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  مالكيت نتايج و حق نشر

  افزارهـا و   اي، نـرم  هاي رايانه مقالات مستخرج، برنامه(كليه حقوق معنوي اين اثر و محصولات آن
زه كتبي از دانشـگاه  به دانشگاه فردوسي مشهد تعلق دارد و  بدون اخذ اجا) تجهيزات ساخته شده

  .قابل واگذاري به شخص ثالث نيست
 استفاده از اطلاعات و نتايج اين پايان نامه بدون ذكر مرجع مجاز نيست.  



  چكيده

شود و همچنين ممكن باكتري مايكوباكتريوم آويوم پاراتوبركلوزيس به عنوان عامل بيماري يون شناخته مي

خسارات اقتصادي سنگين حاصل از اين بيماري، موجب . داشته باشداست در شيوع بيماري كرون در انسان نقش 

ريزي ، كه براي طرحگرديده استبراي شناسايي حيوانات آلوده  يهاي سريع، حساس و خاصپيشرفت سنجش

ميليون جفت باز  5ژنوم اين باكتري از حدود . باشدمنطقي در كنترل گسترش پاراتوبركلوزيس ضروري مي هايراهبرد

-جفت باز مي 1015و طول متوسط هر ژن در آن  ژن تشكيل شده است 4500كروموزوم حلقوي با بيش از  در يك

كه ما در اين تحقيق از توالي درون  هستند IS900و  hspX ،F57هاي بيماريزاي مرتبط با اين باكتري شامل ژن. باشد

 PCR Real-timeتكنيك  يعهتوس ،اين مطالعههدف از . شناسايي پاراتوبركلوزيس استفاده كرديم برايIS900 جايگير 

 2گاو موجود در  40هاي مدفوع از نمونه. هاي مدفوع گاوي بودنمونهدر  تعيين كميت باكتري پاراتوبركلوزيس براي

جفت بازي با استفاده از  400 يقطعه. آوري شدندهاي متفاوت ايران جمعدر موقعيت و گاوهاي شيري تجاري يگله

اي پليمراز به منظور تشخيص طريق واكنش زنجيرهاز  IS900ژني جايگاه مخصوص  P91و  P90آغازگرهاي 

اي پليمراز مثبت نشان داده واكنش زنجيرهتوسط نمونه مدفوع  10. تكثير شد مدفوعهاي نمونهپاراتوبركلوزيس در 

. سازي شدهمسان  pTZ57R/Tدر داخل ناقل  IS900جفت بازي تكثير شده از جايگاه ژني  400 يقطعه. شد

نتايج با استفاده از منحني . استاندارد مورد استفاده قرار گرفت DNAو به عنوان  شد استخراج ،پلاسميد نوتركيب

سازي در اين آزمايش  توانايي كمي. تعيين كميت شدند IS900 )98=%   (R2از پلاسميد حاوي  حاصلاستاندارد 

هدف از پاراتوبركلوزيس در  يهاي قطعهبراي ارزيابي تعداد كپي )كپي   105×5تا  50(  خطي يگسترده يدامنهدر 

تواند به عنوان روش مي Real-time PCRدهد كه روش نتايج نشان مي. مورد ارزيابي قرار گرفت اي مثبتهنمونه

سنجي تد سودمند اين سنجش، توانايي كميكاربر. تر پاراتوبركلوزيس معرفي شودجايگزين براي تشخيص سريع

  .باشدهاي ناشناخته ميهاي پاراتوبركلوزيس در نمونهيع تعداد سلولدقيق و سر

  .IS900 ، Real-time PCR،سازيكمي بيماري يون، ،مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيس: هاكليد واژه
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Quantitative Real-time PCRqRT-PCR

round per minuterpm  دور در دقيقه

Real-time PCRRT-PCR  اي پليمراز در زمان واقعيواكنش زنجيره
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  فصل اول
  مقدمه -1

  اهميت موضوع  -1-1
عامل اين بيماري  .گرددباكتريايي است كه باعث اختلالات جذبي در نشخواركنندگان ميبيماري  1يون

. مي باشد )ناميده مي شود MAPه اختصار از اين پس ب كه( باكتري مايكوباكتريوم آويوم پاراتوبركلوزيس

 MAPيكي از مشكلات اصلي كار با اين ارگانيسم، ماهيت رشد آهسته آن است و از خصوصيات غيرمعمول 

به دليل ماهيت . دار شدن دارد كه سبب شمارش نادرست آن مي گردداين است كه تمايل زيادي به خوشه

شدن، حضور آن در شير پاستوريزه و ارتباطش با بيماري  رشد آهسته، تحمل گرمايي، گرايش به خوشه اي

 .شناخته شده است اي، به عنوان يك پاتوژن مهم در مطالعاتمزمن روده

 جامعه هاينگراني به همين دليل. امكان انتقال باكتري از حيوان به انسان از طريق شير اثبات شده است

 انساني بيماري يك در بيماري اين مولد عامل بودن دخيل مورد در هايي فرضيه سبب به بيماري اين مورد در

با توجه به سخت بودن جداسازي عامل فرضي بيماري كرون از بافتهاي  .افزايش است به رو 2كرون نام به

انساني و عدم وجود مدل هاي حيواني مناسب، جاي تعجب نيست كه هنوز عامل اصلي بيماري كرون 

  .استشناسايي نشده 
                                                 
1 - John’s disease 
2 - Crohn disease 
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اي بر اقتصاد جهاني در بين حيوانات اهلي در سطح جهان شايع است و اثر قابل ملاحظهبيماري يون 

بيماري در . شده استميليارد دلار برآورد  1.5خسارات اين بيماري به تنهايي در آمريكا سالانه بالغ بر . دارد

 زود حذف وري،وزن، نابار  كاهش توليد شير، چند دهه اخير خسارتهاي شديدي را در ارتباط با كاهش

 هزينه درمان افزايش پيشگيري، و كنترل هاي هزينه غذايي، راندمان اشاعه آلودگي، كاهش هنگام دام از گله،

 باكتري زيادي مقادير زيرا بيماري مي باشند گسترش بالقوه منابع مبتلا دامهاي .وارد آورده است مير و مرگ و

 مي ترشح شير داخل به مبتلا هايدردام باكتري آنجا كه زا. كنند مي پخش محيط در مدفوع طريق از را مولد

  .است ضروري يون امري بسيار بيماري كامل وكنترل كني ريشه منظور به آلوده هاي دام شناسايي شود،

مايكوباكتريوم آويوم هاي تشخيصي خاص، حساس و سريع براي تشخيص سازي روشتوسعه و بهينه

يون امري ضروري است كه به لحاظ اقتصادي در مزارع حيوانات مهم مي در كنترل بيماري  پاراتوبركلوزيس

اي بودن آن، روشي براي تشخيص اين با توجه به خسارات حاصل از اين بيماري و نيز چند مرحله .باشد

 دقيق و سريع تشخيصي هايتكنيك اهميت لذا .بيماري مناسب است كه آن را در مراحل اوليه شناسايي كند

 هك )باليني علائم بدون چه و علائم با چه(آلوده گاوهاي مدفوع فوق از مزمن بيماري موقع هب تشخيص در

 جلوگيري تواندمي ها دام ساير به آن انتقال و واگيري از، باشد واندتيم هم سال 2 تا حتي ونكم دوره داراي

 ارتباط و ندك مي دتهدي را انساني جامعه سلامت هك انسان در رونك بيماري شدن مطرح مچنينه. ندك

   .ندمي ك چندان صد مورد اين در ها را تكنيك ايناز عملي استفاده اهميت نيز يون بيماري با آن تنگاتنگ

  اهداف تحقيق -1-2
 ي كهبا توجه به عدم وجود آزمون تشخيصي سريع و قابل كاربرد در سطح كشور و نيز ميزان شيوع

هاي جديد جهت شناسايي اين نياز فراواني به كاربرد روش ،هاي گاو شيري داردسطح گلهاين بيماري در 
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 quantitativeشود روش نوين ملكولي به همين جهت در اين مطالعه سعي مي. شودبيماري احساس مي

Real-time PCR توسعه يابد، تا يك ايكو باكتريوم پاراتوبركلوزيس جهت بررسي تغييرات جمعيت باكتري م

  . هاي كشور معرفي گرددبل اطمينان جهت بررسي سطح آلودگي در گلهسازي سريع و قاروش كمي

هاي ملكولي ميكروارگانيسم ها مورد استفاده واقع در حال حاضر تنها روش كمي كه در زمينه تشخيص

ها مشكلات و مسائل خاص البته اين روش نيز مانند ساير روش. باشدميReal-time PCR مي شود، روش

  .يستي به آن توجه داشت تا نتايج كمي به دست آمده از آن قابل اعتماد باشدخود را دارد كه با

تواند منجر به شناسايي زودتر محصولات آلوده گردد و اقدامات كنترل كردن اين انجام اين آزمايش مي

همچنين به سبب اهميت . ها سريعتر انجام گردد تا از اشاعه آن به كل محصولات جلوگيري گرددآلودگي

افزون امنيت غذايي ونيز نقش احتمالي اين باكتري در ايجاد بيماري كرون در انسان از طريق لبنيات روز

اي براي مطالعات در نهايت اين تحقيق مقدمه. رسد كه انجام اين مطالعه ضروري استمصرفي به نظر مي

يا شير سنجيده شود تا  ها نسبت به تعداد باكتري موجود در مدفوعآينده خواهد شد تا ميزان حساسيت دام

  .  تري در اين موضوع اتخاذ نمودگيري دقيقبتوان تصميم
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  فصل دوم
  بررسي منابع -2

  مايكوباكتريوم آويومجمعيت ميكروبي  -2-1
 طبقه اكتينو و2مايكوباكترياسه درخانواده1بندي مايكوباكتريها متعلق به جنس مايكوباكتريومطبقهاز نظر

از ديگر اعضا . شوندهاي انساني و حيواني را شامل ميكه گروهي از مهمترين پاتوژنباشند، مي3  هالميستا

طبقه . توان به مايكوباكتريوم  بويس و مايكوباكتريوم توبركلوزيس اشاره كرداين خانواده به طور مثال مي

اشد اما مايكوباكتريها به آساني با توجه ها مي بها شامل گروه بزرگ و متعددي از ميكروارگانيسماكتينوميستال

. به توان آنها در سنتز اسيد ميكوليك كه در ديواره سلولي آنها يافت مي شود، قابل تمايز مي باشند

ميله اي شكل و داخل سلولي اختياري و فاقد حركت مي ، باكتريايي موجوداتي هوازياز نظر مايكوباكتريها 

  ).2001راستوجي و همكاران، ( باشند

در واقع روش  .قرارداد گرم منفييا  گرم مثبتهاي  توان در گروه باكتري ها را نميمايكوباكتريوم 

هاي قليايي حتي بدون يد موجب چون استفاده ازرنگ ،بندي آنها باارزش نيستآميزي گرم در طبقهرنگ

نها را آ به همين دليل و رود گردد ورنگ ايجاد شده توسط الكل يا اسيد از بين نمي تثبيت رنگ در باكتري مي
                                                 
1 - Mycobacterium 
2 - Mycobacteriaceae 
3 - Actinomycetales 
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 .اين خاصيت به علت وجود موم در ساختمان باكتري است و نامندمي )مقاوم در برابر اسيد( فاست-اسيد

هاي آنتي ژنيك،  مايكوباكتريوم از نظر و يژگي. نلسون نام دارد-ها ذيل تريومرنگ آميزي اختصاصي مايكوباك

نيز اين ارگانيسم، رشد بسيار كندي  همچنين .باشد ها مي بيوشيميائي ومورفولوژيك، شبيه ساير مايكوباكترياسه

  .)1386سلطاني، ( دارد

در جمعيت هاي انساني و هم در مايكوباكتريوم آويوم، هم  مانند، بسياري از گونه هاي مايكوباكتري

مايكوباكتريوم آويوم را براساس آناليزهاي بيوشيميايي  مي توان گونه. زا هستندجمعيت هاي حيواني بيماري

  : ها به سه زير گونه تقسيم كردزايي و گستره ميزبان، متناظر با بيماريDNAو نيز 

، مايكوباكتريوم )avium subspecies avium)  Mycobacteriumمايكوباكتريوم آويوم زيرگونه آويوم 

و مايكوباكتريوم آويوم  avium subspecies silvaticum) ( Mycobacteriumآويوم زيرگونه سيلواتيكوم 

   ).avium subsp. paratuberculosis  Mycobacterium (زيرگونه پاراتوبركلوزيس 

ندگان موجب عفونت روده كه معمولاً با مايكوباكتريوم آويوم زيرگونه پاراتوبركلوزيس در نشخواركن

ها، آنها تا به سبب نفوذناپذيري زياد ديواره سلولي مايكوباكتريوم. گرددشود، مينام بيماري يون شناخته مي

-اجازه مي MAPاين امر به ). 1996روسل، (باشند حد زيادي در مقابل صدمات فيزيكي و شيميايي مقاوم مي

  .باشدهاي طولاني زنده بماند كه عاملي مهم در شيوع بيماري يون ميدهد تا در محيط براي مدت

ها موجب تفكيك اين جنس به دو دسته مجزا شده در مايكوباكتريوم rRNA (rDNA)هاي تحليل ژن

مي ) بيماريزا(و كندرشد ) غير بيماريزا(اين دسته بندي منطبق بر دسته بندي سنتي به دو گروه تندرشد . است

هاي باشند در حالي كه مايكوباكتريوممي rRNAهاي هاي تند رشد داراي دو نسخه از ژنوباكتريوممايك. باشد
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فقط يك نسخه از  مايكوباكتريوم آويوم پاراتوبركلوزيس و مايكوباكتريوم آويوم زيرگونه آويوم كند رشد مثل 

 ).1990چيوديني، (باشند ها را دارا مياين ژن

  بنديطبقه -2-1-1
 (Bacteria)باكتري                : (Kingdom)سلسله 

   (Actinobacteria) اكتينوباكتريا :                      (Phylum)شاخه 

  (Actinobacteridae)اكتينوباكتريدا         :   (Class)رده

   (Actinomycetales)اكتينوميستاله               :   (Order)راسته

 )Corynebacterineae(كورينه باكترينا ) :               (Suborderزيرراسته 

 (Mycobacteriaceae)مايكوباكترياسه                 : (Family)تيره 

 (Mycobacterium)مايكوباكتريوم               : (Genus)جنس 

 avium)   (Mycobacteriumآويوممايكوباكتريوم       : (Species) گونه

  )(M. avium paratuberculosisمايكوباكتريوم آويوم پاراتوبركلوزيس) :           Subspecies( گونه زير

  باكتري مايكوباكتريوم آويوم پاراتوبركلوزيس -2-2
 

  
Figure 1   كلوزيسعكس ميكروسكوپي مايكوباكتريوم پاراتوبر :1-2شكل. 
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Map باسيلي هوازي اجباري، گرم مثبت، مقاوم در برابر اسيد و پاتوژن داخل سلولي اختياري است .

باكتري فاقد هاگ و . باشدزا نيازمند يك منبع آلي آهن ميهاي بيمارياين باكتري مانند ديگر مايكوباكتري

ضدعفوني كننده مقاوم است و مي باشد و به خشكي و همچنين تركيبات اسيدي و برخي عوامل كپسول مي

  ).  1383، و نقيشه معير(ها در آب و خاك زنده بماند تواند براي ماه

را به لحاظ  اي مي توان از نظر فنوتيپي مايكوباكتريوم آويوم پاراتوبركلوزيسدر سطح زير گونه

ريوم آويوم زيرگونه وابستگي آن به مايكوباكتين از مايكوباكتريوم آويوم زيرگونه آويوم و مايكوباكت

تا  9بين   PHمي تواند بيش از يك سال در مدفوع و خاك و بسته به دما و  Map. سيلواتيكوم تشخيص داد

ت آن است كه احتمالاً در انتقال مايي باكتري يكي ديگر از عوامل حيامقاومت د. ماه در آب زنده بماند 17

هاي دقيقه تمامي جدايه 30گراد به مدت سانتي درجه 63تيمار دمايي . بيماري به انسان اهميت دارد

زنده خواهد ماند  Mapهاي درصد از جدايه 9تا  5در چنين شرايطي، . بردمايكوباكتريوم بوويس را از بين مي

  ).1993، هرمون تايلورچيوديني و (و در نتيجه احتمالاً نسبت به پاستوريزاسيون صنعتي مقاوم هستند 

هاي هاي موجود در شير مانند گونهنسبت به ديگر پاتوژن اراتوبركلوزيسمايكوباكتريوم آويوم پ

اخيراً ). 1998، كولينز سونگ و(از مقاومت دمايي بالاتري برخوردار است  2و كوكسيلا 1ليستريامونوسيتوژن

ام را مي توان از شير خ Mapباكتري . هاي لبني افزايش يافته استدر فراورده Mapتحقيقات در مورد بقاي 

). 1995استريتر و همكاران، (گاوهايي كه به صورت باليني و تحت باليني به يون مبتلا هستند جدا كرد 

 )1996و همكاران،  ميلار(را در شيرهاي پاستوريزه يافت  Mapمربوط به  DNAتوان همچنين مي

                                                 
1 - Listeria monocytogen 
2- Coxiella 


