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Abstract 
Tuberculosis is one of the oldest infectious zoonotic diseases. The importance of avian 

tuberculosis and the growing risk of the disease in human societies have provided a double 

incentive for rapid diagnosis of the disease. Mycobacterium avium subsp. avium is the most 

important cause of disease in poultry. Sampling for the present research was done during 2018-

2019. Based on clinical signs and poor physical condition, 101 pigeons suspected of having 

tuberculosis were selected from different herds. First, blood samples were taken from pigeons 

for serum preparation. Then pigeons were euthanized and necropsy was performed and tissue 

samples were taken for culture and molecular tests. The samples were cultured in three specific 

media: Lunstein-Johnson with glycerin, Lunstein-Johnson with pyruvate and Heroldegg. 

Molecular analysis of samples was conducted using 16S rRNA, IS1245, and IS901 primers. 

Serum samples were analyzed for antibodies against Mycobacterium avium using a specifically 

designed ELISA system. Based on culture and molecular identification, 39 isolates from 

Mycobacterium avium subsp. avium were isolated. Contamination of 13 pigeons with 

Mycobacterium avium subsp. avium was detected using the specifically designed ELISA 

system. According to the results, the sensitivity of the culture and PCR methods was higher than 

the specifically designed ELISA system. However, due to the significant relationship between 

these three methods, it seems that the ELISA system can be used to screen flocks in the early 

stages of the disease. 
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 چکیده
اهمیت بیماری سلل پرنلدگان و ر لر روزانل ون  .های عفونی مشترک بین انسان و دام استترین بیماریقدیمی یکی ازسل بیماری 

 مایکوباکتریوم اویلومتر این بیماری نراهم نموده است. ای مضاعف جهت تشخیص سریعگسترش این بیماری در جوامع انسانی انگی ه

بر اساس  انجام گرنت. 1396-1397برداری این تحقیق در سال باشد. نمونهدر پرندگان می سل ترین عامل بیمارییوم مهمگونه اوتحت

گیلری . ابتدا از کبوتران به منظور تهیه سرم، رونندانتخاب شدهای مختلف از گله مشکوک به بیماری سلکبوتر  101های بالینی نشانه

هلای آزمایشات مولکولی نمونهانجام کشت و جداسازی عامل با روش با انجام کالبدگشایی، به منظور کشی، شد و پس از آسانانجام 

دار و جانسلون پیلروات-دار و لونشلتاینجانسلون گلیسلیرین-ها در سه محیط ارتصاصی لونشتاینکشت نمونه آوری شد.بانتی جمع

مورد بررسی مولکولی قرار گرنتنلد. بلا اراحلی  IS901و  16S rRNA، IS1245ها با استفاده از پرایمرهای هرولداگ انجام شد. نمونه

 و انجام آزمایشات مولکولی کشت انجامبا بررسی شدند.  مایکوباکتریوم اویومبادی علیه های سرم از نظر وجود آنتیسیستم الای ا نمونه

مورد آلودگی این کبوتران به  13شده الای ای اراحی و در آزمایش سیستم جدا شد گونه اویومتحت اویوم مایکوباکتریوم جدایه از 39

نسبت بله روش  PCRدست آمده حساسیت روش کشت و هتشخیص داده شد. بر اساس نتایج ب گونه اویومتحت مایکوباکتریوم اویوم

ساده، سریع، ارزان و نسبتا غیر  این سه روش با هم و نی  با توجه بهدار معنیاما با توجه به ارتباط  بودسیستم اراحی شده الای ا بالاتر 

 ها در مراحل اولیه بیماری استفاده نمود.گری گلهتوان از سیستم الای ا جهت غربالرسد میتهاجمی بودن روش الای ا به نظر می
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 مقدمه

های عفونی ترین بیماریقدیمی یکی ازسل بیماری 

 Taroudizadeh and) مشترک بیین انسیان و دام اسیت

Imani Fouladi, 2012; Velayati, 1977  .)  بیر اسیا

میلیون نفیر  4/10تحقیقات به عمل آمده هر ساله حدود 

سیوم از  یی  شیوند و تقریبیاًانسان بیه سیل مبیتی میی

سیل هسیتند و در معیر   یلجهان حامل باسی یتجمع

 ,.Barberis et al) قرار دارندفعال  یماریی به بخطر ابت

میلیون نفر بر اثیر ابیتی بیه بیمیاری  3و هر سال  (2017

میرند. اهمیت بیماری سیل پرنیدگان و سل در جهان می

خطر روز افزون گسترش این بیماری در جوامع انسیانی 

به علیت مشیترک بیودن بیمیاری بیین پرنیده و انسیان، 

تر ایین بیمیاری تشخیص سریعای مضاعف جهت انگیزه

سییل (. Mayahi et al., 2013) فییراهن نمییوده اسییت

بیماری بسیار مهمی است کیه هین در پرنیدگان  پرندگان

و هین  (Tell et al., 2001) خانگی، آزادزی و شیکاری

 Pavlas et) شوددر پستانداران اهلی و وحشی دیده می

al., 1992).  سل پرندگان ی  بیماری میزمن اسیت کیه

دستگاه گوارش پرنیده را درگییر کیرده و ا لی   موماًع

 ,.Movassaghi et al) شیودمنجر بیه میرپ پرنیده میی

. به علت اهمیت اقتصادی و خسیارات ناشیی از (2010

هیا، خطیر وحیشداری شده در بیا سل در پرندگان نگه

انقرا  نسیل برخیی پرنیدگان ناییاش، مشیترک بیودن 

خیص بیمییاری بیمییاری و دشییوار بییودن کنتییرل آن، تشیی

این (. Fulton and Sanchez, 2020) اهمیت زیادی دارد

گونیه تحیت مایکوبیاکتریوم اوییومبیماری ا ل  توسط 

 Tell et) شودایجاد می مایکوباکتریوم جناونسو  اویوم

al., 2001 .)سرولوژی   اتکشت، آزمایش(Fulton and 

Sanchez, 2020)، و رادییوگرافی آمیزی اسیدفسترنگ 

جهت تشیخیص دامپزشکان  ا ل که هستند  اتیشآزمای

 Nouri et al., 2012; Kriz et) دهنیدبیماری انجام میی

al., 2010; Tell et al., 2001).  از آن جییایی کییه

های بالینی بروزیافته در این بیماری پاتوگونومیی  نشانه

هیا ای بسیاری در بیروز نشیانهباشند و تفاوت گونهنمی

در پرنییدگانی کییه ، (Tell et al., 2001)وجییود دارد 

دهنیید در بیالینی ایین بیمییاری را نشیان نمیی هاینشیانه

هیای اسیدفسیت بایید احتمیال صورت وجیود بیاکتری

بیرای اثبیات . با این وجود سل را داد بیماری آلودگی به

. با (Pesek, 1998) بیماری کشت باکتری ضروری است

 تیرین روش در تاییید وجیودوجود اینکه کشت، قطعیی

اما ایین روش دارای باشد میها مایکوباکتریومعفونت با 

مشکیتی از قبیل تهیاجمی بیودن، سیخت رشید بیودن 

هیا و ارگانیسن، طولانی بودن زمان تکثیر مایکوبیاکتریوم

نیاز به وجود شرایط مناس  از نظر دمایی، مواد مغذی و 

 های کشیتمحیط (.Tell et al., 2001)باشد اکسیژن می

، لونشتاین جانسون و مییدل مر ی زرده تخنهرولد حاو

اسییتفاده  مایکوبییاکتریوم اویییومبییروک جهییت کشییت 

. (Friend et al., 2001; Wobeser, 1997)شیوند می

هیای تشیخیص بیمیاری لاپاراسکوپی نیز از جمله روش

شود که امکیان بیوپسیی از سل در پرندگان محسوش می

 بیه وش نییازکند اما این ربافت و ضایعات را فراهن می

عمیومی  بیهوشی گران دارد، مستلزم و پیچیده تجهیزات

 Tell) باشیدپرنده می برای ذاتی خطرات دارای است و

et al., 2001.)  امروزه انجام آزمایشیات مولکیولیPCR 

و  IS1245و  IS6110 ،IS901 هایجستجوی ژن بر پایه

 ( با اسیتفادهRFLPآنزیمی ) هضن مانند هایینیز تکنی 

 هیاتشخیص مایکوبیاکتریوم در اختصاصی هایپروش از

 بیه هاروش این از استفاده اند. باکرده پیدا زیادی کارایی
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 و ییا انسیانی سیل به مشکوک هایتوان نمونهمی راحتی

 وجییود نظییر روز از ییی  عییر  در را حیییوانی

 میورد دقیقیا آن گونیه تعییین همچنیین و مایکوباکتریوم

 ,Jabbarzadeh and Seifi) قیرار داد و تاییید بررسیی

هییای مولکییولار در . بییه عبییارت دیگییر روش(2010

هیای خیاو و تعییین هوییت ها یا ژنژنتشخیص آنتی

اند. های پاتوژن انقیبی بزرپ ایجاد نمودهمایکوباکتریوم

ها شامل بدسیت آوردن نتیایج سیریع، مزایای این روش

هیا و توانایی تشخیص مییزان انیدک آلیودگی در نمونیه

بیوده اسیت  مایکوبیاکتریوم هاییین هویت دقیق گونهتع

(Tell et al., 2001.) ر ن سرعت بیالای تشیخیص علی

در اییین روش، دفییع متنییاوش ارگانیسیین و دشییواری در 

باشید. رو مییمشکیت پیشیافتن بافت هدف از جمله 

هیای سیرولوژی  کیاربردی در تشیخیص سیل آزمایش

 کمپلمیان ثبیوت ،(HA) هماگلوتیناسیون پرندگان شامل

(CF )باشییدو الایییزا مییی (Thoen et al., 1979; 

Jorgensen, 1978)ای هیا، خیاو گونیه. ایین آزمیایش

 هییا درگونییه از محییدودی هسییتند و تنهییا بییرای تعییداد

بیا  HA. آزمیایش (Christal, 2013) باشیندمی دستر 

بیار استفاده از خون یا سرم قابل انجیام اسیت. نخسیتین

از آزمییییایش  1943ر سییییال و همکییییاران دمییییو  

خیون بیه منظیور  سیرم آگلوتیناسیون با استفاده از نمونه

 Pavlas) استفاده کردنید طیور در تشخیص بیماری سل

et al., 1992) آگلوتیناسیییون خیون کامییل ییی  روش .

باشید. های آلوده در گله مییتشخیصی سریع برای پرنده

گرچه موارد مثبت کاذش در آن نقطه ضعف به حسیاش 

 خون از . استفاده(Fulton and Sanchez, 2020) آیدمی

 EDTA شیامل کامیل خیون از تیرحسیا  تیازه، کامل

(ethylenediaminetetraacetic acid)  یا سیرم اسیت و

دهد. بیرای دسترسیی بیه واقعی را نشان می نتایج مثبت

 نییاز ای موردهای خاو گونهژناعتماد، آنتی نتایج قابل

بیه عنیوان یی  آزمیایش بیرای  تیوان از آناست و میی

 Fulton and) ها استفاده نمیودگری و ارزیابی گله ربال

Sanchez, 2020; Christal, 2013; Tell et al., 2001; 

Cromie et al., 1993; Hawkey et al., 1990 .) ایین

پرنییدگان  خییانگی، تسییت در پرنییدگان آبییزی، مر ییان

 ;Christal, 2013) و درنیا قابیل انجیام اسیت شیکاری

Cromie et al., 1993; Hawkey et al., 1990 .)

حساسیت آزمایش الایزا بالا است، بیا ایین وجیود ایین 

ای هیای خیاو گونیهژنآزمایش مشکل بوده و به آنتی

توانید دارد و نتایج مثبت کاذش در این آزمایش میی نیاز

گیری تیوان جهیت  ربیالاز این روش نیز می .بالا باشد

 Fulton and Sanchez, 2020; Tell) گله استفاده نمیود

et al., 2001 .)آزمایش تثبیت کمپلمان (CF)  نیز جهیت

مشخص نمودن وجود عفونت یا در معر  قرار گرفتن 

 ;Christal, 2013)کیاربرد دارد  اوییوم مایکوباکتریومبا 

Phalen et al., 1995) . ،شناسییایی منییابع عفونییت

یکیی از  میاریبی مخیازن کیردنپیدا  مسیرهای انتقال و

از  باشیدکنی بیماری میهای اصلی در برنامه ریشهچالش

 مایکوبیاکتریوم اوییومهیای مختلیف تمایز سویهاین رو 

اطیعات موجود رسد. نظر میهالزامی ب اویومگونه تحت

از  بیه تشیخیص سیل پرنیدگان بیه روش کشیت عمدتاً

ضایعات کالبدگشایی پس از مرپ محدود است. بررسی 

دهد در خصوو تشیخیص سیرولوژی  ان میمنابع نش

باشید، ای در دستر  نمیسل کبوتران مطالعه چاپ شده

بنابراین تحقیق حاضر با هدف مقایسه تشخیص بیمیاری 

هویت مولکولی و تعیین روش کشت،  3 سل پرندگان به

 انجام گردید. در آزمایشگاه شدهیزای طراحی الا سیستن
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 هامواد و روش

برداری در مدت ی  سال از مهیر نمونه: بردارینمونه  -

کبوتر مشکوک به بیماری  گله 10از  1397تا مهر  1396

 101 ،کبوتر مورد بررسیی 700 از بینسل  به عمل آمد. 

بیدین  .ندهای بالینی انتخیاش شیدکبوتر بر اسا  نشانه

هیای بیالینی ماننید نشانه با در هر نوبت، کبوترانمنظور 

ولیدگی پر، عدم تمایل بیه ضعف، لا ری بیش از حد، ژ

پرواز، اسهال، وجود گرانولوم در ناحیه ملتحمیه چشین، 

فشانی در های آتشتورم مفاصل خرگوشی، لنگش، زخن

ناحیه پا، وجود ندول یا ضایعات گرانولوماتوز در بال یا 

کبوتران مشکوک بیه  شدند و در ادامه مفاصل پا انتخاش

بیمارسیتان هیای طییور بخش کالبدگشایی بخش بیماری

 دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهیواز منتقیل

ابتییدا از کبییوتران بییه منظییور تهیییه سییرم،  شییدند.مییی

کشییی، بییا انجییام و پییس از آسییان شییده گیریخییون

کالبدگشایی، جراحات کالبدگشایی مشاهده شده ثبیت و 

در صیورت وجیود  گردیید.میی های بیافتی تهییهنمونه

 عضیینی دسیتگاه روده، ل ،ق طحال، جراحات از کبد،

بییرداری و در جنسییی نمونییه  ییدد همچنییین و اسییکلتی

صورت عدم وجیود ضیایعات، نمونیه بیافتی از کبید و 

آوری شده در ظروف های جمعنمونه شد.می طحال تهیه

انجیام و تیا زمیان  گرفتیه برداری قیرارمخصوو نمونه

 سلسییو  درجیه -20 در فریزر های تشخیصیآزمایش

 شدند.می دارینگه

با استفاده از پنس و اسیکالپل اسیتریل : هاکشت نمونه  -

 های مختلف و در صیورت وجیود جراحیات، ازنداماز ا

هیای اسیتریل آنها قطعات کوچکی جدا و به داخل هاون

منتقل شد. مقداری شن اسیتریل روی ایران( -بان)شیمی

هیا، بیه ها ریخته شد. پس از صییه کیردن نمونیهنمونه

زدایی، به مییزان هین حجین نمونیه اولییه آلودگیمنظور 

–سیترات سدین )صنایع شیمیایی آرویین محلول حاوی

 Nاسیتیل  Nآلمیان( و -مرکایران(، سدین هیدروکسید )

به هر ظرف اضیافه شید و یی  آلمان( -مرکسیستئین )

مخلوط همیوژن و یکنواخیت حاصیل گردیید. پیس از 

بیه علیت  هیا،زداییی نمونیهدقیقه از آلودگی 20گذشت 

خاصیت هیدروفوبی ناشیی از لیپیید فیراوان در دییواره 

( آلمان-D & N)پوآر استریل ها به وسیله مایکوباکتریوم

 20تیا  15از قسمت بالای محلول داخیل هیاون حیدود 

 5محلول برداشته و داخل لوله فیالکون حیاوی لیتر میلی

اییران( -اسید کلریدری  )شیمی دارویی نیوترن لیترمیلی

ریختیه  فرانسیه(-قطره معرف متیلن بلو )بیایوکنو ی  

شد. افزودن محلول رویی صییه به لوله فالکون حیاوی 

اسید و معرف تا آنجا ادامیه داده شید تیا رنیگ محلیول 

ای تبدیل گردید. پس از آن داخل لوله به رنگ سبز پسته

دقیقییه  15بییه مییدت  4500هییا بییا دور لولییه فییالکون

مایع رویی دور ریخته شید و  وژ شدند. در ادامهیسانتریف

بافر فسفاته بدون فنل  لیترمیلی 5/2ها به رسوبات ته لوله

(Bio-Idea- )8/6با ایرانpH=  افزوده شید. پیس از هین

هیا برداشیته و زدن رسوبات، با پوآر اسیتریل از محلیول

-لونشیتاین در داخیل محییط کشیتلیتیر میلی 1حدود 

-ونشییتاینآلمییان( و ل-مییرکدار )جانسییون گلیسیییرین

آلمییان( و هرولیید حییاوی -مییرکدار )جانسییون پیییروات

هیای کشیت تلقیی  شید. محیط آلمیان(-مرکمر  )تخن

گذاری سلسیو  گرمخانهدرجه  37 در دمای تلقی  شده

ماه مورد بررسی قرار  3ها به مدت شدند و رشد باکتری

 گرفت. 

 آزمایشییات جهییت انجییام: تعیللین هویللت مولکللولی  -

هیا ولیتر از صییه تهیه شده از نمونهمیکر 300مولکولی 
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ریخته شد و لیتری میلی 5/1برای کشت، در میکروتیوش 

 85در دمیای آمریکیا( -میاری )ممیرتبینبا استفاده از 

 ییر فعیال گردیید.  دقیقیه 30به مدت  سلسیو  درجه

و  Van Soolingenروش  بییر اسییا  DNAاسییتخراج 

 .(Van Soolingen et al., 2002) انجیام شید همکیاران

به روش دستی بیا اسیتفاده  DNAبدین منظور استخراج 

(، آلمان-سیگما) Kآلمان(، پروتئیناراز -مرکاز لیزوزین )

SDA (نمی  -میرک ،)آلمییان(، -میرکمیولار ) 5آلمیان

cTAB (مرک(، ایزوآمیل الکل کلروفرم )آلمان-سیگما-

آلمییان( و الکییل )الکییل -مییرکآلمییان(، ایزوپروپییانول )

 نجام شد. ایران( ا-خرمشهر

در اییییین تحقیییییق بییییرای تعیییییین هویییییت 

های جدا شده از کبوتر ابتدا بیا اسیتفاده از مایکوباکتریوم

ها بیه جینس متعلق بودن ایزوله 16S rRNAپرایمرهای 

مایکوبییاکتریوم مییورد بررسییی قییرار گرفییت. پییس از 

بر روی ژل و مشاهده باندی  PCRالکتروفورز محصول 

ن امییر، جهییت شناسییایی و تایییید ایی bp 543بیه انییدازه 

هیا از پرایمرهیای تر جنس و گونیه مایکوبیاکتریومدقیق

IS901  وIS1245  اسییتفاده شیید. الکتروفییورز محصییول

PCR  بییر روی ژل و حضییور بانییدbp 1084  در مییورد

 مایکوبیاکتریوم اوییومدلییل بیر وجیود  IS901سکانس 

 bp 427گونه اوییوم و مشیاهده بانیدی بیه انیدازه تحت

 Huard) کیردتایید می این امر را IS1245 برای سکانس

et al., 2003, Guerrero et al., 1995, Kunze et al., 

 .(4و  3، 2، 1ول ا)جد (1991

 

 جدا شده از کبوترهای آلوده هایمایکوباکتریوم پرایمرهای مورد استفاده جهت تعیین هویت -1جدول 

 هدف جایگاه و پرایمر نوع توالی نوکلئوتیدی
F 5  ACG GTG GGT ACT AGG TGT GGG TTT C 3  

16S rRNA R 5  TCT GCG ATT ACT AGC GAC TCC GAC TTC A 3 
F:5  GCA  ACG  GTT  GTT  GCT  TGA  AA  3  

IS901 R:5  TGA  TAC  GGC  CGG  AAT  CGC  GT 3 
F:5  AGG  TGG  CGT  CGA  GGA  AGA 3  

IS1245 R: 5ʹ  GCC  GCC  GAA  ACG  ATC  TAC  3 
 

 16S rRNA  (Huard et al., 2003.)برنامه دما، زمان و چرخه ترموسایکلر با استفاده از پرایمر -2جدول 

 تعداد سیکل زمان دما PCRمراحل 

 سیکل 1 یقهدق 5 سلسیو درجه  94 یهاول یوندناتوراس

  یقهدق 1 سلسیو درجه  94 دناتوراسیون

 یقهدق 1 سیو سلدرجه  60 آنیلینگ سیکل 25

 سیکل 1 یقهدق 10 گرادیدرجه سانت 72 ینهای بسط

 

 IS901 (Kunze et al., 1991)برنامه دما، زمان و چرخه ترموسایکلر با استفاده از پرایمر  -3جدول 

 تعداد سیکل زمان دما PCRمراحل 

 سیکل 1 یقهدق 5 سلسیو درجه  94 یهاول یوندناتوراس

  یقهدق 1 سلسیو  درجه 94 دناتوراسیون

 یقهدق 1 سلسیو درجه  60 آنیلینگ سیکل 25

 ثانیه 150 سلسیو درجه  72 بسط زنجیره

 سیکل 1 ثانیه 120 سلسیو درجه  65 آنیلینگ

 سیکل 1 یقهدق 10 سلسیو درجه  72 ینهای بسط
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 IS1245 (Guerrero et al., 1995)برنامه دما، زمان و چرخه ترموسایکلر با استفاده از پرایمر  -4جدول 

 تعداد سیکل زمان دما PCRمراحل 

 سیکل 1 یقهدق 5 سلسیو درجه  94 یهاول یوندناتوراس

  یقهدق 1 سلسیو درجه  94 دناتوراسیون

 یقهدق 1 سلسیو درجه  65 آنیلینگ سیکل 30

 یقهدق 1 سلسیو درجه  72 بسط زنجیره

 سیکل 1 یقهدق 1 سلسیو درجه  72 ینهای بسط

 

جهییت انجییام آزمایشییات : اراحللی سیسللتم الایلل ا -

گونه تحت مایکوباکتریوم اویومهای ژنآنتیاز  سرولوژی

)بانیی  میکروبییی موسسییه تحقیقییات واکسیین و اویییوم 

هیای استفاده شیده و از  لظیتایران( -سازی رازیسرم

های کمتر جهیت تعییین بهتیرین ماکروگرم تا  لظت 40

. جهیت تهییه تفاده شیداسی بیادیآنتی ژن و لظت آنتی

گییری از آنهیا )بیه کنترل مثبت، سه کبوتر بعد از خیون

بعد از مشیخص شیدن عیدم وجیود  ،عنوان کنترل منفی

گونیه اوییوم( تحیتمایکوباکتریوم اوییوم  بادی ضدآنتی

)بانی    D4سیویه اسیتاندارد مورد تزریق سوسپانسییون

-سیازی رازیمیکروبی موسسه تحقیقات واکسن و سرم

از آنهییا قییرار گرفتنیید. بعیید از ییی  مییاه مجییددا  ایییران(

گیری شد و از سرم آنها به عنوان کنتیرل مثبیت در خون

سیتفاده ی بیادژن و آنتیتعیین بهترین  لظت آنتیفرآیند 

 شد.

بیرای : بلادیژن و آنتیتعیین بهترین غلظت آنتی نرآیند  -

 100از  لظیت  ژنسیازی آنتیییند رقییقآفراین منظور 

ژن انجیام لیتر در چاه  بیدون آنتییدر میلی میکروگرم

 میورد اسیتفاده،( coating bufferپوشاننده )گرفت. بافر 

بیود و آلمیان( -)مرکمولار  1/0 کربناتبافر کربنات بی

ژن با این بافر انجیام شید و داخیل هیر سازی آنتیرقیق

میکرولیتر اضیافه گردیید. پلییت بیا فوییل  100چاه  

سیاعت در دمییای  18تیا  16پوشیانده شید و بیه میدت 

داری شید و پیس از ایین فرآینید، سیه بیار یخچال نگه

ایران( -DNAbiotech)مولار  PBS 01/0 شستشو با بافر

 انجام گرفت.

 میکرولیتییر 150مقییدار : (Blockingمهللاری  مرحللله  -

ایران( -DNAbiotech)درصد  BSA 2 کنندهمهار محلول

ل پوشیانده ها ریخته شد و سپس پلیت با فوییدر چاه 

 در دمای اتاق گذاشیته شید.گذاری گرمخانهساعت  1و 

 30خیالی و مهارکننلده محلول ساعت  1بعد از گذشت 

ها کامی خش  شیدند و دقیقه زمان گرفته شد تا چاه 

 پلیت آماده استفاده بود.

سرم شیارژ شیده : بادی  نمونه سرم(اضانه کردن آنتی  -

-ازی رازیسیگاو )موسسیه تحقیقیات واکسین و سیرم

 مایکوبیاکتریوم اوییومهیای ژنبا استفاده از آنتیی ،ایران(

( به عنیوان کنتیرل D4گونه اویوم )سویه استاندارد تحت

)موسسه تحقیقات واکسین  سرم گاو شارژ نشده مثبت و

به عنوان کنتیرل منفیی قلمیداد ایران(-سازی رازیو سرم

ین تعیین بهتیرآنها برای فرآیند  100/1گردید و از رقت 

هیا بیا بیافر . سرمشداستفاده  بادیژن و آنتی لظت آنتی

 (درصید BSA 2درصد همراه بیا  PBST 1) رقیق کننده

(DNAbiotech- )30تهیه و در دمای اتاق به مدت ایران 

بییار  5پلیییت  صییورت گرفییت. گییذاریگرمخانییه دقیقییه
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بیادی آنتییآنتیی 10000/1شستشو داده شید و از رقیت 

 HRP Conjegate abcam/ukز )دایکونژوگه بیا پراکسی

Goat anti bovine گیذاری گرمخانیه( استفاده و پیس از

ای در دمای اتیاق مجیدداً پلییت شستشیو داده دقیقه 30

  شد.

میکرولیتییر  100در هییر چاهیی ، : انلل ودن سوبسللترا  -

- ’TMB (3,3’ , 5,5محلییییول سوبسییییترای 

tetramethylbenzidine  10( اضییافه شیید و بییه مییدت 

 شد.گذاری گرمخانهر دمای اتاق و تاریکی دقیقه د

میکرولیتیر از محلیول  100مقدار : کنندهمحلول متوقف -

 ها ریخته شد.( در چاه stop solution) کنندهمتوقف

نیانومتر  450پلیت در طول موج : قرائت جذب نوری  -

 خوانده شد. 

جهت انجام آزمایش الاییزا ابتیدا : انجام آزمایش الای ا  -

های پلیت الایزا در ته گودی D4ژن استاندارد سویه آنتی

مولار تهییه  1/0کربنات شد. بافر کربنات بیپوشش داده 

میکرولیتییر  100از محلییول حاصییل بییا  لیتییرمیلییی 11و 

میکرولیتیر از  100مخلوط و  D4ژن استاندارد سویه آنتی

پوشیش داده محلول حاصل در هر گودی از پلیت الایزا 

سییاعت در  24پلیییت الایییزا بییه مییدت شیید. پییس از آن 

قیرار گرفیت. پیس از  سلسییو  درجیه 2-8سردخانه 

سیاعت پلییت الاییزا از سیردخانه خیارج و  24گذشت 

 3ها تخلیه شد. در ادامه پلیت الایزا محلول داخل گودی

بیییدون تیییویین  PBS محلیییول شستشیییو بیییار بیییا

(DNAbiotech- )میکرولیتر  300و هر بار به میزان ایران

میکرولیتییر  150د. پییس از آن گییودی شسییته شیی در هییر

سیاعت  1هیا ریختیه و درون گیودی محلول مهار کننده

سییاعت محلییول  1زمییان داده شیید. بعیید از گذشییت 

دقیقیه زمیان داده شید. در ادامیه  20تخلییه و مهارکننده 

ها اضافه به گودی 150به  1میکرولیتر سرم با رقت  100

های پلیت آن گودیدقیقه زمان داده شد. پس از  30شد. 

میکرولیتر محلول شستشیو شسیته  300 ر بابار و هر با 5

-)بیوکمی   Gout Anti chickenشد. برای اسیتفاده از 

 110بیود، بنیابراین  Anti chicken 1x نییاز بیه اییران( 

  لیترمیلی 11با   Gout Anti chicken 100x میکرولیتر از

 100کونژوگییه مخلییوط و از محلییول حاصییل محلییول 

 30هیای پلییت الاییزا اضیافه و میکرولیتر به تمام گودی

بیار  5های پلیت دقیقه زمان داده شود. پس از آن گودی

میکرولیتر محلول شستشو شسیته شید.  300و هر بار با 

به تمام حفرات افیزوده و  TMBمیکرولیتر  100در ادامه 

دقیقیه در تیاریکی انکوبیه شید.  10پلیت الایزا به مدت 

بیه تمیام  محلول متوقف کنندهمیکرولیتر  100پس از آن 

دسیتگاه  حفرات اضافه شد. در انتها پلیت الایزا به وسیله

 450در طیول میوج آلمیانReader (Hiperion- )الایزا 

 نانومتر قرایت گردید.

توسیط هیا آنیالیز آمیاری دادههلا: داده تحلیل آملاری  -

سیط   با استفاده از آزمون مربع کیای بیا SPSSافزار نرم

درصد و آزمیون همبسیتگی پیرسیون انجیام  5دار معنی

 گرفت.

  

 ها یانته

کبیوتر  39بدون در نظیر گیرفتن جینس کبیوتران، 

کبیوتر نیر،  75درصد( مبتی به سل بودند. از بین  6/38)

کبوتر  12کبوتر ماده  26درصد( و از بین  36کبوتر ) 27

 درصد( نتایج مثبت را نشان دادند. 2/46)

تیترهیای  Cut off گرفتیهمحاسیبات صیورت بر اسیا 

تعییین  2/0شیده دست آمده از آزمون الایزای طراحییهب

بنابراین در آزمایش الایزا، بدون در نظیر گیرفتن  .گردید
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درصد( ابتی بیه سیل را  9/12مورد ) 13جنس کبوتران، 

نشان دادند. با در نظر گرفتن جنس، در آزمایش الاییزای 

میورد  8بیوتر نیر ایین تحقییق، ک 75انجام شده از بیین 

 5کبیوتر میاده ایین تحقییق  26درصد( و از بین  7/10)

 درصد( ابتی به بیماری سل را نشان دادند. 2/19مورد )

آزمایش تعیین هویت مولکولی در دو مرحله انجام شید. 

در مرحلیییه اول تعییییین هوییییت مولکیییولی بیییر روی 

 های بافتی تهیه شده صورت گرفیت و در مرحلیهصییه

های رشد یافته در محیط کشت، توسیط دوم تمام جدایه

PCR  جهت تعیین هویت مولکولی میورد بررسیی قیرار

اولییه بیدون در نظیر گیرفتن  PCRگرفتند. در آزمایش 

 PCRدرصد از آنها و در آزمیایش  6/38جنس کبوتران، 

دست آمیده از رشید در محییط ههای اسیدفست بجدایه

جود سیکانس پرایمرهیای ها از نظر وکشت، تمام جدایه

16S rRNA ،IS1245  وIS901 های)شیکل مثبت شدند 

 .(2و  1

 

 

 
 6تا  1 جفت بازی(، چاه  شماره 100سایز مارکر ) M. چاه  bp427 ، اندازه اختصاصی آن IS1245با استفاده از پرایمر  PCRواکنش  -1شکل 

 AN5 ATCC number، سویه مایکوباکتریوم بویسکنترل گونه منفی ) 7چاه  شماره  .ویومگونه اتحت م اویومومایکوباکتری های آزمایش شده جهتنمونه

 (.D4  ATCC number 35713، سویهگونه اویومتحت م اویومومایکوباکتریکنترل مثبت ) 8(. چاه  شماره 35726

 

 

 
های نمونه 7تا  1 جفت بازی(، چاه  شماره 100سایز مارکر ) M. چاه  1084، اندازه اختصاصی آن IS901با استفاده از پرایمر  PCRواکنش  -2شکل 

(. AN5 ATCC number 35726، سویه مایکوباکتریوم بویسکنترل گونه منفی ) 8چاه  شماره  .گونه اویومتحت م اویومومایکوباکتری آزمایش شده جهت

 (.D4 ATCC number 35713، سویه گونه اویومتحت م اویومومایکوباکتریکنترل مثبت ) 9چاه  شماره 
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آنالیز آماری نتایج بر اسا  متغیر سن نشان داد کیه 

 4ها و ( از بالغدرصد 9/44مورد ) 35ها در کشت نمونه

در آزمیایش الاییزای  ؛هیا( از نابیالغدرصید 4/17مورد )

مورد  2ها و ( از بالغدرصد 1/14مورد ) 11شده، طراحی

تعییین هوییت  هیا و در آزمیایش( از نابیالغدرصد 7/8)

میورد  4هیا و ( از بیالغدرصید 9/44مورد ) 35مولکولی

 ها نتایج مثبت را نشان دادند.( از نابالغدرصد 4/17)

مقایسلله نتللایج حاصللل از کشللت و سیسللتم الایلل ای  -

بر اسا  مقایسه نتایج حاصیل از کشیت و : شدهاراحی

موردی که نتایج کشت آنها مثبت شد، تنهیا  39الایزا، از 

درصید( در آزمییایش الاییزای طراحییی  3/33رد )میو 13

شده نتایج مثبت داشتند. همچنین بر اسا  آنالیز آمیاری 

باشید انجام شده ارتباط بین کشت و الاییزا معنیادار میی

(05/0p<.) دست آمیده حساسییت و هبا توجه به نتایج ب

درصد و حساسیت و ویژگیی  100ویژگی روش کشت 

درصید و  33/33رتیی  شده بیه تسیستن الایزای طراحی

 درصد بود. 100

بیر اسییا  : PCR مقایسله نتلایج حاصللل از کشلت و -

میوردی  39، تمام PCRمقایسه نتایج حاصل از کشت و 

نیز نتیایج مثبیت  PCRکه نتایج کشت آنها مثبت شد در 

معنیادار گیزارش شید  PCRداشتند. ارتباط بین کشت و 

(05/0p<.) سییت و دست آمیده حساهبا توجه به نتایج ب

 درصد بود. PCR ،100ویژگی روش کشت و 

 مقایسه نتایج حاصل از سیستم الای ای اراحلی شلده و -

PCR :دسییت آمییده از الایییزای هبییر اسییا  نتییایج بیی

آنهیا  PCRموردی که نتیایج  39، از PCRشده و طراحی

درصید( در آزمیایش الاییزا  3/33میورد ) 13مثبت شد، 

نتایج مثبت داشتند و بر اسا  آنالیز آماری انجیام شیده 

 .(>05/0p)معنادار بوده اسیت  PCRارتباط بین الایزا و 

دست آمده حساسیت و ویژگی روش هبا توجه به نتایج ب

PCR، 100  درصد و حساسیت و ویژگی سیستن الایزای

 درصد بود. 100درصد و  33/33به ترتی   طراحی شده

 

 گیریبحث و نتیجه

که سالیان زیادی از وجود بیماری سل ر ن اینعلی

اما مطالعات انیدکی در ایین  ،گذردپرندگان در ایران می

 ;Asadollahi et al., 2015) رابطیییه وجیییود دارد

Boulfion, 2009).  ،شییو  بیمیاری در در ایین تحقییق

ر از کبوتران مسن بود. علت ایین امیر کبوتران جوان کمت

توان به بالاتر بیودن مواجیه بیا عامیل بیمیاری در را می

کبوتران مسن، طولانی بودن دوره کمون بیماری و عیدم 

بیادی قابیل تکوین پاسخ ایمنی هومورال و تولیید آنتیی

 ;Asadollahi et al., 2015) ردیییابی نسییبت داد

Gonzalez et al., 2002.) هیا که تمام جداییهبا وجود آن

دار رشید کیرده و پییروات دارهای مایکوباکتینمحیط در

هیای دست آمده در محییطههای باما تعداد کلونی ،بودند

تر بود که این نتیجه بیانگر دار بیشتر و بزرپمایکوباکتین

تعیداد موثر بودن مایکوباکتین در رشید بیاکتری اسیت. 

ای هیییهیییای رشییید یافتیییه در محییییطبیشیییتر کلیییونی

 با نتیایجها تر بودن اندازه کلونیدار و بزرپمایکوباکتین

 ,Fulton and Sanchez)مطابقت داشیت  سایر مطالعات

2020; Asadollahi et al., 2015; Dhama et al., 

2011) . 

سیسیتن بر اسا  نتایج حاصل از مقایسه کشیت و 

موردی که نتایج کشیت آنهیا  39شده، از الایزای طراحی

شده مورد در آزمایش الایزای طراحی 13تنها  مثبت شد،

ایین بیدان معناسیت کیه حساسییت  .نتایج مثبت داشتند

کشییت در تشییخیص مییوارد بیمییاری بییالاتر از آزمییایش 

شده است. از آنجایی کیه عامیل بیمیاری الایزای طراحی
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درون سلولی است و زمان ورود آن به خیون بیه  باکتری

تبیاط دارد و نییز بیا مرحله بیماری )ابتیدای بیمیاری( ار

که عامل این بیماری بیشتر ایمنی سیلولی را توجه به این

هیای کند تا ایمنی هومورال را )تولیید پیادتنتحری  می

 Cromie et al., 2000; Van Der)  یییر حفییاظتی(

Heyden, 1997)  و همچنین با توجه به متفیاوت بیودن

ن توان کمتیر بیودمرحله بیماری در کبوتران مختلف، می

شده نسبت بیه کشیت حساسیت آزمایش الایزای طراحی

 Fulton and Thoen, 2003; Tell et)را توجییه نمیود 

al., 2001 .) اگرچیییه حساسییییت آزمیییون الاییییزای

شده در تحقیق حاضیر کمتیر از حساسییت ایین طراحی

 ,.Cromie et al)آزمون در مطالعات محققان دیگر بیود 

دار بیین نتیایج یاما با توجه بیه همبسیتگی معنی( 2000

شده، همچنین به دلیل حاصل از کشت و الایزای طراحی

با اسیتفاده گیری، سرعت و قیمت مناس  سهولت نمونه

علیه بیماری توان پادتن شده میطراحی آزمون الایزایاز 

و از ایین  را در مراحل اولییه بیمیاری ردییابی کیردسل 

تفاده ها اسگری گلهتست در ابتدای بیماری جهت  ربال

انجییام  2008و همکییاران نیییز در سییال شیییتای  نمییود.

 RAT rapid agglutinationآزمایشیات سیرولوژیکی )

test; را روش مطمئنی برای تشیخیص پرنیدگان آلیوده )

تنهیا بیه  RATندانستند و به این نکته اشاره نمودند کیه 

ر پرندگان به شیدت آلیوده حسیا  تشخیص بیماری د

 (.Shitaye et al., 2008bاست )

بییا  1993و همکییاران در سییال  کرومییی همچنییین

مقایسه نتایج حاصیل از نکروپسیی بیا نتیایج حاصیل از 

 178آزمون الایزا و آگلوتیناسیون خون کامل و سیرم در 

 از وحشی گزارش نمودند که حساسیت آزمیون الاییزا 

 در حتیی بیمیاری تشیخیص به ای است که قادربه گونه

ن آگلوتیناسیون خون کامیل ولی آزمو ،است اولیه مراحل

و سرم با وجیود سیرعت و سیهولت انجیام کیار، دارای 

توان از نتایج مثبت و منفی کاذش است. با این وجود می

 پرنیدگان گیریآزمون الایزا و آگلوتیناسیون برای  ربیال

 ,.Cromie et al)اسیتفاده نمیود  هیاگله این در موجود

تشییخیص هییای سیرولوژی در اسیتفاده از روش .(1993

هیا نییز همیواره میورد توجیه بیماری سل در سیایر دام

با  2019و همکاران در سال  سینگی محققین بوده است.

مقایسه سه روش تشخیصی تست پوستی، سنجش میزان 

 25گاو شییری از  128اینترفرون گاما و آزمون الایزا در 

گله آلوده به بیمیاری سیل بیه ایین نتیجیه رسییدند کیه 

ش میزان اینترفرون گاما و آزمیون الاییزا توان از سنجمی

به عنوان تست تکمیلی تشخیصی برای بیمیاری اسیتفاده 

و  بییرین همچنییین(. Singhla et al., 2019) نمییود

با بررسی سرولوژی سرم و شیر  2017همکاران در سال 

 مایکوبییاکتریوم اویییومرا  بییز بییالغ کییه علیییه  500

گزارش کردنید گونه پاراتوبرکلوزیز واکسینه شدند تحت

درصید  100در سیرم و شییر  IgGبادی که افزایش آنتی

درصید  8/77حیواناتی که تست پوستی آنها مثبت بود و 

درصیید در شیییر حیوانییاتی کییه تسییت  4/95در سییرم و 

پوستی آنها منفی بود مشاهده شد. بر اسا  گزارش این 

توانید محققین بررسی سرولوژیکی سرم و شیر بزها میی

دیریت بیمیاری سیل در ایین دام مفیید در تشخیص و م

و همکاران در سال  وود .(O’Brien et al., 2017) باشد

با انجام مطالعات جهت تشخیص سیل گیاوی بیه  1992

روش الایزا گیزارش کردنید حساسییت ایین تسیت در 

درصد  4/96درصد و ویژگی آن  1/18تشخیص بیماری 

. در طی  انسیانی نییز (Wood et al., 1992) باشیدمیی

های سرولوژی جهت تشخیص بیمیاری استفاده از روش
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بیا  1385سل کاربرد دارد. قدیری و همکیاران در سیال 

بیمیار  124بیمار مبتی به سل ) 176بررسی نمونه سرمی 

بیمار مبتی به سل خارج ریوی(  52مبتی به سل ریوی و 

 بییا اسییتفاده از روش الایییزا گییزارش کییرد کییه روش

 سیل بیمیاری تشیخیص در انیدتویزا میالا سرولوژیکی

 حساسییت ایین روش بیالا چنید هر باشد. کننده کم 

اییزدی و همکیاران در (. Ghadiri et al., 2006) نیست

 بیه مبیتی بیمیار 55 سیرم با بررسیی نمونیه 1395سال 

 الاییزای روش بیا سیالن، نمونیه 28و  سیل بیمیاری

بیادی  یرمستقین به این نتیجه دست یافتند که میزان آنتی

ر افراد بیمار علیه عامل بیماری به طرز معناداری بیالاتر د

از افراد سالن بود. نتایج به دسیت آمیده از ایین تحقییق 

ن تیتیر ینشان داد که اسیتفاده از روش الاییزا بیرای تعیی

تواند بیه عنیوان روش تشخیصیی دقییق و بادی میآنتی

 ,.Izadi et al) های قدیمی باشیدسریع جایگزین آزمون

2015.)  

امروزه کشت و تعیین هویت مولکیولی بیه عنیوان 

های تشخیص سل در پرنیدگان مطیر  ترین روشقطعی

در ایین تحقییق تمیام (. Shitaye et al., 2008a)هستند 

نمونه مثبت در کشت، از نظر وجود سکانس ژنیومی  39

IS901  وIS1245 دهید ایین مثبت بودند که نشیان میی

 مایکوباکتریوم اوییوم 3و  2، 1های ها به سروتی جدایه

مایکوبیاکتریوم هیای حیاد تعلق دارند و به عنوان سوش

آیند. نتیجه این تحقیق بیا نتیایج سیایر به شمار می اویوم

هییای حییاد محققییین کییه موفییق بییه جداسییازی سییوش

دارد از پرنیدگان شیدند، مطابقیت  مایکوباکتریوم اوییوم

(Asadollahi et al., 2015; Dvorska et al., 2003; 

Tell et al., 2001.) 

 98بیا بررسیی  2010کاوسکا و همکاران در سیال 

مشکوک به بیماری سل پرندگان ی  گله نمونه بافتی از 

 12، مر  و ی  خرو  بیا سیابقه کیاهش وزن 9شامل 

نمونیه مثبیت بیا روش  16مورد مثبت با روش کشت و 

PCR  گزارش کردنید. در گیزارش ایین محققیین روش

PCR  در اعتمیاد قابیل و سیریعتر نجیایگزی روش ی 

 ,.Kaevska et al) بیود معمیولی کشت روش با مقایسه

2010). 

بییا مقایسییه  2021عبدالسییتار و همکییاران در سییال 

روش تشخیص بیماری سل پرندگان با دو روش کشیت 

 جوجییه 100نمونییه مییدفو  از  300بییر روی  PCRو 

داری نگیه پرنیده 100گیذار و مر  تخین 100، روستایی

 سریع، روشی PCR در قفس گزارش کردند اگرچهشده 

 تشییخیص بییرای صییرفه بییه مقییرون و اعتمییاد قابییل

با ایین  است بالینی تحت مرحله در مایکوباکتریوم اویوم

 ی  عنوان به باید همچنان پرندگان مدفو  کشت وجود

 شود استفاده پرندگان سل تشخیص برای مرجع آزمایش

(Sattar et al., 2021 .) 

با مقایسه  2014در سال وبی و همکاران لقهمچنین 

نمونه انسانی مشکوک به بیمیاری سیل بیه  30تشخیص 

اعیم کردند با وجیود آنکیه روش  PCRروش کشت و 

 کشت، تست طییی در تشخیص بیماری است اما روش

PCR  جیایگزین و صیرفه به مقرون ارزشمند، ابزار ی 

 بیالینی هاینمونیه در فعیال سیل سیریع تشخیص برای

 (.Gholoobi et al., 2014) است مختلف

 PCRاین بررسی نشیان داد حساسییت روش کشیت و 

نسبت به روش سیستن طراحی شده الایزا بالاتر بود امیا 

دار این سه روش با هن و نییز بیا یبا توجه به ارتباط معن

 یرتهیاجمی بیودن  توجه به ساده، سریع، ارزان و نسیبتاً
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تیوان از سیسیتن الاییزا رسید مییروش الایزا به نظر می

ها در مراحل اولیه بیماری اسیتفاده گری گلهجهت  ربال

 نمود.
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