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 گواهی صحت و اصالت

نئوسپورا در تشخیص آنتی بادی های ضد   Nc1GRA7 پروتئین نوترکیبارزیابی : نامهعنوان پایان

 الایزا به روش در گاو و گاومیش کانینوم
دامپزشکی دانشکده دامپزشکی  تخصصی انگل شناسیدانشجوی دکترای  مرضیه کفایتاینجانب 

و  دکتر حسین حمیدی نجاتتحت راهنمایی  8466462دانشگاه شهید چمران به شماره دانشجویی 

 :م کهدهگواهی می دکتر مهدی نام آوریو  دکتر پرویز شایان، دکتر مسعود رضا صیفی آباد شاپوریمشاوره 

نامه حاصل مطالعات علمی و عملی شخص اینجانب بوده و صحت و اصالت تحقیقات ارائه شده در این پایان -1

 .کنمتمام مطالب مندرج در آن را تایید می

 .امها را در منابع ذکر نمودهدر صورت استفاده از آثار دیگران، مشخصات کامل آن -2

نامه، توسط اینجانب یا شخص دیگری به منظور اخذ هر نوع مدرک یا تاکنون مطالب درج شده در این پایان -3

 .امتیازی به هیچ مرجعی تسلیم نشده و بعد از این نیز نخواهد شد

 .امنامه مصوب دانشکده را رعایت نمودهدر تدوین متن پایان نامه، شیوه -4

لات مستخرج از آن، ذیل نام دانشگاه کلیه حقوق معنوی این اثر به دانشگاه شهید چمران تعلق داشته و مقا -5

 .به چاپ خواهد رسید( Shahid Chamran University of Ahvaz)شهید چمران اهواز 

در مقالات ( اساتید راهنما و مشاور)اند نامه تاثیرگذار بودهحقوق معنوی تمامی افرادی که در این پایان -6

 .مستخرج از آن رعایت خواهد شد

ها، کلیه ضوابط و اصول اخلاقی مندرج در منشور موازین های آناز موجودات زنده یا بافتدر صورت استفاده  -7

 .و اصول اخلاق پژوهش وزارت علوم، تحقیقات و فناوری رعایت شده است

در صورت اثبات تخلف از مندرجات فوق، مسئولیت هر گونه  پاسخگویی به اشخاص حقیقی و حقوقی و     

همچنین در . اینجانب بوده و دانشگاه شهید چمران هیچ مسئولیتی بر عهده نخواهد داشتمراجع ذیصلاح بر عهده 

صورت تضییع حقوق و منافع دانشگاه، حق پیگیری موضوع در مراجع ذیصلاح و اعمال قوانین مربوطه برای 

 .خواهم بودکلیه خسارات وارده دانشگاه شهید چمران در حال و آینده محفوظ بوده و اینجانب مسئول پرداخت 

 

 تاریخ                                                                                              

 نام و نام خانوادگی و امضای دانشجو                                                                         

 مالکیت نتایج و حق نشر

تجهیزات  ای، نرم افزارها وهای رایانهمقالات مستخرج، برنامه)معنوی این اثر و محصولات آن  ی حقوقکلیه    

. به دانشگاه شهید چمران تعلق داشته و بدون اخذ اجازه کتبی از دانشگاه قابل واگذاری به غیر نیست( ساخته شده

 .استفاده از اطلاعات و نتایج این پایان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نیست



          

 

 

 

 

 

 تقدیم به پیشگاه   

 مهدی موعود
 عجل الله تعالی فرجه                                                              

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 با تقدیر از 

پدرم، تعبیر واژه مهربانی و گذشت که عالمانه به من آموخت تا چگونه در عرصه زندگی، 

 .جربه نمایمایستادگی را ت

مادرم، دریای بی کران فداکاری و عشق که وجودم برایش همه رنج بود و وجودش برایم همه 

 .مهر

 .همسرم، اسطوره زندگیم، پناه خستگیم و امید بودنم

 .و برادرانم همراهان همیشگی و پشتوانه های زندگیم

  

تر مسعودرضا صیفی از اساتید گرامیم جناب آقای دکتر حسین حمیدی نجات وجناب آقای دک

 .نمودبسیار سپاسگذارم چرا که بدون راهنماییهای ایشان تامین این پایان نامه بسیار مشکل می

-ها و راهنماییآوری و جناب آقای دکتر پرویز شایان به دلیل یاریاز جناب آقای دکتر مهدی نام

 .نمایم، سپاسگذاری میها را برایم آسانتر نمودندهای بی چشمداشت ایشان که بسیاری از سختی

از جنابان آقایان دکترعلیرضا البرزی، دکتر محمدرحیم حاجی حاجیکلایی، دکتر سید مصطفی 

رضوی دینانی، دکتر عطاءاله غدیری که قبول زحمت فرموده و داوری این پایان نامه را به نحو 

 .نمایماحسن به انجام رساندند، قدردانی می

 .لیرضا غدیری که نظارت این پایان نامه را به عهده گرفتندبا تشکر از جناب آقای دکتر ع

با تقدیر از جناب آقای دکتر مهدی پورمهدی که در انجام مراحل آماری این پایان نامه مرا یاری 

 .فرمودند

 و در آخر 

. 

. 

. 

 سپاسگذاری می نمایم از 

 غلیم پور مسئولین آزمایشگاه سرکار خانم خواجه و سرکار خانم داغری و جناب آقای



 

 آقای دکتر رشنو بخاطر راهنمایی های بی دریغ شان

 .دوستان عزیزم  که در آن روز های سخت همراه و پشتیبانم بودند

 

  صفحه    فهرست مطالب     عنوان
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IDEXX 139.................................................................................................در گاو و گاومیش 

توزیع فراوانی سرمی موارد مثبت و منفی نئوسپورا کانینوم با استفاده از الایزای  -2-4جدول

در گاو و  NcGRA7طراحی شده بر اساس 

 139.......................................................................اومیشگ

های فیلدی گاومیش با کیت تجاری و الایزای طراحی نتایج حاصل از آزمایش سرم -3-4جدول

  NcGRA7..................................................................................................................111.شده 

های فیلدی گاو با کیت تجاری و الایزای طراحی شده نتایج حاصل از آزمایش سرم -4-4جدول 

NcGRA7...........................................................................................................................111 

 

 

 



 

 

 صفحه     فهرست تصاویر    ویرتص

 14...................................................................................مراحل مختلف سیر تکاملی. 1-2تصویر 

 15................................................................در سگ نئوسپورا کانینوممراحل زندگی . 2-2تصویر 

 26.................. ................................................................انتقال نئوسپوروزیس در گاو. 3-2تصویر 

 41...............................................................................مقاطع بافت شناسی جفت گاو. 4-2تصویر 

 43.............................................................................طع بافت شناسی از جنین گاومق.  5-2تصویر

 هایی که به طور طبیعی آنسفالومیلیت ناشی از نئوسپورا کانینوم در جنین و گوساله. 2-6تصویر

 44...............................................................................................................................اندآلوده شده

 45..................................... .............................هابی در جنین گاونکروز و ضایعات الت. 7-2تصویر

 75......................................................و خصوصیات آنpMAL-c2X نقشه وکتور . 1-3تصویر 

 MBP....................................................93نمای شماتیک از پروتئین کامل و ناقص . 2-3تصویر 

 PCR.....................................................................................................131محصول . 1-4تصویر 

 132.............................................پلاسمید استخراج شده با استفاده از کیت ویوانتیس.  2-4تصویر

 132.........................................................................................محصول هضم پلاسمید. 3-4تصویر

 133...............................................های نوترکیبآنزیمی بر روی پلاسمیدنتایج هضم . 4-4تصویر

 134.............................................................................................کلون ها PCRنتایج  5-4تصویر 

 ترانسفورمه شده با ساختار  TG1کتری موردنظر در باالقاء بیان پروتئین قطعات. 6-4تصویر

. pMAL-c2X- NcGRA7...............................................................................................135 



 

 بادی بیانی با سرم مثبت دارای آنتی NcGRA7چگونگی واکنش پروتئین . 7-4تصویر

 136...............................................................................................................نئوسپورا کانینومضد 

 137..............................های خالص شده با ستون کروماتوگرافی رزین آمیلوزپروتئین. 1-4تصویر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

              

 نامه چکیده پایان

 مرضیه: نام                                    کفایت : نوادگینام خا

نئوسپورا های ضد بادیدر تشخیص آنتی Nc1GRA7 پروتئین نوترکیبارزیابی : نامه عنوان پایان

 در گاو و گاومیش به روش الایزا کانینوم

 دکتر حسین حمیدی نجات: استاد راهنما

 دامپزشکی :گرایش               شناسیانگل:  رشته            دکتری تخصصی: درجه تحصیلی

 شهید چمران اهواز: دانشگاه

 دامپزشکی: دانشکده

 : تعداد صفحه:                         التحصیلی تاریخ فارغ

 ، کلونینگ، بیان، الایزاNcGRA7، نئوسپورا کانینوم: ها  واژه  کلید

کمپلکسا بوده و طیف وسیعی از حیوانات خونگرم را آلوده اخه اپیای از شیاختهتک نئوسپورا کانینوم 

 .باشدکند و عامل مهم سقط در گاو میمی

یک پروتئین ایمونودامینانت مهم و قابل اعتماد در تشخیص ( NcGRA7)7ژن گرانول متراکم آنتی     

و استفاده از  NcGRA7ب ژن نوترکیهدف از تحقیق حاضر، تولید آنتی. باشدنئوسپوروزیس در گاو می

بدین منظور . باشدیزا میالا تجاری کیت با آن تشخیصی ارزشآن در تدوین آزمایش الایزا و مقایسه 

پس از تأیید ردیف . تکثیر یافت PCRبا استفاده از آزمون  GRA7انگل مربوط به  DNAای از قطعه

سویه  E.coliدر باکتری کلون و پروتئین pMAL-c2X در پلاسمید  PCRی محصول نوکلئوتید

TG1 سازی پروتئین نوترکیب پس از خالص. بیان و با وسترن بلات تأیید شدNcGRA7  با استفاده از



 

 NcGRA7ژن نوترکیب رزین آمیلوز و تعیین غلظت پروتئین نوترکیب، آزمایش الایزا با استفاده از آنتی

تیتر آنتی. گاو و گاومیش طراحی گردیدهای برای سرمنئوسپورا کانینوم بادی ضد جهت تشخیص آنتی

و کیت  NcGRA7های استاندارد شده با سرم گاومیش با استفاده از الایزا 122سرم گاو و  131بادی 

های طراحی شده با حساسیت و ویژگی این تست برای الایزا. تعیین گردید( IDEXX)تجاری الایزای

NcGRA7 94و  91های گاو به ترتیب صد و برای سرمدر 97و  93های گاومیش به ترتیببرای سرم 

 .درصد بود

های گاو جمع آوری شده از اطراف اهواز در کیت نمونه سرم 131در  نئوسپورا کانینومشیوع سرمی      

درصد بود و  NcGRA7 ،15/51درصد و در الایزای طراحی شده  IDEXX  ،73/53الایزای تجاری 

 NcGRA7و الایزای طراحی شده با  IDEXXیزای تجاری نمونه سرمی گاومیش در کیت الا 122در 

 IDEXXداری بین دو تست کیت الایزای تجاری اختلاف معنی. درصد بود 37/57و  55/56به ترتیب 

درجه تطابق تقریباً کاملی بین نتایج دو (. P <35/3)مشاهده نشد  NcGRA7و الایزای طراحی شده با 

آماره کاپا در الایزای طراحی شده . گاو و گاومیش وجود داشتهای طراحی شده برای تست در الایزا

 (.P <331/3)بود  13/3های گاومیشو در الایزای طراحی شده برای سرم 15/3های گاو برای سرم

تستی قابل اعتماد  NcGRA7ژن نوترکیب نتایج نشان داد که الایزای طراحی شده بر اساس آنتی     

 .  رسدتحت شرایط مزرعه به نظر می نئوسپورا کانینومصی در آلودگی بادی اختصابرای تشخیص آنتی

 

 

 

 

 


