت 10و نیز  ) 045 با آغازگرهاي PCRتوسط (  نمونه مثبت قطعی از لحاظ ویروس ارف 5همراه با 

جهت تعیین توالی نوکلئوتیدي بررسی شدند و نتایج حاصل از ) 059 با آغازگرهاي PCRتوسط (یروس ارف و
 نمونه اکتیما مثبت 5 ایزوله مختلف از 5بدین ترتیب . آن ها با اطلاعات موجود در بانک ژن مقایسه گردید

و در بانک ژن نیز ثبت نام گرفتند  Orf-Shiraz1-5 که ایزوله هاي  حاصل شدند045توسط آغازگرهاي 
 مثبت آبله نیز در سویه اي مونهنهر چهار . گردیدند و سپس مطالعه فیلوژنتیکی بر روي آن ها انجام پذیرفت

 PPR-Shiraz 1 مثبت نیز در سویه اي به نام PPR قرار گرفتند و تنها نمونه Pox- Shiraz 1تحت عنوان 
 نمونه 10 نیز از تعیین توالی Orf-059-Shiraz عنوان  سویه اي تحت.قرار گرفت و در بانک ژن ثبت شدند

 حاصل شد که در بانک ژن ثبت گردید و مورد مطالعه 059 با آغازگرهاي PCRمثبت اکتیما توسط 
 در نقش مهمی در ایجاد دلمه ها و ضایعات پرولیفراتیو PPRویروس هاي ارف، آبله و . فیلوژنتیکی قرار گرفت

بر اساس نتایج حاصل از مطالعه . دنن کوچک در ایران از جمله استان فارس دار نشخوارکنندگاناحیه دهانی
همچنین .  بیشتر از دو ویروس دیگر می باشد در دام هاي زیر یکسالحاضر سهم ویروس ارف، در این زمینه

 . ویروس ارف را تایید نمود045 در ژن موتاسیونآنالیزهاي فیلوژنتیکی پژوهش حاضر وجود تعدد سویه و 
 در کنار هیستوپاتولوژي می تواند به تشخیص سریع، دقیق و کم PCRاستفاده از روش هاي مولکولی نظیر 

  .هزینه ویروس ارف و تفریق ان از بیماري هاي مشابه در نمونه هاي کلینیکی مناطق اندمیک کمک نماید
  

 بز و گوسفند، ، تشخیص مولکولیيضایعات هیستوپاتولوژاکتیماي واگیر، : واژهکلید 
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  مقدمه
  
  

بیماري اکتیماي واگیر که در انسان ارف نامیده می شود، یک بیماري ویروسی پوستی شایع با 
گسترش جهانی می باشدکه توسط ویروس ارف از جنس پاراپاکس، زیر خانواده کوردوپاکس 

  ).Zhao et al., 2010, Bora et al., 2011(گردد ویرینه و خانواده پاکس ویریده ایجاد می 
 میزبانی وسیعی داشته، در گوسفند، بز، شتر، نشخوارکنندگان وحشی، طیفاین بیماري 

  انسان و به ندرت گاو و سگ گزارش شده است اما میزبان معمول آن گوسفند و بز می باشد
 (de la Concha-Bermejillo et al., 2003, Chan et al., 2009).  

ویروس هاي خانواده پاکس ویریده از لحاظ مورفولوژي و بیماري زایی بسیار مشابه یکدیگر 
  .(Zhang et al., 2010)بوده، تشخیص تفریقی آن ها از هم دشوار است 

اکتیماي واگیر به علت قدرت انتشار سریع و درگیري فراوان، ایجاد واکنش هاي متقاطع 
یمنی متقاطع بین گونه هاي دامی، وجود نوترکیبی در ژنوم بین دام هاي درگیر و عدم وجود ا

ویروس عامل، تعدد سویه، فرار از سیستم ایمنی میزبان، زئونوز بودن و سختی در تشخیص 
و برفکی، طاعون نشخوارکنندگان کوچک تفریقی آن از بیماري هاي مشابه نظیر آبله، تب 

  باشد بیماري زبان آبی، حائز اهمیت می
 .(Haig, 2001, Hosamani et al., 2006, Zhao et al., 2010, Bora et al., 2011) 

این بیماري در دام هاي جوان با شدت بیشتري بروز می یابد و شرایط استرس زا نظیر 
ازدحام در گله ها، نقل و انتقال طولانی مدت دام ها، تغییر ناگهانی جیره غذایی به علوفه 

م ایمنی در دام ها زمینه بروز و افزایش شدت بیماري را خشبی خشن و نیز وجود نواقص سیست
 ضایعات اولیه بیماري پس از .(Gallina et al., 2006, Nandi et al., 2011)فراهم می نمایند 

 رت پرولیفراتیو و زگیل مانند بر روي روز از ورود ویروس به پوست خراش یافته، به صو6- 7
این . ایجاد می شود) در نوزادان(بر روي کام و لثه و یا ) در بالغین( پوزه و شکاف لب ها 
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د آماس  سبب لنگش موقت گردند و یا در پستان ایجا در اندام هاي حرکتیضایعات ممکن است
 4- 6 فرم پوستی این بیماري معمولا خوش خیم بوده و پس از مدت .هاي حاد و مزمن نمایند

وس ین می افتند که خود منبع غنی ویرهفته دلمه هاي ایجاد شده التیام یافته و بر روي زم
خیم که در موارد نادر رخ می دهد، ضایعات ناشی از بیماري به در فرم بد. عفونت زا می باشند

در . صورت سیستمیک بوده، نوزادان و یا دام هاي دچار ضعف سیستم ایمنی را گرفتار می کنند
ده ها، معده، روده ها، دستگاه این فرم، ویروس به ارگان هاي داخلی بدن نظیر مري، پیش مع

   هجوم می آوردتنفس و گاهی دستگاه تولید مثل
 (Jubb et al., 1993, Jones et al., 1996, MacLachlan and Dubovi, 2011).  

در برخی موارد ، بیماري اکتیماي واگیر در اثر عفونت هاي ثانویه باکتریایی و میاز پیچیده 
 می گردد که ممکن است براي مدت مدیدي "رف مقاوم ا"می شود و سبب ایجاد بیماري 

                                    سازد گریبان گیر دام ها باشد و به علت پیچیدگی، تشخیص را با مشکل مواجه
(Housawi and Abu Elzein, 2000). اکتیماي واگیر بسته به محل ایجاد ضایعات، سبب 

ورم پستان هاي حاد و مزمن و در موارد نادري مرگ و لاغري، کاهش تولیدات دامی، لنگش، 
همچنین پایدار بودن ویروس نسبت به شرایط محیطی، وجود دام هاي حامل و . میر می گردد

مخزن و فرار از سیستم ایمنی میزبان به علت ایجاد نوترکیبی و واکنش هاي متقاطع، کنترل و 
ت و موارد متعددي از شکست ریشه کنی این بیماري را با مشکل مواجه ساخته اس

 ,.Ueda et al., 2003, Lojkic et al )واکسیناسیون در رابطه با این بیماري گزارش شده است 

2010, Nandi et al., 2011).  
با توجه به اندمیک بودن این بیماري در ایران و مضرات اقتصادي ناشی از آن و نیز ضرورت 

آسیب شناسی و تشخیص مولکولی بیماري اکتیماي تفریق آن از بیماري هاي مشابه، مطالعه 
خصوصا این که تاکنون . واگیر در گوسفند و بز در استان فارس، ضروري تشخیص داده شد

ا این پژوهش به لذ. مطالعه جامع و دقیقی درباره این بیماري در استان انجام نگرفته است
 تفریق آن از ویروس  جهت تشخیص سریع و دقیق ویروس ارف وPCR روش منظور کار بري

 بزي و طاعون نشخوارکنندگان کوچک، تعیین توالی نوکلئوتیدي محصول - هاي آبله گوسفندي
PCR راس گوسفند و 50 و مقایسه آن با بانک ژن و نیز مطالعه آسیب شناسی این بیماري در 

   . انجام پذیرفتداري هاي مناطق درگیربز مشکوك به اکتیماي واگیر در دام


