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 چکیده
عفوني مزمن محسوب هاي بيماري به عنوان یکعامل بيماري یون گاوي است که  یستحت گونه پاراتوبرکلوزیوم اوو یکوباکتریومما   

د. شايو  باا ي باشاماي انسااندر  کرون بيماري در ایجاد باکترياحتمالي این  نقش ،نکته مهم از نظر بهداشت مواد غذایي. شودمي

هااي تشخيص باکتري مذکور در شير دامشده است. در این ارتباط  شيري در سرتاسر جهان گزارش يآلودگي با این باکتري در گاوها

شود. کشت در محيط اختصاصي باه ترین اقدامات جهت جلوگيري از گسترش عفونت محسوب ميممه از شکوک به آلودگيسالم و م

هاي کناد رشاد نظيار با شناسایي ميکروارگانيسم PCRدر عين حال، روش باشد. اما عنوان روش مرجع براي تشخيص این باکتري مي

در زمان بسيار کوتاه بتوان از این روش به عنوان یک  تاکند این امکان را فراهم مي ،یستحت گونه پاراتوبرکلوزیوم اوو یکوباکتریومما

هاي خامه و رساوب بر روي نمونه PCRهاي کشت و آزمایشدر پژوهش حاضر،  آزمایش تشخيصي با حساسيت با  استفاده کرد. لذا

حاصله بر اساس آزمون آماري کاپا مشاهده گردیاد، توافا   هايبررسي یافتهرأس گاو شيري به ظاهر سالم، انجام گردید. با  061شير 

اساسي و توافا  باين دو آزماایش  bp 222با محصول   PCRتقریباً کامل، تواف  بين کشت و  bp 011با محصول  PCRبين کشت و 

PCR  مقایسه تواف  بين دو آزمایش با محصو ت متفاوت ذکر شده هم اساسي برآورد گردید. در نهایت باPCR  استفاده شده در ایان

تاوان اعالام کارد کاه ها، ميپژوهش با روش کشت اختصاصي به عنوان آزمایش استاندارد طلایي تشخيص باکتري مذکور در نمونه

 یکوبااکتریومماهااي متاداول در تشاخيص تواند به عنوان یک روش سریع و دقي  جایگزیني مناسب به جاي روشمي PCRآزمایش 

 عنوان یک آزمایش غربالگري در مورد نمونه شير گاوها مطرح شود.به الخصوصعلي یسراتوبرکلوزتحت گونه پایوم اوو
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 مقدمه
های از جمله بیماری Paratuberculosisيون يا  یماریب   

گیر ظر اقتصادی است كه گريبانن مهم ازو عفوني مزمن 

قابا  درماان  باشد. اين بیمااری يیرگاوداری ميصنعت 

به صورت آنتروكولیت گرانولوماتوز  لنفادنیات و تاور  

شود كه علامت شاخص عروق لنفاوی موضعي ظاهر مي

رونده و كاهش تولید شایر اين بیماری كاهش وزن پیش

باا  زياادیباشد. عام  مسبب بیماری كاه قرابات دا  مي

دارد در نامگذاری جديد باه عناوان  مايكوباكتريو  اويو 

 Mycobacterium aviumيعنااي  تحاات گونااه اويااو 

subsp. paratuberculosis حساني شاود  خواناده ماي

 .(Lilenbaum et al., 2007؛0831  طباطبائي و  فیروزی

بیماااری يااون انتجااار جهاااني دارد و شاایو  آن در    

های سازمان زايش است. طبق بررسيكجورها در حال اف

هاای ايلاب اساتان دامپزشكي  وجود بیماری مذكور در

چنااین در كجااورمان بااه ا بااات رساایده اساات. هاام

مختلف  شیو  بااتتری از ايان بیمااری در  یاهگزارش

گاوهای شیری نسبت باه گاوهاای گوشاتي  كار شاده 

در شایرهای است. در ايران نیز شیو  باتی اين بااكتری 

و خاااكپور     و پاسااتوريزه گاازارش گرديااده اسااتخااا

 Botsaris et al., 2010; Anzabi and ؛ 0831 همكاران 

Hanifian, 2012 ) 

هاای منبع اصلي عفونت  مدفو  دا ر بیماری مذكور د   

آلوده بوده و تماس نزديك دا  مستعد باا مادفو  آلاوده 

يك عام  مهم در شیو  بیماری است. بر هماین اسااس 

رسد كه انتقال بیماری در شرايط طبیعي  در ا ر ظر مينهب

خوردن آب و يذای آلوده به مدفو  دا  آلاوده صاورت 

مهم در اين خصوص توجاه باه ايان  گیرد. البته نكتهمي

ساال ياا بیجاتر(  2له است كه دوره كمون طوتني  مسأ

 03 از حادود  شود كه دفع باكتری از دا  آلودهباعث مي

. آلودگي وجود داشته باشدم آشكار ز علايماه قب  از برو

پستان با مدفو  و حضور آن در آيوز و شیر ممكان  سر

است منجر به بلع جر  باه میازان زيااد توساط گوسااله 

و خاااااكپور ؛ 0831و همكاااااران   انزابااااي  گااااردد

   (Grant et al., 2010 ؛0831همكاران 

مان با توجه به اين نكته كه اسهال مزمن و مقاو  به در   

تواناد له ماييم بارز اين بیماری است و اين مساأاز علا

بر همین  ها گردد.موجب آلودگي شیر و محیط دامداری

اساس مطالعات انجا  يافته در اين ماورد هام حااكي از 

افزايش احتمال آلودگي  انويه شیر به هنگا  شیر دوشاي 

ايان البتاه  .(Hanifian et al., 2013)باشاد دساتي ماي

تر خواهد شد كه در يك گااوداری ني پیچیدهمجك  زما

های مذكور برای تغذيه از شیرهای به ظاهر يیرآلوده دا 

 (Okura et al., 2012ها نیز اساتفاده شاود ساير گوساله

Eltholth et al., 2009; Fathi et al., 2011;). 

 اوويااو  مايكوباااكتريو در رابطااه بااا  نكتااه مهاام   

 در ايجااد اكتریايان با الياحتم نقش  پاراتوبركلوزيس

 .باشادمي( Crohn's  disease   انساندر  كرون بیماری

 باه مباتلا افاراد از مختلاف هاایبررساي درطوريكه هب

 شده شناسايي و جداسازی باكتری مذكور كرون بیماری

 كارون یبیمار مورد در كه هاييبیوتیك آنتي اكثر نیز و

 علیاه بار هكا باشادماي تركیبااتي همان است بوده مؤ ر

 ماورد هم پاراتوبركلوزيس اوويو  مايكوباكتريو باكتری 

هاای شاباهت طار  ديگاراز  .است گرفته استفاده قرار

ي بیماری موجود در علايم بالیني و نیز علايم كالبدگجاي

 اتیولاویی بااكتری فاوق در ياحتمالنقش   كرونيون و 

 لاذا در بسایاری از .بخجیده استبیماری كرون را قوت 

عنوان يك مخاطره باكتری مذكور به  های مرتبطوهشپژ
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   ها مطرح شده استبهداشتي در سلامت عمومي انسان
Fellows et al., 1990; Anadolu et al., 1999; Harris 

and Barletta, 2001; Rodreguez-Lazaro, et al., 

2005; Klanicova et al., 2012 .) 

 رساد كاهر مايبا توجه به مطالب  كار شاده باه نظا   

بیمااری و بادون  فاقد علايمكننده های دفعشناسايي دا 

تارين كاار در كنتارل بیمااری های آشاكار مهامعفونت

پیجگیری از بیماری كرون در  ها و احتماتًمذكور در دا 

هاا انسان خواهد بود كاه باه ايان منظاور كجات نموناه

مايكوباااكتريو  ي شناساااي بهتاارين روش جداسااازی و

در اين بین اساتفاده باشد. اما مي پاراتوبركلوزيساوويو  

ش كجااات در مقابااا  رو PCRاز روش تجخیصاااي 

ي دهاد كاه باا امكاان شناساايي اين اجازه را ميباكترياي

های كند رشد نظیر عام  بیماری يون  در میكروارگانیسم

شك  ساريع بتاوان از ايان روش ه زمان بسیار كوتاه و ب

ش تجخیصي باا حساسایت مولكولي به عنوان يك آزماي

 ,.Chiodini, 1990; Englund et al  بات اساتفاده كارد

1999; Haghkhah et al., 2008). 

 آزمايشاين پژوهش هد   فوق لذا بر اساس مطالب    

PCR بود به ظاهر سالم  هایهای شیر گاونمونه و كجت

ساريع و دقیاق بارای  روشاي  تا با مقايسه نتايج حاص 

مايكوباااكتريو  گي شاایر گاااو بااه مجاخص كااردن آلااود
  . گرددمعرفي  اوويو  پاراتوبركلوزيس

 
  هامواد وروش

 بردارینمونه

گاوداری صنعتي اطرا   3در اين تحقیق با مراجعه به    

تعداد گاوهای دوشای تقريباا يكساان  شهر تبريز كه اوتً

ساابقه بیمااری ياون در پروناده بهداشاتي  داشته و  انیاً

 روشه باا  گذشااته  باات گرديااده بااود گاوهايجااان در

نمونه شیر از گاوهاای  21از هر گاوداری  ساده تصادفي

 به ظاهر سالم اخذ گرديد. 
 روش آزمایش

 PCRدو آزمايش  ابتدا  شیر هایبر روی تمامي نمونه   

 عنصارجفت پرايمر اختصاصي مربوط به  2با استفاده از 

IS900  ت گوناه مايكوباكتريو  اوويو  تحاینو  باكتری
انجا  گرديد. سپس در مورد هر نموناه  پاراتوبركلوزيس

جاواب مثبات  PCRشیری كه به هر كدا  از آزمايجات 

آزمايش كجات اختصاصاي باه منظاور جداساازی   داد

 .باكتری مذكور انجا  گرفت
 هاجدایهاز  DNAاستخراج 

 زباكتری عام  بیماری يون ا  DNAبه منظور استخراج   

  (SDS) سولفات دودسی  سديم روش ایها بر مبننمونه

CTAB/NaCl پروتئیناز وK شد عم  بجرح زير:   

 رسوب و خامة شایرهای  هاابتدا مقدار كافي از نمونه   

به  g8111سانتريفوی در شتاب  با انجا كه مورد آزمايش 

میكرولیتر از  811( به بدست آمده بودند  دقیقه 01مدت 

منتقا   های اساتري موجود در میكروتیوب 1XTEبافر 

هاااا  فعاااال كاااردن بااااكتریشاااد. ساااپس بااارای يیر

 31 باه مادت بیسات دقیقاه در های مذكورمیكروتیوب

از  µl11 در ادامااه  .ه شاادقاارار داددرجااه سلساایوس 

هااا تیااوبمیكرو لیتاار بااهگاار  در میليمیلي 01لیاازوزيم 

 هو برای حصول نتیجاه بهتار باشده اضافه و تكان داده 

درجاااه سلسااایوس  81 ایدمااا سااااعت در 4مااادت 

 %01از محلااول  µl 01سااپس  .شاادند گااذاریگرمخانه

SDS و همچنینµl  3  از پروتئینازK  هاامیكروتیاوببه 

 در over night به صاورت زدنپس از همو  شده اضافه

 در اداماه كاار .دگردياانكوبه درجه سلسیوس  01دمای 

µl011 ماااوتر و 1ساااديم از محلاااول كلريد µl31  از

اضاافه و تكاان  هامیكروتیوببه  CTAB/NaCl محلول
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در  ساپس .گردد مجاهده تا محلول شیری رنگ شد هداد

 01 دماای دقیقه دربه مدت ده  هامیكروتیوب اين حالت

از  µl 111 در ادامه .شد گذاریدرجه سلسیوس گرمخانه

 هاامیكروتیوببه  chloroform/isoamylalcholمحلول 

باه  ساپسان داده و اضافه كرده و به طاور مختصار تكا

. دگرديسانتريفوی  g 00111شتاب  مدت هجت دقیقه در

 هاایمايع رويي به میكروتیاوب  پس از پايان سانتريفوی

( µl 421حجاام  حاادود 0/1 سااپسو  منتقاا تااازه 

  دنكارمخلاوط  باه منظاور و دهشاايزوپروپانول اضافه 

. پاس از مادتي ساروته گرديادبه آراماي ها میكروتیوب

در  كاه  گرديدظاهر  هائیك در میكروتیوبنوكلاسیدهای

منتقا  و درجاه سلسایوس  -21اين حالات باه فريازر 

. در اداماه ندشادداری حدود سي دقیقه در اين دما نگاه

به مدت پانزده دقیقاه  g 02111ها در شتاب میكروتیوب

و  شاده سانتريفوی و ساپس ماايع روياي بیارون ريختاه

روی بره در فريزر سرد شد %11لیتر اتانول میلي 0حدود 

ساروته باه آراماي ساه باار  در اداماه و اضافهها رسوب

به مدت پنج دقیقاه  g 02111و دوباره درشتاب  هگرديد

پس از اتما  سانتريفوی  اتاانول بیارون  .ندشدسانتريفوی 

. در گردياددمای اتاق خجك  ها درو رسوب شد ريخته

 حااوی  هاروی رسوب بر 1XTEاز بافر  µl 011نهايت

DNA  درجاه سلسایوس  -21و در  اضاافه (استخراجي

 ,.Supply et al؛0831خاكپور و همكاران   شدداری نگه

2001; Sola et al., 2003.) 
  PCR برای انجامپرایمرهای مورد استفاده 

با استفاده از مقاتت موجود و با مراجعه به بانك یني    

كروماااوزو  باااااكتری  IS900و بررساااي ساااكانس 

 2 گونااه پاااراتوبركلوزيس ريو  اويااو  تحااتمايكوباااكت

جفت پرايمر به شرح زير و از طريق سفارش به شاركت 

ايران( تهیه و استفاده گرديد  –طوبي نگین تهران  تهران 
(Pillai and Jayarao, 2002; Bhide et al., 2005): 

 

 F-90: GTT-CGG-GGC-CGT-CGC-TTA-GG 

R-91: GAG-GTC-GAT-CGC-CCA-CGT-GA 

FP-25: CCA-GGG-ACG-TCG-GGT-ATG-GC 

RP-26: GGT-CGG-CCT-TAC-CGG-CGT-CC 
 

 PCRهای مورد استفاده جهت انجام برنامه

 از هر يك از میكرولیتر 0 شام  PCR مخلوط واكنش   

  میكروماوتر( 1/1 با يلظات  R-91و  F-90پرايمرهای 

DNA آنزيم و نانوگر ( 011  میكرولیتر 1به میزان  الگو 

 DNA Taqواحد در میكرولیتار( باه میازان  1  مرازپلي

 ساهكه به هماراه مخلاوط بازهاای آلاي میكرولیتر  4/1

 و میكرولیتاار 0میكاارو مااوتر( بااه مقاادار  01  فساافاته

میكرولیتار  1/2میكرو موتر( به مقدار  11  منیزيو كلريد

 و نیاز 10X  PCRمیكرولیتر از بافر  1 با اضافه كردن و

تماامي  باود. اساتري ديونیزه  مقطر میكرولیتر آب 0/84

 گردياد.از شركت طوبي نگاین تهاران تهیاه  PCRمواد 

هاای میكروتیوب به میكرولیتر 11حجم نهائي  واكنش با

ترمااال سااايكلر  شاارايط دمااايي انتقااال يافاات. اسااتري 

 Eppendorf, Germany)  عبارت بود از يك سایك  باا

دقیقاااه  1درجاااه سلسااایوس باااه مااادت  34 دماااای

درجااه  34 ساایك  شااام  81  اولیااه( وراساایوندنات 

درجاه   66  دناتوراسایون(   انیاه 41به مدت سلسیوس 

 دماایو  (پرايمرها اتصال يك دقیقه  به مدت سلسیوس

بارای عما   به مادت ياك دقیقاه درجه سلسیوس  12

 12يك سیك  دمای  يبرای توسعه نهايباتخره  (.توسعه

طاي  .گردياددقیقه اساتفاده  1مدت  به درجه سلسیوس

ای قطعهدمايي و زماني فوق   برنامهو اعمال  PCRروند 

شد كه در عم  الكتروفاورز تكثیر داده  bp411به اندازه 

باناد  %0و در آگاروز  PCRاز محصول  µl 1/1 با مقدار
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اسااتفاده از دسااتگاه یل كااه بااا  ديااگردآن مجااخص 

 اين محصاولای از نمونه .تهیه شد هاعكس آن داكیومنت

  نجان داده شده است. 0شك  در 

-FP رنامه مورد استفاده با پرايمرهاایباز طر  ديگر    

در دستگاه ترماال ساايكلر در مراحا   نیز  RP-26و  25

سیك  بود که در  صورتبه این PCR  مختلف آزمايش

دقیقاه  4باه مادت  انجا  عما  دناتوراسایونبراي  اول

 هااا اعمااالر روی نمونااهباا درجااه سلساایوس 34 دمااای

باار  81هام كاه هاای اصالي چنین در سیك هم د.گردي

تكرار شدند  جهت انجا  عم  مذكور از همان دما ولاي 

درجاه   01  انیاه و بارای اتصاال از دماای 81به مادت 

 هام و برای عم  توسعه زمان مدت طي همان سلسیوس

اساتفاده   انیاه 41 مادت به درجه سلسیوس 12 از دمای

ي يم بارای توساعه نهااها باتخره در سایك  آخار .شد

دقیقاه  1مادت  دراز همان دما    PCRمحصول آزمايش

 0باا اساتفاده از مقادار  برنامه مذكور هم .گرديداستفاده 

  RP-26و   FP-25میكرولیتر از هار ياك از پرايمرهاای 

اساتخراجي الگاو   DNAمیكروماوتر( و  1/1 با يلظت 

 DNA  ناانوگر ( و آنازيم 011  میكرولیتار 0به میزان 

Taq4/1واحااد در میكرولیتاار( بااه میاازان  1  ماارازپلااي 

میكرولیتر كاه باه هماراه ديگار اجازای آزماايش يعناي 

میكارو ماوتر( باه  01  مخلوط بازهای آلي سه فسافاته

میكرو ماوتر(  11میكرولیترو كلريد منیزيو    1/1مقدار 

میكرولیتار از  1میكرولیتر و با اضافه كردن  1/0به مقدار 

 مقطاار میكرولیتاار آب 0/84و نیااز  10X  PCRبااافر 

كه همگي از شركت طوبي نگین تهاران   استري  ديونیزه

میكرولیتاار در  11تهیااه شااده بااود  بااا حجاام نهااائي 

و در میكروپلیات  ريختاه شاده های استري میكروتیوب

 – Eppendorfمخصوص دستگاه ترمال سايكلر شركت  

Germany )در  نیاز رماذكو برناماه مطابق .قرار داده شد

تكثیار داده  bp 223ای باه انادازه قطعاه PCRطي روند 

از محصاول  µl 1/1عم  الكتروفورز با مقدار  شد كه در

PCR  كاه باا  ديگردباند آن مجخص  %2/0و در آگاروز

نیز تهیه شاد  هاعكس آن استفاده از دستگاه یل داكیومنت

نجان داده شاده  0ای از آن هم در شك  شماره كه نمونه

خاااااكپور و  ؛0834 انزابااااي و همكاااااران   سااااتا

 .(0831همكاران 

    هاکشت اختصاصی نمونه
 11كااه در ظاارو   های شاایرباادين منظااور نمونااه   

باه  g8111لیتری استري  اخذ شده باود در شاتاب میلي

دقیقااه سااانتريفوی شااده و سااپس  عماا   81ماادت 

زدايي هام بار روی رساوب و هام بارروی خاماه آلوده

 HPC% 11/1جداگانه با استفاده از محلول  حاصله بطور

( Merck-Germany دو سی  پريادنیو  كلراياد(   هگزا

 ,.Dundee et al  استري  تازه تهیه شاده انجاا  گرفات

ي شاده هار كادا  از يازداسپس محتويات آلوده (.2001

باه مادت  g4111را بار ديگر در شتاب  های مذكورلوله

و رسوب  شدي را خالي يو مايع رودقیقه سانتريفوی  01

و پاس مخلوط  PBS-Tلیتر میلي 1/2حاصله را ابتدا در 

ساازی و مخلوط كردن به منظور يكنواخت pHاز كنترل 

و قسمت مساوی تقسیم  4ها  هر نمونه آماده به كام  آن

حااوی  محیط كجات هرولاد 4به  تحت شرايط استري 

بلناد  های آزماايش نسابتاًدر لوله مرغ كه قبلاًزرده تخم

بصورت مورب و در شرايط كاملا استري  تهیه شده بود 

هاای از محیط عادد 8تز  باه  كار اسات يافت. انتقال 

يك محیط  مايكوباكتین و ml0111/ mg2مذكور حاوی 

 .Gilmour and  G.L  هام باادون مايكوبااكتین بااود

Wood, 1996; Whittington et al., 1999.)  همچناین
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هاا در طاي دوره گي  انويه نمونهبرای جلوگیری از آلود

های كجات ماذكور طوتني مدت انكوباسیون  به محیط

اضاافه  (Sigma-Aldrich, USA زيار  هاایبیوتیكآنتي

لیتاار(  میكروگاار  در میلااي 11گرديااد: كاربینیساایلین  

 Bمیكسین لیتر(  پليمیكروگر  در میلي 21متوپريم  ریت

 B 01 سااین لیتاار( و آمفوتريواحااد در میلااي 211 

در نهايات انكوباسایون محایط  لیتر(.میكروگر  در میلي

درجاه  81های فوق در شارايط هاوازی و دماای كجت

 هفتااه انجااا  گرديااد 24 -00و بااه ماادت  لساایوسس

 Gilmour and  G.LWood, 1996; Whittington et 

al., 1999) . 
  آنالیز آماری

حاضار  از انجا  تحقیق  اصلي با توجه به اينكه هد    

( روش كجاات بااه عنااوان agreement  مقايسااه توافااق

( تجاخیص Gold Standardي  ياآزمايش استاندارد طلا

ای پلیماراز باكتری عام  بیماری يون و واكانش زنجیاره

 PCR به عنوان روشاي ساريع و اختصاصاي باه ايان )

رای منظور و در نتیجه معرفي آزمايجي مناسب و كاارا با

هاا باود   لاذا بادين موناهتجخیص باكتری مذكور در ن

( در اين Kappa testمنظور از روش آماری تطابقي كاپا  

 خصوص استفاده گرديد.

 
 هایافته

های شیر باا خامه نمونه در موردPCR  نتیجه آزمايش   

 % 21/00نمونه مثبات باود   03شام   bp 228صول مح

موارد(  در حالیكه وقتي همین آزمايش بر روی رساوب 

مثبت  (%38/8نمونه   0فقط تعداد  نجا  گرديد ها انمونه

هاای كجات اختصاصاي نموناه . جالب اينكاه دربودند

مذكور در محیط كجت جامد هرولد حااوی زرده تخام 

از  % 1شاام  كاه نمونه مثبت مجاهده شد  3مرغ تعداد 

. اماا در آزماايش باشادمايمورد آزماايش  هایك  شیر

PCR با محصول bp 411 یرهای مذكورمورد خامه ش در 

ها( و نمونه %1/1مورد مثبت مجاهده شد  02فقط تعداد 

هاا باا ست كه وقتي رسوب هماین نموناهاحالي اين در

نموناه مثبات  0همان آزمايش بررسي شد باز هم فقاط 

كجات اختصاصاي رساوب  چناین در(. هم%38/8بود  

های مذكور در محیط كجت جامد هرولاد حااوی نمونه

مثباات  (%38/8 نمونااه  0عااداد نیااز تزرده تخاام ماارغ 

 مجاهده شد. 

  (Kappa testآزمون آمااری كاپاا   بر مبنای همچنین   

 400با محصول  PCRبین كجت و  (agreement  توافق

bp     تقريباً كامalmost perfectباشد چارا كاه در ( مي

محاسبه گرديد. اما باتوجه باه اينكاه  K= 0.86اين مورد 

  bp 228 با محصاول PCRت و در مورد توافق بین كج

  K = 0.62نجاان داد كاه ماذكورنتیجاه آزماون آمااری 

دو آزماايش ماذكور اساساي  باین لاذا توافاق  باشادمي

 substantialو بااتخره توافاق باین  باشد( ميPCR  باا

نیاز بار  bp 228با محصاول  PCRو   bp 400محصول 

اساسااي   همحاساابه گرديااد   K= 0.75 مبنااای اينكااه

 substantialباشد. ( مي 
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 8، 7، 6هاي و ردیف bp444 PCR محصول 4و2هاي ردیفاستخراجي و  DNAردیف سوم که در آن  PCRژل الکتروفورز شده آزمایشات  -1شکل

 Fermentas  (Germany)  تشرک bp144 سایزمارکر ، دو نوعهاي اول و نهمهمچنین ردیف و و ردیف پنجم نیز یک نمونه منفي bp228 PCR محصول 

 د.ندهرا نشان مي
 

 گیریو نتیجه بحث
هاای تجاخیص مولكاولي از جملاه با پیجرفت روش   

در  هااااهمیاات و ارزش اسااتفاده از آن PCRتكنیااك 

ها روز به روز بیجتر شده كه ايان بیماری انوا  تجخیص

امر در ارتباط با تجاخیص بیمااری ياون نیاز باه ا باات 

ه در مطالعاات متعادد اساتفاده از بطوريكا  یده استرس

هااا تعااداد در مقايسااه بااا ساااير روش PCRآزمااايش 

های مثبت بیجتری را نجان داده و نیاز حساسایت جواب

بات و ويژگي مناسب اين تكنیك را در تجخیص بیماری 

پژوهجاي كاه در ساال ماثلا  .يون توصیف كرده اسات

باا  و در منطقه مغان توساط خااكپور و همكااران 0831

قايسه نتايج حاصله از آزمايش مستقیم میكروساكوپیك م

 PCR حساسیت باتی روش  انجا  گرفته است  PCRو

 (. البتاه0831 خااكپور و همكااران  را نجان داده اسات

هاای در مورد شیر دا  نتايج تحقیق حاضر هم اين امر را

در  چنین در ايان رابطاههم دهد.به ظاهر سالم  نجان مي

 آزماايش ساه  در هناد 2111ساال پژوهش ديگری در 

ای بار بجاك  مقايساه PCR  كجات و تجخیصي اتيازا

كاه در میاان آنهاا  انجا  گرفتاه گاوهای بومي شیر روی

 در بهترين نتاايج را نجاان داده اسات. شیر PCRروش 

مجابه پژوهش حاضر هم از رساوب  نیز مذكور پژوهش

بااكتری عاما    DNAو هم از خامه شیر برای استخراج

  ماری يون استفاده شاده اسات كاه در مقايساه نتاايجبی

 نتايج مثبت( نسبت باه خاماه %02استفاده از رسوب  با 

 تر گزارش شده اساتنتايج مثبت( ارجح %11 با حدود 

 Sharma et al., 2007). اين  بانتايج پژوهش حاضر  اما

ماورد  درچارا كاه  باشادمتفااوت ماي كار شاده مورد 

مثبت باا اساتفاده از  مورد % 21/00 های خامه شیرنمونه

PCR  با محصولbp  223 در مورد  وPCR  با محصاول

bp 411 ايان در  و مجاهده شاد مثبت مورد % 1/1 فقط
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بدست آمده  رسوب شیر نتیجه در خصوص حالیست كه

 % 38/8 فقااط و هيكساان بااود PCR آزمااايشهاردو  در

در ايان  .دو آزمايش جواب مثبت دادناداين ها به نمونه

به دلی  وجاود چرباي بیجاتر  رسد كهبنظر مي خصوص

در قسمت خامه شیر  باكتری مذكور به اين بخاش شایر 

  در ارتباط با اين موضاو  بطوريكه .تماي  بیجتری دارد

پژوهجي نجان داده است كه عاد  توجاه باه ايان  حتي

از دساات رفااتن بساایاری از  بااهتوانااد مااي موضااو 

یر در هنگااا  هااا در قساامت خامااه شاامیكروارگانیساام

جاواب  كه اين مسائله بار منجر شودها سانتريفوی نمونه

 Pillai and د تواناد ماو ر باشامذكور ماي هایآزمايش

Jayarao, 2002.) سال  پژوهجي كه در از طر  ديگر در

های آبي كه دارای هندوستان بر روی گاومیش در 2114

ان اند انجا  گرفته است نجعلائم بالیني بیماری يون بوده

هاای نموناه مرباوط باه دا  21 كه از مجماو  شده داده

و  PCRنمونه باه آزماايش تجخیصاي  04مذكور تعداد 

 انادنمونه به كجت اختصاصي جواب مثبات داده 0فقط 

 Sivakumar et al., 2004)  كه نتايج پژوهش حاضر هم

باه  هاایاين مهم را مخصوصا در مورد خاماه شایر دا 

ماورد مثبات باا  03  دهاديبخوبي نجاان ما ظاهر سالم

مورد مثبت باا  02و bp 228با محصول  PCRاستفاده از 

در حالیكاه در   bp 400 باا محصاولPCR  اساتفاده از

 مورد مثبت مجاهده شد(. 3كجت اختصاصي فقط 

ايتالیاا انجاا   در 2118ساال  اما در پژوهجاي كاه در   

باا آزمايجاي سارولویيكي گرفته است  ابتدا گوسافندان 

هاای مثبات و مطالعه قرار گرفته و در ادامه نموناه مورد

شایر آزماايش  PCR  از طريق منفي از نظر سرولویيكي

 01نمونه مربوط به  3شدند كه نتیجه اين بوده كه تعداد 

دا  سر  منفاي  04نمونه از  4دا  سر  مثبت و نیز تعداد 

 Nebbia et  اندشیر جواب مثبت داده PCRبه آزمايش 

al., 2003.)  

باا  2111ای در ساال ساين و همكاران نیز در مطالعاه   

  شایر  PCR- IS900 بررساي حساسایت اتيازای شایر

های مربوط به در مورد نمونه كجت مدفو  و كجت شیر

هاای گوسفندان و بزها  نجان دادند كه حساسایت روش

 %0/30و  %0/34   %28   % 4/33ماااذكور باااه ترتیاااب 

نتاايج تحقیقاات  كاه .(Singh et al., 2007)باشاد ماي

 شاایر بااا نتااايج تحقیااق حاضاار PCR در مااورد مااذكور

 توانادآن ماي يكي از علا باشد كه مقداری متفاوت مي

 از آنهااا كااه باشااد هااائيتفاااوت ساان دا  مربااوط بااه

عقیده بار ايان   در اين خصوص .شده استگیری نمونه

است كه چون بیمااری ياون يالباا بجاك  مازمن دياده 

نموناه  از آنهاا ي كاهيهاافاوت در سان دا شود لذا تمي

 Slana et  در نتیجه آزمايجات مو ر است شودگرفته مي

al., 2008; Diegues et al., 2007.)  همچناین شاواهد

ايان ماورد حاكي از آن است كاه حجام نموناه نیاز در 

عقیده بار ايان اسات  از طر  ديگر .تواند مو ر باشدمي

هااای كلساایم در نهااائي شاابیه ياوكاه وجااود متابولیات

را مهاار  PCRهای شیر ممكن اسات كاه واكانش نمونه

 ,.Millar et al  كرده و لذا نتايج متفاوت حاصا  شاود

1996; Englund et al., 1999; Singh et al., 2007.) 

با توجه به اينكه دفع باكتری عام  بیماری يون همچنین 

 از طريق شیر در عین اينكه باه مقادار بسایار كام باوده 

همچنین حالت متناوب هم دارد لذا ممكن است كاه در 

های شیر برای آزماايش  بااكتری آوری نمونهزمان جمع

نتیجاه آزماايش بجاك   مذكور در شیر وجود نداشاته و

 Wells et؛ 0834 انزابي و همكاران   كا ب منفي درآيد

al., 2006 .) 
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خاواني رسد كه يكي ديگر از دتي  عد  هامبنظر مي   

ج پاژوهش حاضار باا  نتاايج حاصاله در برخاي از نتاي

تواند در مي  تحقیقات مجابه كه در بات به آنها اشاره شد

 DNAبرداری و تفاوت در پروتك  استخراج نحوه نمونه

شود كه بدلی  عاد  در واقع اين موضو  باعث مي باشد.

 PCRحساسایت آزماايش   الگاوی مناساب DNAتهیه 

 تز  از طار  ديگار (.Singh et al., 2007  تغییر ياباد

بذكر است كه باكتری مذكور در صورت تجكی  آراياش 

های منفرد اين ( در مقايسه با فر  سلولClumpای  توده

هاا نسابت باه عواما  باكتری پايداری بیجتری در نمونه

لاذا شاانس جداساازی و  نامساعد از خود نجاان داده و

 Rowe et  نادكها افزايش پیدا ميشناسائي آن در نمونه

al., 2000.)  

با توجه به نتايج حاصله از اين تحقیاق در خصاوص    

ناشي  های پنهانبررسي آزمايجگاهي و تجخیص عفونت

در  پاراتوبركلوزيس تحت گونهمايكوباكتريو  اوويو   از

تاوان ايان موضاو  ها از طريق مطالعه شیر آنها  مايدا 

كااارائي  مهاام را مطاارح نمااود كااه مساااله اخااتلا  در

های تجخیص آزمايجاگاهي در ايان ماورد بسایار روش

 نتاايج تحقیاق حاضار هام ايان  باشادحائز اهمیت مي

همچناین مقايساه توافاق . (را ا بات كرده اسات موضو 

استفاده شاده در پاژوهش حاضار  PCRبین دو آزمايش 

با روش كجت اختصاصي به عناوان آزماايش اساتاندارد 

هاا  باه ايان نموناه طلائي تجخیص بااكتری ماذكور در

موضو  مهم تاكید كرد كه انتخااب ناو  پرايمار نیاز در 

تا یر و اهمیت بااتئي  PCR  آزمايش افزايش حساسیت

 دارد.

با توجه به نتايج بدست آمده از آزمايجاات در نهايت    

و توافااق  از يااك طاار  مختلااف در پااژوهش حاضاار

مجاهده شده بین آزمايجات مذكور با اساتفاده از تسات 

كاپا از طر  ديگر و با تكیه بر تحقیقات گذشته در ايان 

  تاوان اظهاار داشات كاه آزماايشمورد به جرات ماي

PCRتواناادمااي روش سااريع و دقیااق  عنااوان يااك بااه 

تجااخیص  اسااتانداردجااايگزيني مناسااب بجااای روش 

يعنااي  مايكوباااكتريو  اووياو  پاااراتوبركلوزيسبااكتری 

باالگری در ك آزماايش يركجت  مخصوصا به عنوان يا

رسد البته بنظر مي های شیر خا  گاوها باشد مورد نمونه

هاای ماذكور زمااني باین آزماايش اعلا  شده كه توافق

های تجخیصاي تز  بارای خواهد بود كه بررسي برقرار

بر روی رسوب و هام  هم جستجوی عام  بیماری يون 

روی خاماه شایر خاا  انجاا  گیارد و لاذا در ماورد  بر

 كار توافاق آزمايجاات  ایكارخاناه وريزهپاست هایشیر

 تز  به  كر اسات كاه  داشتخواهد  فرقاحتمات شده 

سااه  مربااوط بااه ايجنتا  پااژوهش حاضاار هااایدر يافتاه

آزمايش انجا  گرفته در مورد رسوب شیر يكساان ولاي 

باشااااد(.در مااااورد خامااااه شاااایر متفاااااوت مااااي
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Abstract 
   Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis is the etiological agent for Johne’s disease which is 

known as chronic disease in cattle and may attribute to Crohn’s disease in human. High prevalence of 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis has been reported in dairy cattle worldwide. Recognition 

of infected animals is a major factor to control the spread of the organism. In this regard, detection of the 

bacterium in milk of clinically suspicious and apparently healthy cows is the best way to control the 

infection. Although isolation of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis by culture assay is 

considered as the gold standard, PCR method helps us to recognize the occurrence of slow-growing 

microorganisms in a short period of time with high sensitivity. In this survey, a total number of 160 cow 

milk was sampled and cream layer together with the pellet of each sample was tested by PCR and culture 

technique. Using Kappa statistics it was revealed an almost perfect agreement between culture and PCR 

assay with a product size of 400 bp; however, the agreement between culture and PCR with product size 

of 228 bp was found substantial. Results showed a substantial agreement between PCR with product sizes 

of 400 bp and 228 bp. Comparing the agreement between the two PCR approaches with culture assay as 

gold standard test, it was assumed that PCR could be a robust and rapid method to detect Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis in milk. Consequently, PCR can be introduced as a screening test for 

detection of the bacterium in cow milk. 
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