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 چکیده

با توجه به شيوع بالای بيماری يون در گله های گاو در سطح کشور و مخاطرات بهداشتي و آسيب های اقتصادی ناشي از شيوع اين بيماری؛ به 

نمونه سرمي گاو گاوداريهای  0222 .ای در گاوداريهای فعال استان تهران انجام شد مطالعه مايكوباکتريوم پاراتوبرکلوزيس ور بررسي فراواني منظ

-PCRنمونه های شير از گاوهای رآکتور شناسايي شده، برای آزمايشهای اطراف تهران با استفاده از کيت الايزای موسسه رازی غربالگری شدند. 

IS900 های مذکور در محيط های کشت خاصمستقيم از نمونه شير و کشت نمونهMAP  )هرولداگ مايكوباکتين دار و بدون مايكوباکتين(

 جمع آوری شد. بر روی جدايه های حاصل از کشت، آزمايش های تاييدی پاراتوبرکلوزيستحت گونه  مايكوباکتريوم ايويومبرای جستجوی 

PCR-16srRNA  وPCR-IS1311 وPCR-IS900   درصد(  3/2دام  )25راس گاو،  0222انجام شد. در نتيجه آزمايش الايزا سرمي

مورد  3مثبت شدند؛ همچنين تنها نتيجه  PCR-IS900درصد( درآزمايش مستقيم  1/2مورد  ) 0نمونه شير،  25مثبت تشخيص داده شد. از 

 ، مثبت شد. PCRتاييدی  از طريق کشت و آزمايشاتت گونه پاراتوبرکلوزيس مايكوباکتريوم ايويوم تحجداسازی  درصد( مورد در  24/2)

جواب منفي  PCRبا توجه به اينكه در مرحله تحت باليني بيماری، انتشار باکتری در شير دام وجود ندارد و شناسايي باکتری از طريق کشت و 

وش الايزا با توجه به حساسيت پايين و ويژگي بالا جهت غربالگری کاذب مي دهد، لذا برای جلوگيری از ضررهای اقتصادی در اين مرحله ر

روشي با حساسيت و ويژگي  PCRموارد عفوني برای جداسازی دام های آلوده از گله مناسب تر مي باشد و از کشت به عنوان روش استاندارد و 

  ستفاده کرد.مي توان ا پاراتوبرکلوزيسبالا برای شناسايي دقيق و تاييد گاوهای دفع کننده 

 ،یونپاراتوبرکلوزیستحت گونه  مایکوباکتریوم ایویومجداسازی، گاوداریهای استان تهران، : کلیدی کلمات
    نادر مصوریمسئول:  نويسنده *

 ان، ايرانتهر(، تات)سازی رازی، سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج کشاورزی  آزمايشگاه رفرانس سل گاوی، موسسه تحقيقات واکسن و سرمآدرس: 
 n.mosavari@rvsri.ac.ir پست الكترونيک:

 نظری راضيهمسئول:  نويسنده *
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 04پیاپی ، 0011دوم، پاییز و زمستان شماره / دوره هفدهم، نشریه میکروبیولوژی دامپزشکی 68

 

 مقدمه

جهااان توساااط باااکتری  در سااارتاااسااار  بيماااری يون 

ر د پاااراتوبرکلوزيس زيرگونااه مااايكوباااکتريوم آويوم

گاو، بز و مانند به اين بيماری  حسااااس روده حيواناات  

ر د بيماری يون بررسااي وجودايجاد مي شااود.  گوساافند

با اسااتفاده از نمونه های ساارم، شااير يا مدفوع امكان گله 

زشااكي دامپ اولين باراين بيماری را برای (. 0اساات)پذير 

. نقش بالقوه شير شناسايي کرد 1014در ساال  يون به نام 

در انتقال بيماری يون  از گاوهای آلوده به گوساااله ها به 

عنوان يكي از معضلات و عوامل مهم گسترش آلودگي 

اعتقاد رخي از مطالعات (. ب0در داخال گلاه مي باشاااد )  

در  سپاراتوبرکلوزيمايكوباکتريوم باکتری  کاه  دارناد، 
برخي باا اين حال،   ری کرون در انساااان نقش داردبيماا 

ارتباط مشاااخصاااي بين اين دو  ديگر ادعا مي نمايند که 

نشده  تاييد انتقال بين انساان و دام تا کنون  وجود ندارد و

 (.1و5و3)است

در دام هااای مبتلا بااه يون از عاادم وجود علا م باااليني 

 .ندمي ک دشوار تشخيص اين بيماری را عواملي است که

 ،اين بيماریم هاای جوان باه دليل پيشااارفت آهساااته    دا

 را نشاااان  دو ساااالگي علا م بالينيتا  5/1تا سااانحداقل 

حيوانااات آلوده مي توانناد ساااال هااا بااا اين  نمي دهنااد. 

 آشكاری زندگي کنندو بيماری بدون هيچ نشانه ظاهری 

با  و يا علا م بالينيدون بيمااری را ب و در طي اين مادت  

ي از طريق شير و مدفوع آلوده به ساير اندک علايم بالين

در فرم تحاات باااليني  منتقاال کننااد.گلااه هااای دام هااای 

شاااود و از اين طريق دفع مي داممدفوع  طريق باکتری از

حيوانات جوان در بالاترين خطر ابتلا به عفونت هستند و 

 اغلب ممكن اسااات با اين بيماری متولد شاااوند يا هنگام

 بيماریبه  به مدفوع دام  خوردن شاااير از پساااتان آلوده 

مي توان از طريق آزمااايش در اين مرحلاه  گردناد.  مبتلا 

الايزا و پادتن های قابل رد يابي، دام آلوده را تشاااخيص 

 (.17و2)داد

در مراحال پاايااني بيماری، دام مبتلا د ار کاهش وزن،    

اسااهال آبكي کد دار و پرتابي و نهايتا مرگ مي شااود. 

بل از بروز اساااهال های شاااديد در مرحله باليني گاهي ق

عامل بيماريزا از طريق شاااير دفع مي گردد. دفع باکتری 

از طريق اساهال نيز به صورت متناوب انجام مي شود لذا  

هميشاااه نمي توان انتظاار نتايج کشااات و   در فرم بااليني  

PCR    مثبت داشاات. با توجه به عدم امكان تشااخيص به

سااالولي عامل  هنگام دام های آلوده )به علت فرم درون

بيماری يون( اين بيماری بدون علايم خاص به سااارعت 

در گله منتشار شاده و در نتيجه با رسيدن دام های آلوده   

به فاز باليني، گله متحمل خساارات بهداشتي و اقتصادی  

جبران ناپذيری مي گردد لذا ضاروری اسات روش های   

تشاخيصاي مناسبي بكار گرفته شود که بتواند بيماری را   

راحل اوليه تشخيص دهد و از گسترش بيش از پيش در م

بيماری در گله و افزايش خسااارات اقتصااادی جلوگيری 

 (.17نمايد)

ماايكوباکتريوم  روشاااهاای مرساااوم برای شااانااساااايي     

اساااتفاده از نمونه های سااارم، شاااير يا  پاراتوبرکلوزيس

مدفوع دام مي باشاد. آزمايش های سرمي مرسوم جهت  

 گاما اينترفرون و الايزا  تسااات يونين،دام ها  تشاااخيص

 مي باشاااد و به عنوان آزمايش های غربالگری اساااتفاده 

مي شااود و نتايج مثبت حاصاال را مي توان با اسااتفاده از 

تاااييااد  PCRآزمااايش هااای رسااامي ماااننااد کشااات و  

 (.14و12نمود)

در اين تحقيق از روش الايزا غيرمساااتقيم نمونااه هااای 

باايماااری  و غااربااالااگااری بارای تشاااخاياص   سااارماي  

 کشااات دام هااا اساااتفاااده شاااد و از   راتوبرکلوزيسپااا

نمونه های شير مرتبط با همان دام هايي که تست الايزای 

آنهااا مثباات بود، در محيط هااای کشاااات هرولااد اگ  



  68. ...........................(و همکاران حسن سلطان سولقانی)...  گونه تحت ایویوم مایکوباکتریوم مولکولی هویت تعیین و جداسازی

 

(Herold’s Egg yolk Medium   ماايكوباکتين دار و)

  کتكنيجهت جداساااازی عامل و از  بدون مايكوباکتين

ت جنس جهاات تعيين هوياا PCR- 16srRNAمولكولي

جهات شاااناساااايي     PCR-IS1311و  ماايكوبااکتريوم  

  PCR-IS900 و از مااايكوباااکتريوم ايويومکامپلكس  

حت ت مايكوباکتريوم ايويومو تاييد  جهات تعيين هويت 

 لااتوجه به ويژگي و سااارعت ب با پاراتوبرکلوزيسگونه 

اين مطالعه با هدف جداساااازی و تعيين شاااد. اساااتفاده 

 يوم ايويوم تحاات گونااهمااايكوباااکترهوياات مولكولي 

از نمونه شاير گاوداريهای استان تهران   پاراتوبرکلوزيس

 انجام گرفت.

 روش ها مواد و

  جمع آوری و آماده سازی نمونه های سرمی

راس   0222از وريد دمي هر يک از سااي خون  سااي12

گرفتااه شاااد و بااه گاااو شااايری  اطراف اساااتااان تهران  

 لوله .ل يافتانتقاتوبرکولين موسااسااه رازی  آزمايشااگاه

 12به مدت  rpm 3222 با سااارعت هاای حااوی خون   

درجه - 22در دمای  حاصااال سااارم ودقيقه ساااانتريفوژ 

 .ديدگر نگهداری الايزا برای انجام آزمايش انتي گرادس

 انجام تست الایزای  نمونه های سرمی

نموناه های سااارمي با اساااتفاده از دساااتورالعمل کيت    

سه رازی موس لوزيسپاراتوبرک تشاخيص آنتي بادی ضد 

که بر اساااس اصااول الايزای غير مسااتقيم طراحي شااده  

ژن ها با آنتيسااارم شاااد. آزماايش و بررساااي اسااات، 

و يااد گردمخلوط و رقيق ساااازی  ماايكوباااکتريوم فلئي 

 و پذيرفتساااير مراحل مطابق دسااتورالعمل کيت انجام 

 452ی دساااتگاه الايزا ريدر در طول مو  نتايج بوسااايله

 مندر  در کيت جدولسااپس طبق   ت شااد ونانومتر قرا

 . موارد مثبت، مشكوک و منفي مشخص گرديد

 

 

 جمع آوری و آماده سازی نمونه های شیر

دام با آزمايشاااات  0222پس از غرباالگری اوليه سااارم  

دام الايزا مثبت جهت بررساااي  25از  الايزا، نمونه شاااير

ميكروبي و مولكولي دريااافاات و بااه ساااردخااانااه بخش 

ميلي ليتر نمونه  52 موسسه رازی انتقال يافت.توبرکولين 

شير در لوله فالكون با استفاده از سانتريفوژ يخچال دار با 

دقيقه ساااانتريفوژ و بعد از  15به مدت  rpm  3022دور

خامه  مايع رويي دور ريخته شد. ،جداساازی خامه رويي 

هر کادام باه منزلاه نمونه مجزا     ،رويي و رساااوب زيرين

آلودگي زدايي با  .دايي را طي نمودندمراحل آلودگي ز

 وسااود نرمال و خنثي سااازی با اساايد کلريدريک انجام  

 سانتريفوژ نمونه ها انجام شد. اًسپس مجدد

 کشت نمونه های شیر

 کشااات در محيط هر نمونااه بميلي ليتر از رساااو 1/2 

و  لقيحت هرولداگ مايكوباکتين دار و فاقد مايكوباکتين

درجااه سااااانتيگراد  37در دمااای  هااای کشااااتمحيط

 . شد گذاریگرمخانه

 از نمونه های شیر DNAاستخراج 

 DNAهای شااير به صااورت مسااتقيم اسااتخرا   از نمونه

 پرايمرهااای جاادول بااا اساااتافاااده از     PCR-IS900و

غيرفعال شااادن به منظور . پذيرفت جاام  ان 1- شااامااره 

درجه به  05های شاااير در دمای باکتری، رساااوب نمونه

به  DNAقرار داده شاد. ساپس استخرا    دقيقه  32مدت 

  DNAکيفي اندازه گيری  وکلروفرم انجام -روش فنال 

و الكتروفورز و اناادازه گيری کمي   %1بااا ژل آگااارز 

DNA    202و  202دساااتگاه نانودرار در طول مو  باا 

 نانومتر انجام شد.

 بررسی هویت مولکولی جدایه ها

لي جهات تعيين هويت مولكو ، DNAاز اساااتخرا   پس

های شير، به ترتيب از های حاصال از کشت نمونه جدايه

با استفاده از پرايمرهای اختصاصي  PCR ندين واکنش 
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- 16srRNA Longهااای مااربااوط بااه لااوکااوس    

IS900,IS1311, اسااات  آمده 1-که در جدول شاااماره

 گرديد.ستفاده ا

 

 

 

 

 مایکوباکتریوم پاراتوبرکلوزیستعیین هویت مولکولی -1جدول شماره 

 توالي پرايمر پرايمر ه ژنيجايگا

سايز)جفت 

 بازی(

 مرجع دمای اتصال

 

16srRNA 

 

16srRNA Long F 

16srRNA Long R 

5'- TAACACATGCAAGTCGAACGGAAAGG - 3' 

 

5'-ACTTCG TCCCAATCGCCG ATCCCACC - 3' 

1436 60c/1mi

n 

(Huard,2003) 

IS1311 IS1311 F 

IS1311 R 

5'-GCGTGAGGCTCTGTGGTGAA -3' 

5'- ATGACGACCGCTTGGGAGAC -3' 

 

608 60c/40s (Shin, 2010) 

IS900 IS900 F 

IS900 R 

5'-TTCTTGAAGGGTGTTCGGGGCC-3' 

5'-GCGATGATCGCAGCGTCTTTGG-3' 

560 64c /45s (Slana,2009) 

  

  PCRها با اسااتفاده ازواکنش اتصااال بهينه سااازی دمای

 ،PCRواکنشااهای تمامي در  .صااورت گرفتگراديانت 

، سپس به شااد شارکت ويراژن اساتفاده   PCRاز مخلوط 

پيكومول در  12ميكروليتر از هر پرايمر )بااه غلظاات1آن 

اساااتخرا   DNAميكروليتر از نمونااه 2و هر ميكروليتر(

ميكروليتر  4نانوگرم در ميكروليتر( و نهايتاً  15-22شده )

بااا برنااامااه حرارتي  PCRواکنش  وآب مقطر اضاااافااه 

درجه،  15دقيقه در دمای 5دت واسااارشااات اولياه باه م   

با اتصال و  درجه 15دقيقه در دمای 1واسارشت به مدت  

دول )مطابق جتوجه به دماهای اختصااااصاااي هر پرايمر  

مدت زمان مشخص انجام شد. طويل شدن  اب (، 1 شماره

بااه   16srRNA Longدرجااه برای ژن  72در دمااای 

و  ساايكل 35ثانيه در  02ثانيه و برای ساااير ژنها  12مدت

دقيقه  12درجه به مدت  72طويل شاادن نهايي در دمای 

مااايكوباااکتريوم ) III&Vساااويااه  از د. در اين تحقيقبو

ه ( موسااسااه رازی ب پارا توبرکلوزيستحت گونه  ايويوم

مختلد ژنهااای  PCRمحصاااول  وعنوان کنترل مثباات 

 Safe stainدرصد حاوی  1ژل آگارزروی  جدايه ها بر

 گرديد.بررسي ج نتايو  انجام  الكتروفورز

 نتایج

نمونه سرمي جمع آوری  0222از درصد(  3/2)نمونه  25

گاوداريهای اساااتان تهران، با اساااتفاده از کيت شاااده از 

  الايزای موسسه رازی مثبت تشخيص داده شد.

 موساااساااه الايزای کيت طبق راهنماای بررساااي نتاايج   

 7/2بيش از   ODتحقيقات واکسان و سرم سازی رازی، 

 .منفي گزارش مي شود 25/2کمتر از  ODمثبت و 

نمونه شاااير دام های غربال  25از درصاااد(  1/2نمونه) 0

 PCR-IS900شاااده با روش الايزا، با آزمايش مساااتقيم 

جفت بازی( مثبت تشااخيص  502)با مشاااهده قطعه شااير 

 (. 1داده شد)شكل شماره 
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 18-ستون  -کنترل مثبت.2ستون-جفت بازی )ساخت موسسه رازی( 222.سایز مارکر18و 1ستون -نمونه های شیر PCRIS900-1شکل شماره

 نمونه های شیر.15تا ستون 3ستون -.کنترل منفی 

نمونه شاااير مذکور بر روی محيط  25در نتيجه کشااات 

کشاات هرولداگ مايكوباکتين دار و بدون مايكوباکتين 

آمد که توساااط  بدسااات درصاااد(24/2جدايه )3تعداد 

 اييدترنگ آميزی زيل نلساون باساايل اساايد فست مورد  

 PCR-16srRNA long Huard قرار گرفت. با استفاده از

 مايكوباکتريومجفت بازی جنس  1430و مشاااهده قطعه 

و مشاهده قطعه  PCR -IS1311تاييد شاد و با استفاده از  

  کمپلكس جاداياه ماذکور به    3جفات باازی تعلق    020
جفت بازی در  502يياد شاااد. مشااااهده قطعه   تاا  ايويوم

PCR IS900    مايكوباکتريوم ايويوم نشان دهنده وجود

جدايه که در  3بود. اين  تحات گوناه پاارا توبرکلوزيس   

مستقيم   PCR IS900نتيجه کشت مثبت گزارش شد در 

 از شير نيز مثبت بودند.

 بحث

وجه به ضاارر اقتصااادی که بيماری يون در گله های  با ت

گاو و گوساافند و بز ايجاد مي کند و با توجه به ساااختار 

باکتری عامل يون که درون ساالولي مي باشااد ضااروری 

اساات از روشااهای سااريع شااناسااايي مانند الايزا جهت    

غاربااالگری دام هااای آلوده گلااه، برای جلوگيری از  

شااي از آن بهره گسااترش بيماری و ضاارر اقتصااادی نا  

جساات و از روشااهای اسااتاندارد طلايي مانند کشاات و   

برای تاييد  PCRتعيين هويات مولكولي باا اساااتفااده از    

کشت روشي استاندارد  (.12)عامل بيماری اساتفاده کرد 

و طلايي برای تشااخيص باکتری مي باشااد و همچنين به  

و اختصااااصاااي بودن  IS900دليل تعداد زياد کپي های 

ربوطه در تشااخيص بيماری يون مي توان از پرايمرهای م

مااارکر مااذکور جهاات شاااناااسااااايي و تعيين هوياات   

ک بهره برد کااه ياا مااايكوباااکتريوم پاااراتوبرکلوزيس

ليكن با توجه به (. 22)نشااانگر ژنتيكي قابل اعتماد اساات

در مراحل کمون بيماری و تحت  PCRاينكه کشااات و 

ی با ربااليني منفي ميگردناد لاذا الزامي اسااات تا غربالگ   

تساات های مناساابتری مانند گاما اينترفرون يا الايزا انجام 

 پذيرد.

همچنين با توجه به ارتباط احتمالي باکتری عامل بيماری 

يون در دام و بيماری کرون در انسااان، لزوم توجه بيشااتر 

در اين مورد احساااس مي شااود. همچنين مقاومت نساابتاً 

رون يژگي دباالای اين باکتری به تيمارهای حرارتي و و 

سااالولي بودن آن منجر باه بقاای بيشاااتر اين باکتری در    

جريان پاسااتوريزه کردن شااير مي گردد و در صااورت   

مصاارف شااير فله، پيامدهای جبران ناپذيری را به همراه  

خواهااد داشااات کااه بااايساااتي مورد توجااه محققين بااه  

 (.17)گيردخصوص در زمينه بهداشت عمومي قرار 

رأس گاو مورد  0222در اين مطالعه نيز از نمونه سااارمي

مورد مثبت مشااااهده  25مطالعه، توساااط آزمايش الايزا 

شاااد که نشاااان دهنده وجود عفونت سااارمي در مرحله  

 ايينتحات بااليني مي بااشاااد. باه دليال حسااااسااايات پ       

آزمون الايزا  )کيت يون موسسه رازی(درصد(52حدود)

و بااکتری های  هاا   ماايكوبااکتريوم  در مورد تشاااخيص 

د، سيستم ايمني فرار مي کنن دسترس درون سلولي که از

 احتماالاً تعاداد واقعي دامهاای مبتلا بيشاااتر از اين تعداد    

 
1 

 1 

          

 

 

065bp 



 04پیاپی ، 0011ان دوم، پاییز و زمستشماره / دوره هفدهم، نشریه میکروبیولوژی دامپزشکی 82

 

مي باشااد، ولي تعدادی از دام های آلوده در اين مرحله، 

پاساخ ايمناي هوماورال تولياد آنتي  املبه دليل عدم تكا

دم دارند. عتشاااخيص توساااط الايزا را ن  يتقابلبا بادی 

تشاخيص توساط آزمايشات سرمي به اين دليل است که   

با واسطه سلولي آغاز مي شود و با  MAPپاسخ ايمني به 

ايمني هومورال اداماه مي يااباد. بنابراين در مراحل اوليه    

عفونات هنوز آنتي باادی کاافي برای ايجاد موارد مثبت    

ن و يبا حساسيت پايزا الايزا وجود ندارد با اين وجود الاي

 سهولت نمونه و سااارعت و قيمت مناساااب ويژگي بالا، 

 گيری، آزماااون غرباااالگری مطلاااوبي بااارای تشاااخيص
ر در مقايسااه با تسااتهای پرهزينه ای نظي پاراتوبرکلوزيس

 . باشد گاما اينترفرون مي

هر  ند که بررسي شااايوع واقعاااي بيمااااری باااه دليااال  

ي يلابااينكااااه روشاهای تشاخيص بيماری از حسااسيت    

گيری و آزمااايش  برخوردار نباوده و روشهااای نمونااه

در کشااااورهای مختلاااد متفاوت است، بسيار مشكل    

طبق گزارش های مرکز سااالامت . با اين وجود ميباشاااد

اده از با اسااتف يون تشااخيصحيوانات مينه سااوتا امريكا 

نمونه های ساارم، شااير يا مدفوع امكان پذير اساات. برای 

اين بيماااری در گلااه مي توان از آزمااايش تعيين وجود 

های غربالگری استفاده کرد. آزمايش الايزا روی شير يا 

سرم مي تواند به عنوان آزمايش غربالگری استفاده شود. 

نتاايج مثبت آزمايش را مي توان با اساااتفاده از آزمايش  

تأييد کرد.  PCR های رسااامي مانند کشااات مدفوع يا 

خي بل اعتماد نيست، زيرا برنتايج منفي مدفوع هميشاه قا 

از حيوانات آلوده به طور نامنظم بيماری را دفع مي کنند 

يا اصالاً اين بيماری را دفع نمي کنند. کالبدگشايي يک  

را در روده   پاااراتوبرکلوريستوانااد حايوان مرده مي 

شناسايي کند و آن را از طريق هيستوپاتولوژی يا بررسي 

 Minne sota Board of)ميكروسكوپي بافت تأييد کند

Animal Helth). 

در مطالعه بديعي که بر روی شااير بالک تانک گله انجام 

و کشااات و الايزا و  PCRپااذيرفتااه بود و  هااار روش 

مشااهده مساتقيم از لام را با يكديگر مقايسااه نمود نشان   

داد درصاد موارد مثبت شاناساايي شده با روش الايزا از    

اندارد ه کشت روش استکشت بيشتر بوده و با وجود اينك

 طلايي مي باااشااااد ولي درصااااد موارد مثباات کمتر   

 (.4مي باشد)

همچنين در مطالعه شايوع سرمي فرم تحت باليني بيماری  

نمونااه  330يون توساااط حيادرنژاد و همكااران از ميااان   

شااايوع بيماری برحساااب الايزا سااارمي و مدفوع، ميزان 

درصااد و همچنين  0/3و بر اساااس کشاات   درصااد5/1

 57/14ن شااايوع گله ای بيماری و بر اسااااس الايزا  ميزا

 (.13درصد محاسبه شد ) 0/20بر اساس کشت درصد و 

 طراحي سيستم اليزایمطالعه حاتمي فر و مصاوری برای  

غايارمساااتاقيم بااا اساااتفاااده از پااادگنهااای ترشاااحي      

ه اين ب پاراتوبرکلوزيسزيرگونه  ماايكوبااکتريوم آويوم  

ادگنهای پ رکلوزيسبرای تشااخيص پاراتوب نتيجه رساايد 

زم لااسيت حس مايكوباکتريوم پاراتوبرکلوزيسترشحي 

را جهت تشاااخيص بيماری ايجاد ميكنند، اما تشاااخيص 

باکتری از مدفوع در مراحل اوليه بيماری، مشاكل است.  

 ده ميش زای غيرمستقيم طراحييبنابراين با استفاده از الا

 (.12د)کرتوان پادتن را در مراحل اوليه بيماری رديابي 

نمونه سرم و مدفوع از گاوهای شيری  007در عربساتان  

از نظر  که ریک، دو،  هار و شااش ساااله سااه گاودا  ي

 از آزمون .آوری شااادجمعبودند جغرافياايي متفااوت   

PCR    نمونااه 02فاقاط برای آزمااايش ELISA  منفي

اين مطالعه به طور قطعي وجود اين بيماری  .اساتفاده شد 

 و نشاااان دادهعربساااتان ساااعودی  را در گلاه های لبني  

را در آشكارسازی  PCR و ELISA اثربخشي تست های

کرده  در مرحلااه تحاات باااليني تاااييااد  MAP عفوناات

 (.1)است
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 0گله از  122مطاللعه ای در دانمارک بروی شااير مخزن 

 72ناحيه کشاور دانمارک به وسيله تست الايزا نشان داد  

 (.15)درصد اين گله ها آلوده بودند

بررساااي شاااير مخزن گله ها در کشاااور امريكا نتايج  در

حاصل از الايزا و کشت مدفوع گاوها را با نتايج حاصل 

و کشاات شااير مخزن گله ها مورد مقايسااه قرار   PCRاز 

دادند، نتايج بررسي ها نشان دادگله های الايزا مثبتي که 

کشااات مادفوع گااوهاا درآنهاا منفي مي باشاااد امكان      

مااايكوباااکتريوم اکاتری  آلاودگاي شااايار آناهااا بااه باا     

 (.10)وجود دارد پاراتوبرکلوزيس

باااا  شناسايي موارد مثبتدر پاااژوهش حاضااار ميااازان   

 PCR شير و کشاتموارد مثبت ازا بيشاتر از لايآزماون ا

مستقيم از  PCR-IS900تعداد موارد مثبت مشااهده شد،  

تعداد موارد مثبت از کشااات نمونه های  مورد و 0شاااير 

  PCR-16srRNAکه با آزمايشاااهای  مورد بود 3شاااير 

کمپلكس  PCR-IS1311و بااا  مااايكوباااکتريومجنس 

 مااايكوباااکتريوم ايويوموجود  PCR-IS900و بااا  ايويوم

مالي علاااات احتتاييد شد.  پاراتوبرکلوزيستحت گونه 

 بدليل د، مااااي توانشيرپايين بودن نتايج مثبت در کشت 

اکتری ايين بتعاااداد پااايا و در شير  بااااکتریدفع متناوب 

دفع شده باشد. يكي از محادوديت هاای اصالي کشات 

که در مطالعات متعددی به آن اشاره شده اساااات، شاير  

ه محدوده ميباشد کدر فرم باليني بيماری حساسيت پايين 

. در مرحلااه گيردمتفااوتي را در اين مطاالعااات در بر مي  

تحت باليني و دوره کمون بيماری يون معمولاً کشاات و 

PCR   (در مطااالعاااتي متعاادد 10ماثاباات نمي شاااود .)

هاای متفااوتي از تعاداد باکتری مورد نياز جهت    گزارش

و کشت ذکر شده است. طبق مطالعات  PCRمثبت شدن 

کشت ميكروبي توانايي  2222گيس و همكاران در سال 

را دارد،   CFU/ml 1000 تشاااخيص بااکتری در حدو 

ی کافي نمونه ابناابراين اگر تعاداد پاارتيكل باکتری در    

نباشاد نتيجه کشات ميكروبي مثبت بدست نمي آيد. در   

پايين تر قرار  PCR کشاات نساابت به  نتيجه حساااساايت 

نيز  اساااتخرا  شاااده  DNAگيرد زيرا باا مقادير کم  مي

PCR    مثبت گزارش شاده است، ليكن در آزمونPCR 

هدف در حدی باشد که در  DNAنيز مي بايستي مقدار 

قرار بگيرد کااه  PCRزمون محادوده منااساااب جهاات آ  

 نانوگرم در ميكروليتر مي باشاااد 122معمولا در حادود  

(12.)  

 عدادت نانچه بر اساااس نتايج مطالعات تيلور و همكاران 

در شير پاستوريزه  CFU/ml 200-300پارتيكل باکتری  

 (11و11)آيدمثبت بدست مي  PCRباشد نتايج کشت و 

شاااگاه پنسااايلوانيای از دان انو همكارپيلای  مطالعه طبق

در  یبه باکتر ينشاااان داده شاااد که اگر آلودگ  يكاآمر

 باشاااد، حسااااسااايت  100CFU/ml د دودنمونه در ح

PCR- IS900  اگر که صورتي در. اسات  %122کامل و 

 10CFU/ml  درحدودها  نمونهدر  یبه باکتري آلودگ

 (.10) است  %52 حدوددر و  پايين ترباشد، حساسيت 

نسبت  PCRلت کم شدن موارد مثبت به نظر مي رسد ع 

عدم دفع باکتری در مراحل اوليه بيماری  باه الايزا بدليل 

در دوره کمون و فرم تحت باليني بيماری و متناوب دفع 

شااادن عاااماال در فرم هااای کلينيكي بوده و همين طور  

بدليل  PCRتعداد کمتر موارد مثبت کشااات نسااابت به  

های شااير مورد حضااور تعداد کم باکتری زنده در نمونه 

 ه در فرم زنده و يا  PCRباشااد زيرا آزمون اساتفاده مي 

مرده باکتری نتيجه مثبت داده ولي کشااات تنها در تعداد 

و مشاااروط بااه زنااده ماااني   CFU/ml 100-10بيش از

 باکتری جواب مثبت مي دهد.

در نهاايات باا توجاه باه وجود آلودگي تحات باليني در       

اين بيمااری اغلب تا  گااوداريهاا و دوره کمون طولاني،   

ساال ها پس از عفونت اوليه در گله قابل تشخيص نيست  

گفته مي شاااود و هر دام  "نوک کوه يخ"کاه به آن اثر  



 04پیاپی ، 0011ان دوم، پاییز و زمستشماره / دوره هفدهم، نشریه میکروبیولوژی دامپزشکی 82

 

آلوده مي تواناد تعداد زيادی دام ديگر را آلوده نمايد و  

 MAPگوساله ها بيشترين ابتلا را از طريق آلوده شدن به 

 لايم بالينيع دارناد، زيرا گااوهاا غاالبااً تاا پنج ساااالگي      

 دهند، بنابراين هر  ه سريعتر بايستينميبيماری را نشان 

در نتيجه (. 7دام های آلوده شناسايي و جداسازی شوند)

غير مسااتقيم  الايزای ضااروری اساات به کمک آزمايش

؛که روشي مناسب با حساسيت پايين و ويژگي بالا برای 

ه ب غربالگری است؛ هر  ه سريعتر در مرحله تحت باليني

 اقدام نمودام های آلوده در گله شاناسايي و غربالگری د 

 و ضرر اقتصادی به گله را مهار نمود.

در دام هايي که تساات الايزا آنها مثبت شااده اساات ولي 

دو تسات ديگر منفي شده با توجه به اينكه ويژگي الايزا  

بالا اسات نشان دهنده اين است که دام عفوني بوده ولي  

 و PCRکناد تااا بتوان توساااط  ع نميهنوز باااکتری را دف

ها معمولامشخص لذا اين دام کشات آنرا شناسايي نمود. 

گرديده و تا زماني که دفع باکتری را ننمايند و در تست 

و کشااات مثبت نگردند مي توان از آنها در  PCRهاای  

گله اساتفاده نمود ولي به مح  دفع باکتری مي بايستي  

تحت کنترل بودن  برایاخرا  گردند در ضاامن   از گله

تمام گله بويژه حيوانات آلوده الزامي اساات تا هر شااش  

 تيجهن ماه يكبار تساات الايزا اننجام پذيرد و معمولا وقتي

در آن زمان  (OD>2) به بالا مي شود 3+ تسات الايزا از  

و  PCRدفع باکتری بيشاااتر شاااده که ممكن اسااات در  

  کشت بتوان آنرا شناسايي کرد.

 تشکر و قدردانی

موسااسااه تحقيقات واکساان و ساارم ر پايان از همكاری د

بخصااوص بخش توبرکولين و بخش  کر رازی سااازی 

 گرددميصميمانه تقدير و تشكر واکسن های هوازی 
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Abstract 

A study was performed in the Persian capital province of Tehran to assess frequency of Para 

tuberculosis in its operating cattle farms. As many as 8,000 cows were screened by a home-

made ELISA system. Milk specimens were collected from detected reactor to perform 

confirmatory PCR-16srRNA, PCR-IS900 and PCR IS1311 experiments plus bacterial culture 

on specific media in search for Mycobacterium avium subsp Para tuberculosis (MAP). While 

among the 25 ELISA positive(0.3%) animals eight cases produced positive results in 

PCRs(0.1%) only three appeared positive in MAP isolation(0.04%). In deduction, we assume 

when it comes to selection of control measures against Ptb, in an environment with presumably 

high prevalence of Ptb like Tehran, ELISA is a much more sensible detection system compared 

to the zero false-positive method of bacterial culture. 
Keywords: Isolation, Farms in Tehran Province, Mycobacterium avium subsp, Para 

tuberculosis, Johne’s disease 
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