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Abstract

Bovine viral diarrhea (BVD) is the most important bovine viral disease across the world.
The virus belongs to Flavi viridae and of Pesti virus genus which causes to various
syndromes. The virus affects the reproduction, respiratory, digestive, cardiovascular,
immunity, lymphatic, muscular and central nervous systems .Today, different tests (virus
isolation, RT-PCR, capturing ELISA, direct and indirect ELISA and immune
fluorescence test) have be designed in order to diagnosis viral infection of cattle’s viral
diarrhea. This study aimed at demonstrating the importance of the disease in cattle’s
abortion of Tabriz suburb’s cattle pens in 8§9-90 by measurement antibody titre of
produced milk. ELISA test was used in the present study since ELISA test of bulk milk is
one of the diagnostic methods in cattle pens according to the regulations of counyry
veterinarian organization for controlling BVD-MD disease. The results demonstrated that
there were 9 positive and 11 negative samples of 20 milk samples. The results suggest
that of the rate of milk tanks contamination of Tabriz suburb is about 45% in 89-90 which
shows relatively 2% resistant contamination in cattle pens of the region.

Keywords: Bovine viral diarrhea, ELISA, Tabriz
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چكيده


اسهال ويروسي گاوان BVD)) از مهمترين بيماري‌هاي ويروسي گاوهاي سراسر دنياست. اين ويروس متعلق به خانواده‌ي فليوي ويريده و از جنس پستي‌ ويروس مي‌باشد كه باعث بروز سندروم‌هاي مختلفي مي‌شود. اين ويروس دستگاه‌هاي توليد مثل، تنفس، گوارش، قلبي- عروقي، سيستم ايمني، لنفاتيك، عضلاني، اسكلتي و سيستم اعصاب مركزي را متأثر مي‌سازد. امروزه آزمون‌هاي تشخيص متفاوتي شامل جداسازي ويروس، RT-PCR، رديابي آنتي‌ژن توسط الايزاي تسخيري ويروس و الايزاي مستقيم و غيرمستقيم و آزمون‌هاي ايمنوفلورسنت جهت تشخيص موارد عفونت با ويروس اسهال ويرسي گاوان طراحي شده است. در اين پژوهش با توجه به اينكه اغلب گاوداري‌هاي مورد بررسي با مشكل  سقط جنين درگير بودند، با اندازه‌‌گيري مقدار آنتي‌بادي در شير توليدي، سعي در نشان دادن اهميت اين بيماري در پديده‌ سقط جنين در گاو‌داري‌هاي اطراف تبريز در سال 90-89 را داشتيم. با توجه به اينكه يكي از راه‌هاي تشخيصي در گاوداري​ها، طبق دستورالعمل كنترل بيماري BVD-MD سازمان دامپزشكي كشور آزمايش الايزاي تانک شیر(Bulk Milk test) مي‌باشد، در اين پژوهش از اين آزمايش استفاده شد. نتايج حاصل از آزمايش نشان داد كه از 20 نمونه‌ شيري كه از تانك‌هاي شير گرفته شد، تعداد 9 نمونه مثبت و تعداد 11 نمونه منفي مشاهده گرديد كه اين نشان مي‌دهد كه ميزان آلودگي‌ مخازن شير گاوداري‌هاي اطراف تبريز در سال 90-89، حدود 45% مي‌باشد كه اين ميزان آلودگي نشان دهنده‌ي حدود 2% آلودگي پايدار در گاوهاي اين منطقه مي‌باشد. همچنين بر اساس بررسي‌هاي انجام شده در كشور ميزان آلودگي سرولوژيك حدود 23 تا 52% و در اطراف تهران 42% گزارش شده كه اين با نتايج پژوهش حاضر كاملاً همخواني دارد. 

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1391، دوره 6، شماره 1، پیاپی 21، صفحات: 1476-1471.

كليد واژه​ها: اسهال ویروسی گاوان، الایزا، تبریز

مقدمه


       ويروس مولد اسهال ويروسي گاوان متعلق به جنس پستي ويروس از خانواده‌ي فليوي ويريده است. جنس پستي ويروس شامل ويروس اسهال ويروسي گاوان (BVD)، ويروس بيماري بردر(BD) و ويروس طاعون خوكي (HOCV) بوده كه هر كدام از نظر بيماري‌زايي و مخاطرات اقتصادي اهميت ويژه‌اي را در دامپز شكي دارا مي‌باشند(3و14). عفونت پايدار كه عامل مهمي در انتشار ويروس است فقط بر اثر عبور بيوتيپ غيرسيتوپاتيك از جفت و آلودگي جنين در روزهاي 120-45 آبستني ايجاد مي‌شود. بيوتيپ غيرسيتوپاتيك موجب ايجاد طيف وسيعي از بيماري‌هاي مادرزادي، گوارشي و اختلالات توليد مثلي نيز مي‌شود. اما در مقايسه با آن بيوتيپ سيتوپاتيك معمولاً باعث بيماري مخاطي (MD) در گاوهاي مبتلا به عفونت پايدار با بيوتيپ غيرسيتوپاتيك مي‌شود.هر دو بيوتيپ مي‌توانند از دام‌هاي مبتلا به بيماري مخاطي جدا شوند و اين احتمال وجود دارد كه بيوتيپ سيتوپاتيك حاصل موتاسيون بيوتيپ غيرسيتوپاتيك در دام‌هاي مبتلا به عفونت پايدار باشد( 9و 19). ويروسBVD قادر است كه از سد جفت و سد خوني – مغزي جنين گذشته و ضايعاتي را در دستگاه اعصاب مركزي و مغز ايجاد كند، به همين دليل عفونت قبل از تولد و دوران جنيني با ويروس BVD از اهميت بالايي برخوردار مي‌باشد. 

در اوايل آبستني ويروس BVD موجب مرگ جنين و در نتيجه عوارضي چون مومي شدن، سقط و جذب جنين مي‌‌گردد. اگر گاو آبستن قبل از تكامل دستگاه ايمني جنين به ويروس BVD، سويه‌ي غيرسيتوپاتيك آلوده شود و جنين هم در اثر ويروس از بين نرود، اين جنين داراي پاسخ ايمني نسبت به اين ويروس نبوده و پادتن‌هاي خنثي كننده ويروس در بدن جنين تشكيل نمي‌شود و پس از تولد هم به همين صورت باقي مي‌ماند مگر اينكه با ويروس BVD سويه‌ي سيتوپاتيك عفونت يابد كه در اين صورت بيماري مخاطي شكل مي‌گيرد(14 ). با توجه به مطالعات اندک درارتباط با اين بيماري در اطراف شهر تبريز ، در اين مطالعه تلاش گرديد تا با انجام يك بررسي، اطلاعات اوليه در اين خصوص فراهم گردد.

مواد و روش​ها

      در پژوهش حاضر با مراجعه به 20 گاو داري صنعتي و مركز جمع آوري شيراین گاو داري ها که داراي سابقه سقط جنين در اطراف تبريزبودند، تعداد 20  نمونه شير از مخازن ذخيره‌ي روزانه در شرايط كاملا استريل اخذ و در كنار يخ به سرعت به آزمايشگاه ارسال گرديد. در آزمايشگاه با استفاده از كيت الايزاي (Herd chek BVDV) ساخت شركت IDEXX مورد آزمايش قرار داده شد.

روش كار الايزا:

 ابتدا اجزاي كيت الايزا را داخل يخچال خارج كرده و فرصت مي‌دهيم با محيط هم دما شود، در مرحله‌بعدي بعد كاليبراتورهاي مثبت و منفي را همراه با محلول شستشو بر اساس بروشور كيت تهيه كرديم، سپس 100 ميكروليتر از محلول رقيق كننده‌ي سرم به هر كدام از چاهك‌هاي ميكروپليت اضافه كرديم در ادامه 25(l  از كنترل منفي (l25 از كنترل مثبت به چاهك‌هاي مورد نظر اضافه كرديم، در نهايت (l100 از هر نمونه‌ي شير به گوده‌هاي ميكروپليت اضافه كرديم. در ادامه با افزودن محلول کونژوگه،سوبسترا و محلول متوقف کننده در مراحل متوالی آزمایش الایزا تکمیل گردید.در نهایت ميزان جذب نوري (OD) در دستگاه الايزا ريدر اندازه‌گيري شد در اين مرحله ميكروپليت به داخل دستگاه هدايت و با استفاده از طول موج nm 450 نانومتر مورد بررسي قرار گرفت.

تفسير نتايج، بر اساس مندرجات بروشور كيت بعد از محاسبه‌ي PP (Percentage of positivity)  طبق فرمول ذیل انجام شد.
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40 ( PP نمونه‌هاي مثبت و 40 < PP نمونه‌هاي منفي گزارش شدند. 

معيارهاي صحيح بودن تست : 1 بلانك كوچكتر از 150/0 باشد.

2- OD Max بايد بيشتر يا مساوي 1 باشد.

یافته​ها

    بعد از بررسي و تفسير نتايج آزمايش الايزاي نمونه‌هاي شير و اجراي حداقل يك تكرار براي هر كدام از آنها نتايج زير بدست آيد.
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با بررسي نتايج و توجه به اين نكته كه بر اساس كنترل‌هاي آزمايشگاهي نمونه‌هاي با 40 ( IP مثبت و نمونه‌هاي با 40 < IP منفي مي‌باشند، در نهايت مشخص شد، تعداد 9 نمونه معادل 45% درصد نمونه‌هاي شير اخذ شده مثبت و تعداد 11 نمونه معادل 55% درصد از كل نمونه‌ها منفي مي‌باشند.
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نمودار 1- نتايج كنترل آزمايشگاهي نمونه‌هاي اخذ شده از مخازن شير

بحث و نتیجه​گیری

    به خاطر گسترش روزافزون عفونت​هاي پستي ويروسي در سراسر جهان و بروز چهره‌هاي جديد و متفاوت ناشي از عفونت با اين ويروس​ها در بين حيوانات مختلف، امروزه بويژه در سيستم دامپروري مدرن و در ارتباط با دام​هاي اقتصادي، برنامه‌ريزي جهت مقابله با اين بيماري​ها به​ويژه BVD در زمره برنامه‌هاي اصلي مبارزه با بيماري​هاي عفوني مي‌باشد (2).

مطالعه پژوهش‌هاي انجام گرفته در ايران و در سال​هاي اخير متأسفانه حكايت از بالا بودن اين عفونتها در دامداري​ها مي‌باشد. امكان انتقال گسترده ويروس در بين گاوها و رخداد چهره باليني بيماري BVD، انتقال از مادر به جنين و حضور دام​هاي مبتلا به عفونت پايدار و شكل گيري موارد بيماري مخاطي(MD) از يك طرف و حضور سروتيپ​ها و پاتوتيپ​هاي متفاوت جرم از طرف ديگر وضعيت پيچيده‌اي را از جهت برنامه‌ريزي به منظور شناخت و مبارزه با اين بيماري را ايجاد مي‌نمايد. به طوريكه در يك جمعيت مي‌توان چهار حالت مختلف از نظر حضور دامهاي پادتن مثبت و پادگن منفي، پادتن مثبت و پادگن مثبت، پادتن منفي و پادگن مثبت و در نهايت پادتن منفي و پادگن منفي را متصور شد به همين دليل است كه بسياري از محققين بكارگيري توأمان آزمونهاي رديابي پادگن‌ و رديابي پادتن را جهت تشخيص وضعيت عفونتهاي پستي ويروس اكيداً توصيه نموده‌اند. ناگفته نماند برخي از فرآورده‌هاي بيولوژيك مثل سرمهاي جنيني، واكسن​هاي تهيه شده در كشت​هاي سلولي و اسپرمهاي تهيه شده در مراكز توليد اسپرم نيز امكان‌آلودگي پستي ويروس را داشته و هر كدام مي‌توانند به گسترش عفونت دامن بزنند (2، 3 و 6).

در مواردي آلودگي واكسن‌هاي تهيه شده در كشت سلولي مثل طاعون گاوي و تورم دهان دلمه​ای (Orf) كه زمينه‌ساز بروز عفونت​هاي پستي ويروس بوده‌اند، گزارش شده است. براي طراحي يك مبارزه موفق بر عليه بيماري​هاي عفونتي مهم​ترين قدم رسيدن به يك تشخيص درست مي‌باشد. يكي از راه‌هاي تشخيص معمول در ارتباط با بيماري BVD استفاده از آزمايش ايمنوفلورسنت مستقيم مي‌باشد. ساير روش​ها كه به​طور معمول در دنيا مورد استفاده قرار مي‌گيرد شامل آزمون​هاي ايمنوفلورسنت مستقيم، الايزاي تسخيري و الايزاي غيرمستقيم، ايمنوبلاتينگ و در نهايت PCR مي‌باشد. در بين اين روش​ها، روش FA هم از قدمت و هم از اعتبار زيادي برخوردار مي‌باشد (15).

همانگونه كه در مبحث نتايج اشاره گرديد ميزان آلودگي مخازن شير در گاوداري​هاي اطراف تبريز در سال 90-89 حدود 45% برآورد گرديد اين ميزان آلودگي نشان دهنده حدود 2% آلودگي پايدار در گاوهاي منطقه مي‌باشد بطوريكه طي پژوهشي كه Nettleton و همكاران در انگلستان انجام دادند اعلام نموده‌اند اگر آلودگي سرولوژيك گاوها حدود 60% باشد مي‌بايستي انتظار 2 تا 3% آلودگي پايدار در گله‌ها داشت. بررسي​هاي انجام گرفته در كشور ميزان آلودگي سرولوژيك را در حد 23 تا 52% و در اطراف تهران 42% گزارش نموده كه با نتايج پژوهش حاضر كاملاً همخواني دارد (5، 7 و 11).

روش​هاي تشخيص آزمايشگاهي BVD بسيار متنوع هستند اين روش​ها از كشت ويروس در محيط‌هاي كشت سلولي گرفته تا روش​هاي مولكولي و سرولوژيك مي‌باشد. اما روش​هاي آزمايشگاهي مختلفي كه در مطالعات اپيدميولوژيك به منظور فراواني آلودگي با BVDV صورت مي‌گيرد بر پايه سرولوژي است كه حضور پادتني ضد ويروسي را مشخص مي‌كند كه دلالت بر آلودگي قبلي با ويروس مي‌نمايد (20).

عفونت​هاي ناشي از BVDV از اكثر كشورهاي دنيا گزارش شده‌اند و عموماً گزارشهاي اوليه در هر كشور مبتني بر آزمايشهاي سرولوژيك مي‌باشد. در بررسي انجام گرفته طي سال​هاي گذشته در رابطه با اين بيماري در ايران اغلب بر پايه آزمايش‌هاي سرولوژيك مي‌باشد. در بررسي‌ صديقي‌نژاد در سال 1375 ميزان آلودگي در استان​هاي مختلف بين 20 الي 90 درصد گزارش شده و در بين استان​ها، چهارمحال و بختياري با حدود 90 درصد آلودگي بيشترين ميزان آلودگي به BVDV داشته است (1). 

اما در بررسي همت‌زاده و همكاران در سال 1380 در همين استان ميزان الودگي بسيار كمتر گزارش شده است(5 ). اين اختلاف در نتايج مي‌تواند به نحوه‌ نمونه‌گيري و استفاده از تست​هاي موازي براي افزايش دقت مربوط داشت. كارگر و همكاران در سال 1374 توانستند ويروس BVDV را از غده‌هاي لنفاوي و خون سيتراته گوساله تب‌دار مشكوك به MD جدا نمايند.  پس از جداسازي ويروس و تأييد آن توسط آزمايشگاه رفرانس در اروپا، جهت بررسي وضعيت آلودگي گاوهاي اطراف تهران، تعداد 583 رأس گاو از گاوداري​هاي درگير بيماري و 417 رأس از كشتارگاه‌هاي اطراف تهران مورد بررسي قرار دادند كه به ترتيب 100 و 58/51 درصد داراي پادتن ضد BVD بودند (2).

بررسي‌هاي صورت گرفته در كشورهاي ديگر نشان مي‌دهد كه شايعترين شكل آلودگي به BVDV، شكل تحت باليني است. ميزان الودگي در اسلووني 18 درصد، ايتاليا 4/31 درصد،‌ انگلستان 5/62% دانمارك 64 درصد، سوئد 5/45 درصد، آمريكا 6/86 درصد، سوئيس 6/58 درصد، مصر 2/49 درصد و نروژ 5/18 درصد گزارش شده است ،همانطوريكه ملاحظه مي‌شود فراواني آلودگي در بين كشورهاي مختلف و مناطق مختلف درمقایسه با ايران متفاوت مي‌باشد كه اين تفاوت بيشتر به مديريت، شرايط اكولوژيك و تعداد دام​هاي موجود در دامداري​ها نسبت داده مي‌شود (9، 10، 12، 13، 14، 17 و 18).

نوع نگه​داري توأم گوسفند و گاو نيز از دلايل ديگر بالا بودن ميزان آلودگي مي‌تواند باشد. در يك مطالعه سرواپيدميولوژيك نشان دادند كه شيوع آلودگي سرمي نسبت به پستي ويروس‌ها در گله‌هايي كه گوسفند و گاو توأم نگهداري مي‌شوند اختلاف معني داري با گله‌هايي كه به تنهايي نگه​داري مي‌شوند دارد ( 7، 10، 12 و 14). در تائيد بيشتر مطلب ژيانگوسپارو و همكارانش در سال 2004 از يك گوسفند با علايم باليني بوردر ويروس BVD را جدا كردند (8).

ياداو و همكاران در سال 2004 از يك بره با علايم باليني ويروس BVD تيپ 1 را جدا كرده‌اند و در تأييد اين مطلب نيز نيل و همكاران در سال 2004 در مطالعه سروايپدميولوژيك گوسفندان ايرلند با بكارگيري سويه NADL ويروس BVD، در 42 رأس واكنش مثبت سري را يافته‌اند (19).

با توجه به نقش نشخواركنندگان وحشي نظير گوزن و برخي حيوانات مانند گوزن در نگه​داري ويروس در طبيعت به عنوان مخزن نمي‌توان از تأثير آنها در افزايش ميزان آلودگي در مناطقي كه بالقوه حضور دارند ناديده گرفت. 

نيلسن و همكاران در سال 2004 در مطالعه‌اي كه بر روي خون و طحال نشخواركنندگان وحشي در استراليا انجام دادند با استفاده از  تكنيك​هاي ELISA، SN ، PCR، موارد سرم مثبت و جداسازي ويروس را گزارش نموده‌اند (14).

با توجه به اينكه يكي از راه​هاي تشخيص اين عفونت در گاوداري​ها طبق دستورالعمل كنترل بيماري BVD-MD سازمان دامپزشكي كشور آزمايش الايزاي Bulk milk test مي‌باشد، در پژوهش حاضر در اين آزمايش استفاده شد. اين آزمايش يك تست اپيدميولوژيك و غربالگري بوده و از اهميت بالايي در تشخيص اين بيماري در گاوداري​ها و مناطق مختلف برخوردار مي‌باشد (16).

مرشدي و همكاران در سال 1382 در اروميه با استفاده از آزمايش الايزاي شير گزارش نموده‌اند. 5/27% از نمونه‌هاي ديگر مورد ازمايش از نظر BVD مثبت مي‌باشند(4). در پژوهش ديگري كه در سال 1384 توسط گروسي و همكاران در مشهد انجام گرفته با استفاده از تست PCR و كار بر روي تانك​هاي ديگر شير گزارش نموده‌اند كه حدود 20% از گله‌ها آلوده به اين ويروس مي‌باشند (3).

ويروس BVD به عنوان يكي از عوامل ايجاد كننده نواقص‌ مادرزادي و سقط جنين و ناباروري بشمار مي‌رود (2). در اين پژوهش با توجه به اينكه اغلب گاوداري​هاي مورد بررسي با شكل سقط جنين درگير مي‌باشند. بالا بودن مقدار آنتي‌بادي در شير توليدي مي‌تواند نشان دهنده اهميت اين بيماري در پديده‌ سقط جنين باشد.

پيشنهادات 

1- پيشنهاد مي‌شود علاوه بر تست‌هاي غربالگري با استفاده از تست​هاي انفرادي وضعيت آلودگي به اين ويروس در منطقه مطالعه شود.

2- در پژوهش حاضر به​دليل نبود اطلاعات دقيق از ميزان سقط جنين در گاوداري​هايي كه شير آنها مورد بررسي قرار گرفت پيشنهاد مي‌شود براي برقراري ارتباط آماري شير تك​تك گاوداري​ها به​صورت مجزا مورد بررسي قرار گيرد.
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