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هاي  جوجهدستگاه گوارش  در بيفيدوباكتريومهاي جنس  باكترينسبي جمعيت تعيين 
  دنسيتومتريمولكولي ژنتيك   تكنيك با استفاده از گوشتي

Determination of Relative Population of Bifidobacterium spp. in Broiler 
Gut Using Densitometry Technique Based Molecular Genetics 

  
  3 محمد چمني، 2، علي قطبي1ليرضا صيداويع
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  استاديار گروه علوم دامي دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهران -3
  

  30/6/87:تاريخ پذيرش            20/12/86  :خ دريافتتاري
  

 هچكيد
هـاي جـنس      باكتري .شود  استفاده مي مولكولي  نوين  هاي    روشهاي دستگاه گوارش از       براي بررسي باكتري  امروزه  

 در دستگاه گوارش طيور داشـته و ضـمن افـزايش            ها  بيفيدوباكتريوم نقش مهمي در ممانعت از استقرار برخي پاتوژن        
تعيـين  اين تحقيق به منظـور  . شوند ها مي كرد آنها، سبب بهبود سيستم ايمني و عمل يور در برابر بيماري   مقاومت ط 

در سـال    هاي گوشتي   در دوازدهه، ژوژنوم، ايلئوم و روده كور جوجه       بيفيدوباكتريوم  هاي جنس     باكتري جمعيت نسبي 
و شـيوه دنـسيتومتري     اي پليمراز     اكنش زنجيره از تكنيك مولكولي و   . شدانجام  در دانشگاه آزاد اسلامي رشت       1386

 مربوطـه  DNAخـارج و  گوارشـي  محتويـات   براي اين منظـور،  .اين باكتري استفاده شد    جمعيت نسبي براي بررسي   
با اسـتفاده از يـك آغـازگر        و  ، باند اختصاصي مربوط به اين باكتري         يك آغازگر اختصاصي   با استفاده از  . استخراج شد 

سپس به كمك تكنيك دنسيتومتري، جمعيت      . دست آمد ه  بهاي دستگاه گوارش      ي كل باكتري  باند اختصاص  ،عمومي
نتـايج  تجزيه و تحليل   .  تعيين شد  دستگاه گوارش هاي    بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري    هاي جنس      باكتري نسبي

ن مقـدار    كه اي ـ  شدند  يهاي دوازدهه را شامل م      درصد كل باكتري     4 /  50 هاي جنس بيفيدوباكتريوم    باكتري نشان داد 
هـاي   ايلئـوم را بـاكتري  هـاي موجـود در     درصد كل باكتري17/5همچنين .  شددبرآور درصد 95/4در ژوژنوم معادل  

 درصـد بـرآورد     36/9معادل  نيز   روده كور در  ها    نسبت جمعيت اين باكتري   و  دادند     تشكيل مي  جنس بيفيدوباكتريوم 
نـسبت بـه    ) ايلئـوم و روده كـور     (هـاي تحتـاني روده         در بخش  كتريومهاي جنس بيفيدوبا     جمعيت نسبي باكتري   .شد

                 در هر سه سـن                               هاي جنس بيفيدوباكتريوم              باكتري             جمعيت نسبي     همچنين.  فوقاني روده باريك بيشتر بود     هاي  بخش
   ،    تايج    ن .   بود  )                            دوازدهه، ژوژنوم و ايلئوم    (                  هاي مورد بررسي                                                                       چهار، چهارده و سي روزگي، در روده كور بيش از ساير بخش           

                                        هـاي مختلـف دسـتگاه گـوارش طيـور                   در بخش                      جنس بيفيدوباكتريوم      هاي                                       دهنده متغير بودن جمعيت باكتري          نشان
   .   است         ها مرتبط      بخش    اين                        و محيط فيزيكوشيميايي        ، وظايف                است كه با عملكرد

  
  ، روده كوچك، دنسيتومتريفراوانيطيور، بيفيدوباكتريوم،  : كليديهاي واژه
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  مقدمه

ــود عم  ــراي بهب ــور                   ب ــرد طي ــاي        راه ،              لك          كاره

                                                       مختلفي شامل توجـه بـه ژنتيـك و اصـلاح نـژاد             

      هــا،                     گيــري از بيمــاري                          طيــور، بهداشــت و پــيش

        ميكروبي       فلور    .                                       تغذيه بهينه و نظاير آن وجود دارد      

                           تأثير زيادي بر عملكـرد         هم                       دستگاه گوارش طيور  

      هـاي                                          علاوه بر نقش مهم برخـي پـاتوژن         .  د   دار    آن

                    زمينه بروز بيماري                             مقيم دستگاه گوارش طيور در   

          تواند به                       فلور ميكروبي مي                           در سطح گله، بخشي از      

                                          هضم مواد خوراكي كمك كرده و عملكرد طيور را 

      شـود                                    بـه همـين دليـل سـعي مـي          .              بهبود بخـشد  

           را در                    ي باكتريايي مفيد    ها                       جمعيت اين نوع گروه   

 Fujisawa   (                             دستگاه گوارش طيور افزايش دهند

,et al.,1984( . هاي جنس      تري     باك             در اين ميان        

                                             بيفيدوباكتريوم نقش مهمي در ممانعت از استقرار 

                                     در دستگاه گوارش طيور داشته و         ها                برخي پاتوژن 

      هـا،                                                    ضمن افزايش مقاومت طيور در برابر بيمـاري       

     هــا                                              سـبب بهبــود سيــستم ايمنـي و عملكــرد آن  

                  وظـايف متعـدد     ).Jin ,et al.,1998 (       شـوند      مي

          كمك بـه                                         نيز از جمله تجزيه مواد مغذي،             ديگري

                      براي اين باكتري در                                   هضم مواد مغذي و نظاير آن       

ــت     ــده اس ــزارش ش ــور گ ــوارش طي ــتگاه گ                                                دس

) Mountzouris et al.,2007.(    

            هاي جـنس           جمعيت       از    ي                   طيف وسيع و متغير   

       مشاهده                      دستگاه گوارش طيور        در                  بيفيدوباكتريوم

                                          امروزه در صـنعت پـرورش طيـور بـه            .       است    شده

  ،          مطلــوب                                        منظــور دســتيابي بــه بــازده اقتــصادي

ــستم  ــدگان در سي ــراكم                          پرن ــي مت ــاي پرورش                           ه

            نگهــداري و  ،             هــاي زيــاد                     هــاي بــا جمعيــت        وگلــه

                            بـه همـين جهـت طيـور          .               داده مي شوند         پرورش  

                                                 تحت تاثيرعوامل گوناگون بوده و در معرض تنش        

                منجـر بـه      ،        مختلف                                قرار مي گيرند كه اين عوامل     

ــور روده و در   ــادل ميكروفل ــتلال در تع ــروز اخ                                                    ب

  و        شـده                      هاي دفاعي بـدن               كانيسم               نتيجه تضعيف م  

                    زا فرصت فعاليت پيدا                 اجرام بيماري ،        ين ترتيب ا   ه ب

         درچنــين   .  )Mitsuoka ,2007   (      كننــد      مــي

                                                     شرايطي اغلب به منظور مهـار يا حــذف اجــرام          

                                               زيــان آور موجـــود در روده و همچنيــن جهــت   

                                                     بهبـــود بــازده غذايـــي وافـزايـــش تـوليـــد،     

              وبــي ماننــد                         هــاي غذايـــي ضــد ميكر              ازافـــزودني

                      شود كه جهت بررسـي                        ها استفاده مي            بيوتيك        آنتي

                                                يي و عملكرد اين نـوع مـواد هـم بايـد             ا          ميزان كار 

ــور     ــت فل ــين جمعي ــت تعي ــبي جه                                              روش مناس

ــي از  ــاكتري               ميكروبـ ــه بـ ــنس                      جملـ ــاي جـ                هـ

                           هـر گونـه تلاشـي كـه          .           پيدا نمود                 بيفيدوباكتريوم  
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                                                        منجر به شـناخت بيـشتر ايـن فلـور ميكروبـي و             

                   تواند مسير دستكاري          شود، مي                تعيين جمعيت آن  

                                                  فلــور ميكروبــي در جهــت اهــداف مــورد نظــر را 

ــور     ــتكاري فل ــود دس ــبب ش ــد و س ــسهيل كن                                                 ت

                               ها بـا اطمينـان و سـرعت                                    ميكروبي با تغيير جيره   

                                    با دستيابي به شـيوه نـويني         .               ي انجام پذيرد       بالاتر

ــت  ــين جمعيـ ــاكتري                     در تعيـ ــنس            بـ ــاي جـ               هـ

  ل                                      دستگاه گـوارش طيـور در داخ ـ                     بيفيدوباكتريوم

      هـاي                                             تـوان بـه راحتـي عملكـرد جيـره                      كشور، مي 

       فلــور             ايــن نــوع                                مختلــف بــراي بهبــود جمعيــت 

                    و عملكرد طيور را         كرد          آزمايش    را                 ميكروبي مفيد   

                                          اين امر با توجه به نقش مهم تغذيـه           .            افزايش داد 

          پيـدا           بيـشتري                                       در راندمان توليد طيـور، اهميـت        

   .) et al., 2008b  Seidavi,(     كند    مي

                                  موانع در اين مسير، تعيـين                       يكي از مهمترين  

         اسـت                 بيفيدوباكتريوم          هاي جنس             باكتري       جمعيت  

                         هــاي مبتنــي بــر كــشت                        بــا اســتفاده از روش     كــه 

                           كـاري بـسيار پرزحمـت،         ،                 و سرولوژيكي         ميكروبي

                             در بسياري مـوارد هـم        .             هزينه است  پر        گير و          وقت

            هاي قديمي،         روش          اين نوع                  دست آمده با       ه          نتايج ب 

ــادي  ــار زي ــان و اعتب ــست                                از اطمين                      برخــوردار ني

)Hooper,et al.,2001 ( تخمـين        كـه       طوري    به        

ــي ــا            زده م ــود تنه ــه       دوازده              ش ــد گون ــاي                   درص       ه

     هـا                                                         باكتريايي تاكنون با استفاده از اين نـوع روش        

ــده   ــناخته ش ــد ا                ش    ). al.,1994  Atlas,et (     ن

                                            دستيابي به يـك تكنيـك آزمايـشگاهي          ،        بنابراين

                                                سريع، دقيق و كم هزينه جهت رفع اين مشكلات         

                                                 معايــب، گــام بلنــدي در جهــت بهبــود ســطح   و

   .                                   پژوهشي و اجرايي صنعت طيور خواهد بود

ــروزه روش ــولي               ام ــاي مولك ــي                 ه ــراي بررس                ب

                                  نقــش مهمــي در شــناخت وضــعيت     هــا          بــاكتري

             هـاي جـنس                          از جمله بـاكتري       ها                    پراكنش باكتري 

  (et al.,2008,              طيـور دارنـد     در                  بيفيـدوباكتريوم  

Seidavi( .  ــك  ــ         تكني ــر ژنتي ــي ب ــاي مبتن   ك                           ه

 ـ  .     دارد                                      امروزه مورد توجه زيادي قـرار         ،       مولكولي   ه    ب

ــت  ــل دق ــار ،             دلي ــرعت  ا       ك ــبي            يي و س ــه         مناس        ك

                                      هاي آزمايـشگاهي ژنتيـك مولكـولي                     دستورالعمل

        كارگيري   ه                                    دارند، محققان و متخصصان سعي در ب   

                                     يند تحقيقـات خـود دارنـد تـا          ا          ها در فر               اين شيوه 

          امــروزه  .                                          عملكــرد ايــن رشــته را بهبــود بخــشند 

ي              هاي مو        روش        سـازي                                     لكـولي جديـدي بـراي كمـ

     هـا                                                هاي مربوط به شناسـايي ميكروارگانيـسم              داده

                دنـسيتومتري و          هـاي                   كـه تكنيـك                    توسعه يافتـه  

real time PCR نــــد ا                 از آن جملــــه        

) Tannock,et al.,2002( .   در چند سال اخير               ،   

ــي   ــادي در كم ــاربرد زي ــسيتومتري ك ــازي                                           دن        س

     و                پيـدا كـرده                                   هاي كروماتوگرافي لايه نـازك              داده

ــايگزين روش ــده اســـت                 جـ ــديمي شـ ــاي قـ                                 هـ
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 ,et al.,2003)   Poole .(    هــم     ً  اخيــرا  ,et 

al.,2007)  (Srisom   ــاران   )     2007 (                و همكــــ

         ســولفات        گيــري                                    كــاربرد دنــسيتومتري در انــدازه

  .      است    ه د ش       گزارش                       در داروهاي انساني               نئومايسين

جمعيت باكتريـايي   تعيين  ليكن هنوز گزارشي از     

تومتري منتـشر نـشده     با استفاده از تكنيك دنسي    

  .است

                                              اين تحقيق به منظور تعيين جمعيـت نـسبي         

                                 بيفيـدوباكتريوم در دوازدهـه،               هاي جنس             باكتري

   در               هاي گوشـتي                                           ژوژنوم، ايلئوم و روده كور جوجه     

           طراحـي و         هـا       آن                               سنين مختلـف دوران پـرورش       

ــد ــرا ش ــا           اج ــسبي        ت ــت ن ــين جمعي ــان تعي                                   امك

ــاكتري ــنس           ب ــاي ج ــتگاه             ه ــدوباكتريوم دس                           بيفي

                هـاي دسـتگاه                                      رش طيور نسبت به كل باكتري        گوا

   و         بررسـي                            بـه روش دنـسيتومتري                   گوارش طيـور    

               بيفيدوباكتريوم           هاي جنس                          جمعيت نسبي باكتري  

              در هر بخـش و             هاي دستگاه                       نسبت به كل باكتري   

   .        مشخص شود   سن 

  

    ها            مواد و روش  

                                             هـاي گوشـتي مـورد اسـتفاده در ايـن                 جوجه

                                                   تحقيق طبـق شـرايط تجـاري موجـود در سـطح            

                          نگهداري و پـرورش داده      ،                     احدهاي پرورش طيور     و

                                   ها بـه صـورت اختيـاري و در                        تغذيه جوجه   .     شدند

                   ً                  از طرح آزمايـشي كـاملاً تـصادفي           .              حد اشتها بود  

) CRD (      با چهار تيمار                 )     دوازدهه، ژوژنوم، ايلئـوم                            

                                  استفاده شد كه هر تيمار مشتمل بـر    )             و روده كور  

                                   جيره طيور بر اساس دسـتورالعمل        .               سه تكرار بود  

ــرم   ــا ن ــويه راس و ب ــرورش س ــاي پ ــزار                                              راهنم         اف

                          تهيــه و ســاير شــرايط UFFDA        نويــسي         جيــره

                                                        پرورش نظيـر دمـا، نـور، واكـسيناسيون، تـراكم،           

          بـستر و          هـا،           خوري          دان  ،  ها                          تهويه، رطوبت، آبخوري  

                                مديريتي مطابق شـرايط رايـج در       هاي                ساير مؤلفه 

             هر يـك از        در    .             اعمال گرديد             هاي منطقه              مرغداري

                   روزگــي از دوران                چهــارده و ســي   ر،  ا    چهــ       ســنين 

           روش قطـع         بـه         جوجه                   تعداد بيست قطعه       ،       پرورش

               ها بـا هـم                                        كشتار و سپس پر و پوست آن        ،     گردني

                                حفره بطني عمود بـر خـط         ،         در ادامه   .           جدا گرديد 

ــاز شــد و دســتگاه                                                      ميــاني و در ناحيــه شــكمي ب

                 سـپس محتويـات      .                ها خارج گرديد               گوارش جوجه 

 ـ                      هر يك از بخش                     وم، ايلئـوم و                           هاي دوازدهـه، ژوژن

                        جداسازي و پـس از       ،                    در شرايط استريل            روده كور 

                         هاي مربوطه، داخل فلاسك                           انتقال به ميكروتيوب  

  .                                                      يخ قرار داده شده و به آزمايشگاه منتقل گرديـد         

ــوق  ــل ف ــام مراح ــد از ورود   ،                         در انج ــت گردي                          دق

  .                       هـا جلـوگيري شـود                                 هاي ثانويه به نمونـه              آلودگي
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               اج در دمـاي              اسـتخر               شده تا زمان        تهيه       هاي           نمونه

    .                  گراد نگهداري شدند              درجه سانتي-  20

DNA         محتويات دستگاه گـوارش طيـور بـر                                          

   (et al.,2008,                  سيداوي و همكاران   روش     اساس 

Seidavi(   شد      سازي                      جداسازي و خالص   .  DNA  

       گـراد                        درجـه سـانتي     4                            استخراج شـده در دمـاي       

  DNA                            جهـت بررسـي كيفيـت         .              نگهداري گرديد 

        يـك    .               اسـتفاده شـد                   از الكتروفورز    ،              استخراج شده   

                                                  جفت آغازگر رفـت و برگـشت اختـصاصي بـراي           

                         هاي جنس بيفيدوباكتريوم                          شناسايي كليه باكتري  

                                                و نيز يك جفت آغازگر رفت و برگشت اختصاصي         

                     هاي دستگاه گـوارش                                 براي شناسايي كليه باكتري   

   .                انتخاب و تهيه شد   ها       جوجه  

                           اي پليمراز براي شناسايي                         يك واكنش زنجيره  

               هـــاي جـــنس             بـــاكتري          كليـــه           اختـــصاصي

              اي پليمـراز                             و يك واكنش زنجيـره                    بيفيدوباكتريوم

ــصاصي  ــايي اخت ــراي شناس ــاكتري                           ب ــه ب ــا                    كلي      ه

                   كه حجـم نهـايي                        با توجه به اين      .        سازي شد          بهينه

                                             ميكروليتر در نظر گرفته شـد، ابتـدا           20   ،     واكنش

  PCR                                 هـايي كـه در هـر مرحلـه                              تعداد كل نمونه  

     .                 شدند برآورد گرديد    مي

                   ، از ژل آگـارز     PCR     ولات                    جهت رؤيت محـص   

                                    آميـزي بـا اتيـديوم برومايـد                                درصد بـا رنـگ      1 / 4

        شسته   ،                              تانك الكتروفورز با آب مقطر      .            استفاده شد 

  .              اندازي گرديد                                            و آبكشي شد و الكتروفورز آماده راه      

                                      اي داخل تانك هم به همين ترتيـب                      سيني شيشه 

  .                          شسته و آبكشي و سپس خشك شد ،           با آب مقطر 

                              ب عايق شـد تـا پـس از                                  اطراف سيني با نوار چس    

  .                                           ريختن ژل مذاب، از سيني به بيرون تراوش نكند

 ـ            ه                                                    سيني روي سطحي تراز قرار داده شد و شانه ب

 ـ                اي كـه             گونـه    ه                                      دقت روي سيني تعبيه گرديـد؛ ب

             با توجه به     .                                      كمي با كف سيني فاصله داشته باشد      

      كـار                     درصـد بـه     1 / 4                             كه در ايـن تحقيـق، ژل             اين

                ژل آگـارز،                 سـي سـي       200                  براي تهيه هـر           رفت،  

   2 / 8                                          گرم آگارز توزين شد و سـپس بـا            2 / 8       مقدار  

                       مخلوط شد و حجم آن با TAE 50X      سي سي 

        سپس در    .                      سي سي رسانده شد       200              آب مقطر به    

                                                        مايكروفر حـرارت داده شـد تـا كـاملا مخلـوط و             

                                                         شفاف شوند و در ادامه از مايكروفر خارج شـد تـا            

                          ميكروليتـر اتيـديوم      7       سـپس     .                  كمي سـرد شـود    

     د ژل                                             به آن افـزوده شـد و اجـازه داده ش ـ                  برومايد  

                 تروفورز ريختـه                     ژل روي سيني الك     .             خنك تر شود  

 ـ                               پس از سفت شدن ژل، چسب       .   شد   ه                 ها و شانه ب

ــتگاه    ــك دس ــه تان ــده و ژل ب ــته ش ــت برداش                                                   دق

             اي در تانـك                 ژل بگونـه    .                           الكتروفورز منتقل گرديـد   

      سـمت                 كهـا بـه                                          الكتروفورز قرار داده شد كه چـاه      

                           با روشن كردن و تنظـيم        .                       قطب منفي قرار گيرند   

                                                       شدت جريان و ولتاژ دسـتگاه، الكتروفـورز انجـام          
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                دقيقه بـا      120             ها به مدت                     محصولات واكنش   .   شد

                                               ولت الكتروفورز شدند و سپس زيـر نـور            80       ولتاژ

   .        ام گرديد          برداري انج                 ماوراي بنفش عكس

         افـزار                               ها با استفاده از نـرم             داده                 تجزيه و تحليل    

Gel Proc Analyzer  بـراي انجـام      .  شد       انجام               

و و كاتــــاري               برومــــاژ      از روش   ،              دنــــسيتومتري

)Bromage and Kaattari, 2007  ( استفاده

                                         محاسبات شامل تعيـين شـدت بانـدهاي          .گرديد

        كـه        بـود     ها                                        اختصاصي براي شناسايي كل باكتري    

                             بر اسـاس مـدل رگرسـيون                      افزار فوق و                 توسط نرم 

                                  محاسبه و برآورد جمعيت كـل           يابي                 خطي با برون  

                         عـلاوه بـر ايـن، شـدت       .               به دسـت آمـد      ها        ري    باكت

  ي     هـا                                                باندهاي اختصاصي براي شناسـايي بـاكتري      

     بـر              افزار فوق                     نيز توسط نرم                       جنس بيفيدوباكتريوم 

        يـابي                                               اساس مدل رگرسيون خطي همراه با بـرون       

                                             محاســبه شــد و ســپس نــسبت شــدت بانــدهاي 

                             ي جنس بيفيدوباكتريوم بـه       ها                   اختصاصي باكتري 

    دست ه      ب   ها             ل باكتري                         شدت باندهاي اختصاصي ك   

ــاكتري  ــسبي ب ــا جمعيــت ن ــا                                     آمــد ت         ي جــنس     ه

           بر حـسب      ها                                          بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري    

               در هر يك از                     و مشخص شود             دست آيد    ه         درصد ب 

  و                                                 هاي دوازدهه، ژوژنوم، ايلئوم و روده كـور                بخش

                               هـاي جـنس بيفيـدوباكتريوم                باكتري     سن،      هر      در  

  ش                        هـاي دسـتگاه گـوار                   كل باكتري     از             چند درصد   

   .    شوند                 طيور را شامل مي

  

       نتايج

   اي                     واكنش زنجيره    يك      سازي           بهينه              با توجه به    

          كليـــه                                         پليمـــراز بـــراي شناســـايي اختـــصاصي

               و يك واكـنش                              هاي جنس بيفيدوباكتريوم          باكتري

                        براي شناسايي اختصاصي        ديگر               اي پليمراز             زنجيره

                                      هـاي موجـود در دسـتگاه گـوارش                         كليه بـاكتري  

ــه ــا        جوج ــتفاده از     ه ــك د               ، اس ــسيتومتري          تكني             ن

ــاكتري         توانــست  ــسبي ب             هــاي جــنس                          جمعيــت ن

             هاي موجـود                                           بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري    

        نتـايج     .     كنـد           بـرآورد       را                             در دستگاه گوارش طيـور      

                        چـه درصـدي از كـل                                  حاصل توانست نشان دهـد      

           ي گوشـتي       هـا                           دستگاه گوارش جوجه      هاي          باكتري

             هـاي جـنس              بـاكتري             هاي مختلف                      متعلق به گونه  

                   بـا توجـه بـه                   همچنـين     .          هـستند                بيفيدوباكتريوم

        استخراج                   توان بيان داشت                                نتايج به دست آمده مي    

DNA   در اين آزمايش، مقادير بـالايي از                                    DNA  

           لكتروفورز     با ا     آن       كيفيت                            ژنومي را حاصل كرد كه      

   .                     ارزيابي و تاييد گرديد             روي ژل آگارز 

   ژن                    جفت بـاز از         510             اي به طول                   تكثير قطعه 

16S rDNAهـاي         اكتري                    سبب شناسايي كليه ب      
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                                و بيان آن به صورت باندي                          جنس بيفيدوباكتريوم 

                                                  اختصاصي شد كه پس از الكتروفورز، تحت اشـعه         

                 همچنــين تكثيــر   .                              مــاوراي بــنفش مرئــي شــدند

 16S   ژن                  جفـت بـاز از      611              اي بـه طـول           قطعـه 

rDNA ــاكتري ــه ب ــايي كلي ــبب شناس ــاي                                     س       ه

                                                    دستگاه گوارش طيور و بيان آن به صورت بانـدي          

                                 پس از الكتروفورز، تحت اشـعه                       اختصاصي شد كه    

                      همچنـين نتيجـه دو        .                          ماوراي بنفش مرئي شـدند    

                              مجزا و مقايـسه نتـايج              پليمراز    اي                   واكنش زنجيره 

                     مناسب، تكثير قطعات Size Marker        حاصل با 

   .                هدف را تأييد كرد

ــاكتري     - 1 ــت بـ ــنس                       جمعيـ ــاي جـ                هـ

           هـا بـه                                                بيفيدوباكتريوم نسبت به كـل بـاكتري      

                  ازدهه، ژوژنـوم،     دو     هاي                            تفكيك هر يك از بخش    

                   ايلئوم و روده كور

ــر اســاس   ــايج حاصــل ب ــه و تحليــل نت تجزي

 و Gel Proc Analyzerافـزار   هاي نرم خروجي

جمعيـت  نـشان داد    هـاي مربوطـه      تعيين نسبت 

بــا  هــاي جــنس بيفيــدوباكتريوم بــاكترينــسبي 

ايلئوم و روده   (هاي تحتاني روده      رسيدن به بخش  

ه باريـك    فوقـاني رود   هـاي   نسبت به بخـش   ) كور

  ).1شكل  (يابد افزايش مي

  
  

چهار بخش دوازدهه، هر يك از ها در  هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري جمعيت باكتري -1شكل 

  )درصد(ها   جوجهژوژنوم، ايلئوم و روده كور

Fig 1. Bifidobacterium spp. population relative to total bacteria in each four 

segments of duodenum, jejunum, ileum and cecum of broilers (%)  
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   هاي مختلف دستگاه گوارش طيوربخش
Different segments of broiler gastrointestinal tract

   باكتري هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري هادرصد
Bifidobacterium spp. percentage relative to total bacteria 
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ــاكتري   - 2 ــت بـ ــنس                       جمعيـ ــاي جـ                هـ

         هـا در                                                 بيفيدوباكتريوم نسبت بـه كـل بـاكتري       

                              سنين چهار، چهارده و سي روزگي

                              هاي اين آزمايش مشخص شـد                        بر اساس يافته  

  ،  )         روزگــي  30    و   14  ،  4 (                     بــين ســنين مختلــف    در 

      هـاي                                             شترين و كمترين جمعيت نسبي بـاكتري        بي

          و چهارده          در سي        ترتيب        به                     جنس بيفيدوباكتريوم   

   . ) 2    شكل    (  شت         وجود دا     روزگي

  

  
  

  )درصد (ها در سنين مختلف هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري جمعيت باكتري -2 شكل

Fig 2. Bifidobacterium spp. population relative to total bacteria in different ages (%) 
  

ــاكتري - 3 ــت بـ ــنس                       جمعيـ ــاي جـ                هـ

  ،           ها در چهار                                   بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري 

               هـر يـك از                    بـه تفكيـك             روزگي                چهارده و سي  

                                    دوازدهه، ژوژنوم، ايلئوم و روده كور    هاي      بخش

                                                    با توجه به نتايج به دست آمده از اين تحقيق،          

                                هاي جنس بيفيـدوباكتريوم نـسبت                 درصد باكتري 

                      ، چهـارده و سـي            ن چهار   ني         ها در س                    به كل باكتري  

                                  هـاي مختلـف دسـتگاه گـوارش                          روزگي در بخش  

- 5       هـاي          شـكل    (                        هاي گوشتي به دست آمد            جوجه

                                                    با توجه به نتايج به دست آمده از اين تحقيق،            .  ) 3

                                هاي جنس بيفيـدوباكتريوم نـسبت                 درصد باكتري 

               ، چهـارده و            سن چهار         هر سه           ها در                     به كل باكتري  

    هاي                                         ، در روده كور بيش از ساير بخش            روزگي    سي  

       بــود  )                               دوازدهــه، ژوژنـوم و ايلئـوم   (               مـورد بررسـي   

                و كمتـرين    ،                 همچنين بـالاترين     ).  3- 5     هاي       شكل (

                          هاي جنس بيفيدوباكتريوم                         جمعيت نسبي باكتري  

                    هاي چهـارده روزه                    كور جوجه      روده       در               ، به ترتيب  
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  . ) 4    شكل  (             به دست آمد  )      درصد 2 /  49 (                  هاي چهارده روزه              جوجه       ژوژنوم   و  )        درصد   13 /  86 (

  

  
  

ها در چهار روزگي در دوازدهه، ژوژنوم،  هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري  جمعيت باكتري-3 شكل

  )درصد(ها   جوجهايلئوم و روده كور

Fig 3. Bifidobacterium spp. population relative to total bacteria at 4 day of ages in each 

four segments of duodenum, jejunum, ileum and cecum of broilers (%) 

 

 

 

  
  

ها در چهارده روزگي در دوازدهه، ژوژنوم، ايلئوم و   باكتريهاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل جمعيت باكتري-4شكل 

  )درصد(ها  روده كور جوجه

Fig 4. Bifidobacterium spp. population relative to total bacteria at 14 day of ages in each 

four segments of duodenum, jejunum, ileum and cecum of broilers (%)  
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   باكتري هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري هادرصد
Bifidobacterium spp. percentage relative to total bacteria 

   هاي مختلف دستگاه گوارش طيوربخش
Different segments of broiler gastrointestinal tract 

   هاي مختلف دستگاه گوارش طيوربخش
Different segments of broiler 

gastrointestinal tract

 درصد باكتري هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري ها
Bifidobacterium spp. percentage relative to total bacteria 
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ها در سي روزگي در دوازدهه، ژوژنوم، ايلئوم و  هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري  جمعيت باكتري-5شكل 

  )درصد(ها  روده كور جوجه

Fig 5. Bifidobacterium spp. population relative to total bacteria at 30 day of ages in each 

four segments of duodenum, jejunum, ileum and cecum of broilers (%) 
  

  بحث 

    هاي                                  تكثير ژن هدف در باكتري      ،              در اين زمينه  

   اي                                                 جنس بيفيدوباكتريوم توسط واكـنش زنجيـره      

                و همكـاران            يـاموتو                              پـيش از ايـن توسـط                پليمراز

(Yamamoto,et al.,1992)  ــده ــزارش ش                گ

  ن    توا                         هاي انجام گرفته مي                          با توجه به بررسي     .    است

      هـاي                                                گفت امكان شناسايي دقيق و سريع باكتري      

                                 با استفاده از قطعه خاصـي                          جنس بيفيدوباكتريوم 

  .                            به طـور كامـل وجـود دارد   16S rDNA       از ژن 

  ) ,et al.,2002 Zhu (            و همكـاران  ژو          همچنـين  

                                                    تنوع فلور ميكروبي دستگاه گوارش طيور را تأييد        

         توالي      1656                  ً    ها توانستند مجموعاً        آن  .            كرده بودند 

     از 16S rRNA       هـاي                           كلئوتيدي بـا منـشاء ژن    نو

      هـاي                                       موجود در محتويـات و بـاكتري           هاي            باكتري

                                                 و يا فرو رفته در لايه مخاطي روده كـور                 چسبيده

    دست              نتايج به    . د   ورن                      هاي گوشتي به دست آ            جوجه

             هـاي جـنس                         درصد بـاكتري    ،                    آمده در اين تحقيق   

      جـود   و      هاي م                         نسبت به كل باكتري                   بيفيدوباكتريوم  

 دوازدهه، ژوژنوم، ايلئوم             چهار بخش    ز           هر يك ا      در  

 .را مـشخص كـرد     هاي گوشتي   و روده كور جوجه   

                                دهنده متغيـر بـودن جمعيـت                          نتايج حاصل نشان  

   در                         جــنس بيفيــدوباكتريوم      هــاي                  نــسبي بــاكتري

                                         هاي مختلف دستگاه گوارش طيور است كه              بخش

     هـا         بخش     اين                                      با عملكرد و محيط فيزيكوشيميايي      
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   هاي مختلف دستگاه گوارش طيوربخش
Different segments of broiler gastrointestinal tract 

  كتري هاي جنس بيفيدوباكتريوم نسبت به كل باكتري ها بادرصد
Bifidobacterium spp. percentage relative to total bacteria
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 Mountzouris ,et (         باشـــد                مـــرتبط مـــي

al.,2007(     ــد ــش مفيـ ــه نقـ ــه بـ ــا توجـ                                           و بـ

                    توانـد وظـايف و                                           بيفيدوباكتريوم، علت ديگـر مـي     

      در  ،                                             عملكرد مجزاي هـر بخـش دسـتگاه گـوارش         

امـا بايـد توجـه        .                               هضم و جذب مواد مغذي باشـد      

نمود كه جمعيت مطلق و نسبي هـر بـاكتري در           

دستگاه گوارش تابع عوامل بسيار متنـوعي نظيـر         

 هـاي جيـره     افزودنـي جيـره،   وري  افـر نوع جيـره،    

 و  هـا  ، آنزيم ها بيوتيك  ها، آنتي  نظير پروبيوتيك (

محـيط فيزيكوشـيميايي   ،   سـن پرنـده    ،)نظاير آن 

 ـ    دستگاه گوارش،    ويـژه  ه  محيط زندگي پرنده، و ب

اثرات  (هاي دستگاه گوارش    جمعيت ساير باكتري  

 et, (اسـت ) متقابل اجزاي فلور ميكروبي بر هـم 

al.,2002  Knarreborg( . ــابراين ــايج ، بن نت

فوق بايد به عنوان يك مورد خاص بيـان شـده و            

هنگام ارائـه نتـايج مربـوط بـه جمعيـت يـك             در  

، شرايط عوامـل    باكتري خاص در دستگاه گوارش    

. جمعيت اين باكتري در نظر گرفته شـود       موثر بر   

بررسي كـارآيي   در واقع هدف اصلي اين آزمايش،       

       نــسبي           جمعيــت           در تعيــين                    شــيوه دنــسيتومتري 

      هـاي       ش خ                     بيفيدوباكتريوم در ب            هاي جنس             باكتري

    .                      دستگاه گوارش طيور بود      مختلف 

هـايي دربــاره   هرچنـد پـيش از ايـن، گـزارش    

هـاي جـنس بيفيـدوباكتريوم در دسـتگاه           باكتري

 Rada ,et  (گـوارش طيـور منتـشر شـده بـود     

al.,2001(جمعيـــت ،؛ لـــيكن ايـــن محققـــان 

ويژه ه   ب ، ديگر هاي  ده از روش  اها را با استف     باكتري

بـرآورد و    ،هاي مبتني بـر كـشت ميكروبـي         روش

هـايي    گزارش كرده بودند كه معايب چنـين روش       

دقت پايين، سـرعت كـم، هزينـه بـالا، نيـاز بـه              (

، نيــروي كــار زيــاد و مــاهر، تكرارپــذيري پــايين 

ناشناخته ماندن يا مشابه بودن احتياجـات رشـد         

ــاكتري ــسياري از ب ــا  ب ــرهه ــن) و غي ــيش از اي  پ

  et al.,2001,(شـده اسـت   و گزارش مشخص 

Hooper.(        پيش از اين هم نتايج مشابهي توسط 

يي تكنيـــك اپژوهـــشگران ديگـــر دربـــاره كـــار

                                                  دنسيتومتري در كم ي سازي نتـايج بانـدهاي ژل         

ــد   ــارز و اكريلامي ــت آگ ــده اس ــان ش ــين . بي اول

 Enzmann ،انزمــــــان و همكــــــارانبار

etal.,1999) ( بيـــــان داشـــــتند تكنيـــــك

                    DNA           تومتري در محاســــبه كم يــــت دنــــسي

يي و دقت بهتـري نـسبت بـه         ا كار ،ميتوكندريايي

و همكــاران ژانــگ  .روش اســپكتروفتومتري دارد

)Zhang ,et al.,2007 (بــار خــستينراي نبــ 

، آلبـومين سـرم      ايمنوگلوبينهاي    ميزان پروتئين 

 نگاوي، كازئين، بتا لاكتوگلوبولين و لاكتـاآلبومي      

ســـتفاده از تكنيـــك محـــصولات لبنـــي را بـــا ا

گزارش كردند و مزيت اين تكنيـك       دنسيتومتري  
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 .هاي مرسوم ديگر را تأييد نمودند       نسبت به شيوه  

 et al.,2007) Bromage and      ً      اخيـــــرا  

Kaattari (يي اهــم نتــايج مــشابهي دربــاره كــار

تكنيك دنسيتومتري براي تعيين غلظـت نـسبي        

 صـحت و دقـت       كه دهشبيان  هاي هدف     پروتئين

. كنـد   را تأييـد مـي    تني بر دنـسيتومتري     ب م نتايج

ها با    هرچند تاكنون تعيين جمعيت نسبي باكتري     

  . نشده استده از اين شيوه گزارشاستفا

                              كار رفتـه در ايـن تحقيـق،        ه   ب                 از مزاياي روش    

                      ، دقت بالا، تكرارپذيري                       سهولت كاربرد، سرعت بالا

      نكاتي          يكي از     .               ً                    و هزينه نسبتاً پايين آن است          زياد

                                           در انجام آزمون دنسيتومتري به آن توجه                 كه بايد   

                  اي پليمـراز در                                   اين است كه واكنش زنجيره           نمود،  

 ِ  ايِ  .  ان .       هاي دي                                       اين روش براي تعيين تعداد نسخه     

                      بــراي معتبــر بــودن       لــذا   .    رود            كــار مــي  ه          هــدف بــ

               هـاي داخلـي                              لازم اسـت كنتـرل         حاصل     هاي          داده

     هـا                                                      وجود داشته باشد كه دستيابي به اين كنتـرل        

                                 مشكل است و همچنين بايد براي           ارد              در برخي مو  

                                    خاص، يك كنترل مجـزا طراحـي         ة             هر ريزسازوار 

                           تـوان بـه تنهـايي از                   نمـي      صورت                در غير اين    .    شود

                                                 تراكم باند براي تعيين كمي محـصولات واكـنش         

       گـاهي            همچنـين     .                          اي پليمراز استفاده كرد             زنجيره

ــات ــدار دي       اوق ــدف .  ان .            مق ــا   ، ِ       ايِ ه ــب ب                  متناس

        ً    كه معمـولاً           طوري            يست؛ به  ِ                ايِ تكثير شده ن    .  ان .  دي

                  تـا صـدهزار      ، ِ        ايِ هـدف   .  ان .                      هزار نسخه از يك دي    

                   اي پليمراز ايجاد                                  نسخه محصولات واكنش زنجيره   

 ِ         اِهاي هدف   .  ان .     دي  ة  هم        همواره          همچنين  .    كند      مي

               در واقع يـك      .     شوند                           آيي يكساني تكثير نمي    ا       با كار 

 ِ                                           ايِ هدف وقتي در يك نمونه وجود داشـته          .  ان .  دي

                             كه در نمونه ديگري وجـود                             باشد، نسبت به وقتي     

                                             هميشه همـان ميـزان محـصولات واكـنش           ،    دارد

              بر اين اساس     .    كند                               اي پليمراز را توليد نمي              زنجيره

                                                       بايد همه نكات فوق در انجام آزمـايش بـه دقـت            

   .        دست آيد                                                 مورد توجه قرار گيرد تا نتايج دقيقي به       

                     هـاي تـصويربرداري                          استفاده از سيـستم           همچنين  

          كـاليبره        هـاي                تر، دوربـين               ليزر دنـسيتوم          پيشرفته  

 LiCor Odyssey                   و سيستم بسيار جديد   ه   شد

سـبب  املي هستند كه و ع،سازي نمونه و نيز رقيق  

  و  فتـه  افـزايش يا ،سازي                      شوند دقت نتايج كم ي     مي

   درصـد برسـد    ± 1                                   ميزان خطاي آن بـه كمتـر از         

 ),et al.,2007  Bromage and Kaattari ،

      در   ،                 هـاي ايـن روش                        يكي از محـدوديت     . )2007

          درصـد    5        تر از    م                هاي اكريلاميد ك        ژل        كاربرد        مورد  

        پررنـگ                               زمينـه غيريكنواخـت و           دليل   ه            است كه ب  

                                              آن، دقــت نتــايج تكنيــك دنــسيتومتري كــاهش 

          از ژل    ،                                     به همين دليـل در ايـن آزمـايش          .     يابد      مي

  . درصد استفاده شد4/1      آگارز 
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                                       شيوه دنسيتومتري مبتني بـر نتـايج        ،          بنابراين  

PCR  بـراي             و آسـان              سـودمند               توان روشي             را مي       

ــسبي  ــت ن ــين جمعي ــاكتري                       تعي ــنس             ب ــاي ج             ه

            هاي دستگاه                          نسبت به كل باكتري                   بيفيدوباكتريوم  

              دقـت زيـاد                         كه لازم است با                        گوارش طيور دانست  

         سـنتي   ي  ها               ، جايگزين روش                      به جزئيات كاربرد آن   

      در       شـود                     پيشنهاد مـي    .   شود                    نظير كشت ميكروبي    

             هـاي مهـم                                         جمعيـت نـسبي سـاير بـاكتري              آينده

             هـاي مـضر                      ويژه بـاكتري        به   ،                  ستگاه گوارش طيور   د

                  اشريشيا كلي نيز      و                               شامل سالمونلا، كلستريديوم،    

  ه                                                    بــا اســتفاده از شــيوه دنــسيتومتري تعيــين و بــ

                     هـاي مبتنـي بـر                       جايگزين شيوه           اين روش          تدريج  

   . د  شو                         كشت ميكروبي يا سرولوژيكي 

  

           سپاسگزاري

                                                     اين مقالـه بـر اسـاس نتـايج طـرح پژوهـشي             

                                    تعيـين جمعيـت فلـور ميكروبـي                      بررسي امكان    "

 "                                                دستگاه گـوارش طيـور بـه روش دنـسيتومتري         

تهيه شده است كه در دانشگاه آزاد اسلامي واحد         

لين محترم  وؤوسيله از مس    بدين. رشت اجرا گرديد  

هـاي    دانشگاه براي حمايـت و تـأمين هزينـه        اين  

  .دگرد و قدرداني ميسپاسگزاري ،طرح 
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