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  چکیده

  از جـنس پـستی   ي فلیوي ویریـده و  این ویروس متعلق به خانواده    . هاي ویروسی گاوهاي سراسر دنیاست      از مهمترین بیماري  ) (BVDاسهال ویروسی گاوان    

 عروقـی، سیـستم ایمنـی، لنفاتیـک،     -هاي تولید مثل، تنفس، گوارش، قلبی   این ویروس دستگاه  . دشو  هاي مختلفی می    باشد که باعث بروز سندروم      ویروس می 

ژن   ، ردیـابی آنتـی    RT-PCRهاي تشخیص متفاوتی شامل جداسازي ویـروس،          امروزه آزمون  .سازد  سیستم اعصاب مرکزي را متأثر می      عضلانی، اسکلتی و  

هاي ایمنوفلورسنت جهت تشخیص موارد عفونت با ویروس اسـهال ویرسـی گـاوان     یرمستقیم و آزمونتوسط الایزاي تسخیري ویروس و الایزاي مستقیم و غ        

بـادي در   گیري مقـدار آنتـی    هاي مورد بررسی با مشکل  سقط جنین درگیر بودند، با اندازه این پژوهش با توجه به اینکه اغلب گاوداري   در. طراحی شده است  

با توجه به اینکه یکـی از       .  را داشتیم  89-90هاي اطراف تبریز در سال        داري   سقط جنین در گاو      این بیماري در پدیده    شیر تولیدي، سعی در نشان دادن اهمیت      

) Bulk Milk test( سازمان دامپزشکی کشور آزمایش الایـزاي تانـک شـیر   BVD-MDها، طبق دستورالعمل کنترل بیماري هاي تشخیصی در گاوداري راه

 نمونـه  9هاي شیر گرفته شد، تعداد       شیري که از تانک      نمونه 20نتایج حاصل از آزمایش نشان داد که از         . ز این آزمایش استفاده شد    باشد، در این پژوهش ا      می

% 45، حـدود  89-90هـاي اطـراف تبریـز در سـال             مخازن شیر گاوداري    دهد که میزان آلودگی      نمونه منفی مشاهده گردید که این نشان می        11مثبت و تعداد    

هـاي انجـام شـده در کـشور      اساس بررسی همچنین بر . باشد  آلودگی پایدار در گاوهاي این منطقه می      % 2ي حدود     اشد که این میزان آلودگی نشان دهنده      ب  می

  . گزارش شده که این با نتایج پژوهش حاضر کاملاً همخوانی دارد% 42و در اطراف تهران % 52 تا 23میزان آلودگی سرولوژیک حدود 

  .1471-1476 :، صفحات21پیاپی ، 1، شماره 6، دوره 1391پزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، مجله دام

  اسهال ویروسی گاوان، الایزا، تبریز: هاواژهکلید

  

  

مقدمه

ویروس مولد اسهال ویروسی گاوان متعلق به جنس پـستی                 

جنس پـستی ویـروس   . ي فلیوي ویریده است  ویروس از خانواده  

، ویروس بیمـاري    )BVD(امل ویروس اسهال ویروسی گاوان      ش

 بـوده کـه هـر       (HOCV)و ویروس طاعون خوکی     ) BD(بردر
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اي را    زایی و مخاطرات اقتصادي اهمیت ویژه       کدام از نظر بیماري   

عفونـت پایـدار کـه عامـل     ). 14و3(باشـند  در دامپز شکی دارا می  

 مهمــی در انتــشار ویــروس اســت فقــط بــر اثــر عبــور بیوتیــپ 

 45-120غیرسیتوپاتیک از جفت و آلـودگی جنـین در روزهـاي            

بیوتیپ غیرسیتوپاتیک موجب ایجاد طیف     . شود  آبستنی ایجاد می  

هاي مـادرزادي، گوارشـی و اخـتلالات تولیـد            وسیعی از بیماري  

اما در مقایسه با آن بیوتیپ سیتوپاتیک معمـولاً         . شود  مثلی نیز می  

 مبتلا به عفونت پایدار     در گاوهاي ) MD(باعث بیماري مخاطی    

تواننـد از   هـر دو بیوتیـپ مـی   .شـود  با بیوتیپ غیرسیتوپاتیک مـی    

هاي مبتلا به بیماري مخاطی جدا شوند و این احتمال وجـود              دام

دارد کـــه بیوتیـــپ ســـیتوپاتیک حاصـــل موتاســـیون بیوتیـــپ 

). 19و  9( هاي مبتلا به عفونت پایدار باشـد        غیرسیتوپاتیک در دام  

 مغزي  –است که از سد جفت و سد خونی          قادر   BVDویروس

جنین گذشته و ضایعاتی را در دسـتگاه اعـصاب مرکـزي و مغـز      

ایجاد کند، به همین دلیل عفونت قبل از تولد و دوران جنینـی بـا         

  . باشد  از اهمیت بالایی برخوردار میBVDویروس 

 موجب مرگ جنین و در نتیجه BVDدر اوایل آبستنی ویروس 

اگر . گردد   شدن، سقط و جذب جنین میعوارضی چون مومی

، BVDگاو آبستن قبل از تکامل دستگاه ایمنی جنین به ویروس 

ي غیرسیتوپاتیک آلوده شود و جنین هم در اثر ویروس از  سویه

بین نرود، این جنین داراي پاسخ ایمنی نسبت به این ویروس 

هاي خنثی کننده ویروس در بدن جنین تشکیل  نبوده و پادتن

ماند مگر  شود و پس از تولد هم به همین صورت باقی می نمی

ي سیتوپاتیک عفونت یابد که در   سویهBVDاینکه با ویروس 

با توجه به  ). 14(گیرد این صورت بیماري مخاطی شکل می

مطالعات اندك درارتباط با این بیماري در اطراف شهر تبریز ، در 

ی، اطلاعات اولیه این مطالعه تلاش گردید تا با انجام یک بررس

  .در این خصوص فراهم گردد

  هاروشمواد و 

 گـاو داري صـنعتی و       20در پژوهش حاضر با مراجعـه بـه               

مرکز جمع آوري شیراین گاو داري هـا کـه داراي سـابقه سـقط               

  نمونـه شـیر از مخـازن         20جنین در اطراف تبریزبودنـد، تعـداد        

و در کنـار یـخ بـه    ي روزانه در شرایط کاملا استریل اخـذ      ذخیره

در آزمایـشگاه بـا اسـتفاده از        . سرعت به آزمایشگاه ارسال گردید    

ــزاي   ــت الای ــرکت  ) Herd chek BVDV(کی ــاخت ش س

IDEXXمورد آزمایش قرار داده شد .  

  :روش کار الایزا

 ابتدا اجزاي کیت الایزا را داخل یخچال خارج کـرده و فرصـت             

ي بعد کالیبراتورهاي بعد دهیم با محیط هم دما شود، در مرحله    می

مثبت و منفی را همراه با محلول شستشو بر اساس بروشور کیت            

ي سـرم     میکرولیتر از محلول رقیق کننـده      100تهیه کردیم، سپس    

هـاي میکروپلیـت اضـافه کـردیم در ادامـه             به هر کدام از چاهک    

25l     از کنترل منفی  l25هاي مـورد    از کنترل مثبت به چاهک

ي شـیر بـه     از هـر نمونـه  l100، در نهایـت   نظر اضـافه کـردیم    

در ادامه بـا افـزودن محلـول        . هاي میکروپلیت اضافه کردیم     گوده

کونژوگه،سوبسترا و محلـول متوقـف کننـده در مراحـل متـوالی             

) OD(در نهایت میزان جذب نوري      .آزمایش الایزا تکمیل گردید   

وپلیـت  گیري شد در این مرحله میکر در دستگاه الایزا ریدر اندازه 

 nm 450به داخل دستگاه هـدایت و بـا اسـتفاده از طـول مـوج             

  .نانومتر مورد بررسی قرار گرفت

ي  تفسیر نتایج، بر اساس مندرجات بروشور کیت بعد از محاسـبه         

PP (Percentage of positivity)   طبق فرمول ذیـل انجـام  

  .شد

    

OD      تست 

100  OD 
Max    

PP=100 – 

40  PP 40هاي مثبت و       نمونه < PP هاي منفی     نمونه

  . گزارش شدند

 بلانـک کـوچکتر از      1: معیارهاي صـحیح بـودن تـست        

  . باشد150/0

2- OD Max باشد1 باید بیشتر یا مساوي .  
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  هایافته

هاي شـیر     بعد از بررسی و تفسیر نتایج آزمایش الایزاي نمونه            

 ـ               ایج زیـر   و اجراي حداقل یک تکرار بـراي هـر کـدام از آنهـا نت

  .بدست آید

    BVDV-Ab(PP)  نمونه

P66  1  

N18  2  

P44  3  

N37  4  

P83  5  

N25  6  

P10  7  

N45  8  

P66  9  

N79  10  

P27  11  

N68  12  

P26  13  

N9  14  

N29  15  

N30  16  

N18  17  

P55  18  

P58  19  

N27  20  

  

P:مثبت 

  N :منفی 

هـاي   نکتـه کـه بـر اسـاس کنتـرل     با بررسی نتایج و توجه به این    

 > 40هـاي بـا        مثبت و نمونه    IP 40هاي با     آزمایشگاهی نمونه 

IP  نمونه معادل   9باشند، در نهایت مشخص شد، تعداد          منفی می 

 نمونـه  11هاي شیر اخذ شـده مثبـت و تعـداد          درصد نمونه % 45

  .باشند ها منفی می درصد از کل نمونه% 55معادل 

  

  

45

55

0

10

20

30

40

50

60

P N

  هاي اخذ شده از مخازن شیر نتایج کنترل آزمایشگاهی نمونه -1 نمودار

  

  گیري و نتیجهبحث

هاي پـستی ویروسـی در      به خاطر گسترش روزافزون عفونت        

هاي جدید و متفاوت ناشی از عفونت         سراسر جهان و بروز چهره    

هـا در بـین حیوانـات مختلـف، امـروزه بـویژه در             با این ویروس  

ــا دامس هــاي اقتــصادي، یــستم دامپــروري مــدرن و در ارتبــاط ب

 در زمـره  BVDویژه هها بریزي جهت مقابله با این بیماري    برنامه

  .)2( باشد هاي عفونی میهاي اصلی مبارزه با بیماري برنامه

 اخیـر   هـاي سـال هاي انجام گرفته در ایـران و در           مطالعه پژوهش 

. باشد  ها می فونتها در دامداري  متأسفانه حکایت از بالا بودن این ع      

امکان انتقال گسترده ویروس در بین گاوها و رخداد چهره بالینی           

هاي مبتلا به   ، انتقال از مادر به جنین و حضور دام        BVDبیماري  

از ) MD(عفونت پایدار و شکل گیـري مـوارد بیمـاري مخـاطی           

هاي متفـاوت جـرم از   ها و پاتوتیپیک طرف و حضور سروتیپ  

ریزي به منظـور   اي را از جهت برنامه     گر وضعیت پیچیده  طرف دی 

به طوریکـه در  . نماید شناخت و مبارزه با این بیماري را ایجاد می   

توان چهار حالت مختلف از نظر حضور دامهـاي   یک جمعیت می 

IP
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پادتن مثبت و پادگن منفی، پادتن مثبت و پـادگن مثبـت، پـادتن              

فـی و پـادگن منفـی را        منفی و پادگن مثبت و در نهایت پادتن من        

متصور شد به همین دلیل است که بسیاري از محققین بکارگیري           

ــادگن  ــابی پ ــادتن را جهــت  توأمــان آزمونهــاي ردی ــابی پ  و ردی

ــداً توصــیه    ــستی ویــروس اکی تــشخیص وضــعیت عفونتهــاي پ

هـاي بیولوژیـک مثـل     ناگفته نمانـد برخـی از فـرآورده       . اند  نموده

هـاي سـلولی و      شده در کـشت    هاي تهیه سرمهاي جنینی، واکسن  

آلودگی پستی    اسپرمهاي تهیه شده در مراکز تولید اسپرم نیز امکان        

توانند به گسترش عفونـت دامـن         ویروس را داشته و هر کدام می      

  ).6 و 3، 2( بزنند

هاي تهیه شده در کشت سـلولی مثـل           در مواردي آلودگی واکسن   

سـاز بـروز      کـه زمینـه   ) Orf( ايطاعون گاوي و تورم دهان دلمه     

بـراي  . اند، گـزارش شـده اسـت        هاي پستی ویروس بوده   عفونت

تـرین  هاي عفونتی مهـم   طراحی یک مبارزه موفق بر علیه بیماري      

هـاي    یکـی از راه   . باشـد   قدم رسیدن به یک تشخیص درست می      

 استفاده از آزمـایش  BVDتشخیص معمول در ارتباط با بیماري       

طور معمـول   هها که ب  روشسایر  . باشد  ایمنوفلورسنت مستقیم می  

ــی   ــرار م ــتفاده ق ــورد اس ــا م ــامل   در دنی ــرد ش ــونآگی ــاي زم ه

ایمنوفلورسنت مستقیم، الایزاي تسخیري و الایـزاي غیرمـستقیم،         

هـا،  در بین ایـن روش    . باشد   می PCRایمنوبلاتینگ و در نهایت     

 باشد  هم از قدمت و هم از اعتبار زیادي برخوردار می          FAروش  

)15.(  

که در مبحث نتایج اشاره گردید میزان آلودگی مخـازن          همانگونه  

% 45 حـدود    89-90هاي اطراف تبریز در سـال       شیر در گاوداري  

آلـودگی  % 2برآورد گردید این میزان آلودگی نشان دهنده حدود         

باشـد بطوریکـه طـی پژوهـشی کـه            پایدار در گاوهاي منطقه می    

Nettleton       اند   م نموده  و همکاران در انگلستان انجام دادند اعلا

بایستی انتظار    باشد می % 60اگر آلودگی سرولوژیک گاوها حدود      

هاي انجام گرفتـه  بررسی. ها داشت آلودگی پایدار در گله   % 3 تا   2

و در  % 52 تـا    23در کشور میزان آلودگی سرولوژیک را در حـد          

گزارش نموده کـه بـا نتـایج پـژوهش حاضـر           % 42اطراف تهران   

  ).11 و 7، 5(کاملاً همخوانی دارد 

 بسیار متنوع هستند این     BVDهاي تشخیص آزمایشگاهی    روش

هاي کشت سلولی گرفتـه تـا         ها از کشت ویروس در محیط     روش

هــاي امــا روش. باشــد هــاي مولکــولی و ســرولوژیک مــیروش

آزمایشگاهی مختلفی که در مطالعـات اپیـدمیولوژیک بـه منظـور         

گیرد بر پایـه سـرولوژي         صورت می  BVDVفراوانی آلودگی با    

کنـد کـه      است که حضور پادتنی ضد ویروسـی را مـشخص مـی           

  .)20( نماید دلالت بر آلودگی قبلی با ویروس می

 از اکثر کـشورهاي دنیـا گـزارش         BVDVناشی از   هاي  عفونت

انــد و عمومــاً گزارشــهاي اولیــه در هــر کــشور مبتنــی بــر  شــده

در بررسـی انجـام گرفتـه طـی         . باشـد   آزمایشهاي سرولوژیک می  

هاي گذشته در رابطه با این بیماري در ایران اغلـب بـر پایـه           سال

سال نژاد در      صدیقی  در بررسی . باشد  هاي سرولوژیک می    آزمایش

 درصد  90 الی   20هاي مختلف بین     میزان آلودگی در استان    1375

ها، چهارمحال و بختیاري بـا حـدود   گزارش شده و در بین استان     

 داشـته   BVDV درصد آلودگی بیشترین میـزان آلـودگی بـه           90

  ). 1( است

 در همـین  1380زاده و همکـاران در سـال    اما در بررسـی همـت     

 ـ     ایـن   ). 5(ر گـزارش شـده اسـت      استان میزان الودگی بسیار کمت

گیـري و اسـتفاده از         نمونـه   توانـد بـه نحـوه       اختلاف در نتایج می   

کـارگر و   . هاي موازي براي افـزایش دقـت مربـوط داشـت          تست

 را از BVDV توانــستند ویــروس  1374همکــاران در ســال  

 MDدار مشکوك به  هاي لنفاوي و خون سیتراته گوساله تب        غده

ســازي ویــروس و تأییــد آن توســط پــس از جدا.  جــدا نماینــد

آزمایشگاه رفرانس در اروپـا، جهـت بررسـی وضـعیت آلـودگی             

هـاي   رأس گـاو از گـاوداري      583گاوهاي اطراف تهران، تعـداد      

هاي اطراف تهـران مـورد     رأس از کشتارگاه   417درگیر بیماري و    

 درصـد داراي    58/51 و   100بررسی قرار دادنـد کـه بـه ترتیـب           

  ).2(  بودندBVDپادتن ضد 
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دهـد کـه     هاي صورت گرفته در کشورهاي دیگر نشان می         بررسی

. ، شکل تحت بـالینی اسـت      BVDVشایعترین شکل آلودگی به     

ــودگی در اســلوونی   ــزان ال ــا 18می   رصــد، د4/31 درصــد، ایتالی

 درصد، آمریکـا  5/45 درصد، سوئد 64دانمارك  % 5/62انگلستان  

 و نـروژ     درصـد  2/49 درصد، مـصر     6/58 درصد، سوئیس    6/86

شـود   همانطوریکه ملاحظـه مـی  ،  درصد گزارش شده است   5/18

فراوانی آلودگی در بـین کـشورهاي مختلـف و منـاطق مختلـف              

باشـد کـه ایـن تفـاوت بیـشتر بـه           ایران متفاوت مـی    مقایسه با در

-هاي موجود در دامداري   مدیریت، شرایط اکولوژیک و تعداد دام     

  ).18  و17، 14، 13، 12، 10، 9( شود ها نسبت داده می

داري توأم گوسفند و گاو نیز از دلایل دیگـر بـالا بـودن              نوع نگه 

در یک مطالعـه سـرواپیدمیولوژیک      . تواند باشد   میزان آلودگی می  

هـا   نشان دادند که شیوع آلودگی سرمی نسبت به پـستی ویـروس      

شـوند اخـتلاف    هایی که گوسفند و گاو توأم نگهداري می        در گله 

 ،7(  شـوند دارد  داري میایی که به تنهایی نگهه  معنی داري با گله   

در تائید بیشتر مطلب ژیانگوسپارو و همکـارانش        ). 14  و 12 ،10

 از یک گوسفند با علایـم بـالینی بـوردر ویـروس             2004در سال   

BVD8(  را جدا کردند.(  

 از یـک بـره بـا علایـم بـالینی            2004یاداو و همکـاران در سـال        

اند و در تأیید این مطلب نیز         ه را جدا کرد   1 تیپ   BVDویروس  

 در مطالعــه ســروایپدمیولوژیک 2004نیــل و همکــاران در ســال 

، BVD ویـروس    NADLگوسفندان ایرلند با بکارگیري سـویه       

  ).19( اند  رأس واکنش مثبت سري را یافته42در 

با توجه به نقش نشخوارکنندگان وحـشی نظیـر گـوزن و برخـی              

 ویروس در طبیعت بـه عنـوان        داريحیوانات مانند گوزن در نگه    

توان از تأثیر آنها در افزایش میزان آلودگی در منـاطقی      مخزن نمی 

  . که بالقوه حضور دارند نادیده گرفت

اي که بر روي خـون         در مطالعه  2004نیلسن و همکاران در سال      

و طحـال نـشخوارکنندگان وحـشی در اســترالیا انجـام دادنـد بــا      

، مــوارد ســرم ELISA ،SN ، PCRهــاي اســتفاده از  تکنیــک

  ).14( اند مثبت و جداسازي ویروس را گزارش نموده

هـاي تـشخیص ایـن عفونـت در         با توجه بـه اینکـه یکـی از راه         

 BVD-MDهــا طبــق دســتورالعمل کنتــرل بیمــاري  گــاوداري

 Bulk milk testسازمان دامپزشکی کـشور آزمـایش الایـزاي    

ایـن  . فاده شـد  باشد، در پژوهش حاضر در این آزمـایش اسـت           می

آزمایش یک تست اپیدمیولوژیک و غربالگري بوده و از اهمیـت           

ها و منـاطق مختلـف   بالایی در تشخیص این بیماري در گاوداري  

  ).16( باشد برخوردار می

ــا اســتفاده از 1382مرشــدي و همکــاران در ســال  ــه ب  در ارومی

 هاي دیگر   از نمونه % 5/27. اند  آزمایش الایزاي شیر گزارش نموده    

در پـژوهش   ). 4(باشـند    مثبـت مـی    BVDمورد ازمایش از نظـر      

 توسط گروسی و همکـاران در مـشهد         1384دیگري که در سال     

هـاي   و کار بر روي تانـک      PCRانجام گرفته با استفاده از تست       

ها آلوده به ایـن   از گله% 20اند که حدود   دیگر شیر گزارش نموده   

  ).3( باشند ویروس می

  یکـی از عوامـل ایجـاد کننـده نـواقص      به عنوان   BVDویروس  

در ایـن   ). 2( رود  مادرزادي و سقط جنین و ناباروري بشمار مـی        

هـاي مـورد بررسـی بـا        پژوهش با توجه به اینکه اغلب گاوداري      

بـادي در     بالا بودن مقدار آنتـی    . باشند  شکل سقط جنین درگیر می    

  تواند نشان دهنده اهمیت این بیمـاري در پدیـده           شیر تولیدي می  

  .سقط جنین باشد

  پیشنهادات 

هاي غربالگري بـا اسـتفاده از         شود علاوه بر تست      پیشنهاد می  -1

هاي انفرادي وضعیت آلودگی بـه ایـن ویـروس در منطقـه             تست

  .مطالعه شود

دلیل نبود اطلاعات دقیق از میزان سـقط        ه در پژوهش حاضر ب    -2

فـت  بررسـی قـرار گر     هایی که شیر آنها مـورد     جنین در گاوداري  

تـک  شـود بـراي برقـراري ارتبـاط آمـاري شـیر تـک               پیشنهاد می 

  .صورت مجزا مورد بررسی قرار گیردهها بگاوداري



  1391 بهار ،21 پیاپی ،1، شماره 6تبریز، دوره واحد مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی                                                                                                        ... در BVDبادي علیه ویروس بررسی میزان آنتی

١۴٧۶

  منابع

. 75، ب، 30پژوهش و سازندگی، شـماره  : بیماري مخاطی در ایران / بررسی اسهال ویروسی گاو). 1375(،  .نژاد، ص   صدیقی-1

  .127ص 

ان شیوع بیماري اسهال ویروسی گاوان و بیمـاري مخـاطی در گاوداریهـاي اطـراف                گزارش وجود و میز   ). 1374(،  .کارگر، م -2

  .112-116: صفحه ): 8(28پژوهش و سازندگی، . تهران

هاي سرم مثبت با الایـزاي غیرمـستقیم     و یافتن گلهBVDتعیین میزان شیوع الودگی گاوها به ویروس ). 1386(، .گروسی،      -3

رم و ارزیابی استفاده از نمونه شیر به جاي نمونه سرم خون، مجله تحقیقات دامپزشکی، دوره    هاي شیر و س     با استفاده از نمونه   

  .329-446، ص 6:  شماره 59: 

هاي سـرم مثبـت بـا الایـزاي            و یافتن گله   BVDتعیین میزان شیوع آلودگی گاوها به ویروس        ). 1386(زاده،    مرشدي، حاجی -4

سرم و ارزیابی استفاده از نمونه شیر به جـاي نمونـه سـرم خـون، مجلـه تحقیقـات       هاي شیر و  غیرمستقیم با استفاده از نمونه  

  .329-446، ص 6: ، شماره 59: دامپزشکی، دوره

مجله دانـشکده  . ارزیابی به کارگیري آزمون ژل دیفوزیون در تشخیص سرمی اسهال ویروسی گاوان    ). 1380(،  .زاده، ف   همت-5

  .27 و 26، ص 1، شماره 56دامپزشکی تهران، دوره 

6- Afshar, A. Dulac, GC. And Howard, TH., (1991). Comparative evaluation of the fluorescent antibody test and 
micro titer immunoperoxidase assy for detecting of bovine Viral diarrhea virus from bull semen. Candian 
Journal of Veterinary Research. 55: 1, PP: 91-93.

7- Barber, DML., Netteton, P.F., (1993). Investigation into bovine Vrial diarrhea Virus in dairy herd. Vet. Rec. 
27: 249-550.

8- Giangasparo, M., (2004). Genetic Variety of BVD virus 2 strain isolated from sheep. Journal, Vol. 57, No.90, 
PP: 525-530.

9- Grom, J., Barlic Maganja, D., (1999). Bovine viral diarrhea. (BVD) infectious – control and eradication 
programme in breeding herds in slovenia. Vet.Microbiol. 64: 259-264.

10- Houe, H., Meyling, A., (1991). Prevalence of bovine virus dirrhoea(BVD). In danish dairy herds and 
estimation of incidence of infection in early pregnancy. Preven.Vet. Med.11: 9-16.

11- Houe, H., (1995). Epidemiology of Bovine viral diarrhea virus. Veterinary clinics of North America: food 
Animal practice. Vol 11.3, PP: 521-547.

12- Moening, V., Liess, B., (1995). Patholgenesis of intrauterine infection with Bovine viral diarrhea virus, 
veterinary clinics of North America: Food animal Practice, Vol 11.3, PP: 477-487.

13- Nettleton, PF., Entrican, G.,(1995). Ruminant pestiviruses. Br. Vet J. 151(6): 615-42.
14- Nielsen, SS., (2004). Pestviruses exposure in free living and captive deer in austria. Journal of wild diseases, 

Vol. 40, No.4, PP: 791-795.
15- Paisley, LG., Wells, S., Schmitt, BJ., (1996). Prevalence of bovine viral diarrhea antibodies in 256 U.S. cow-

calf operation: A survey. Theriogend. 46: 1313-1323.
16- Potgieter, LND., (1995). Immunology of bovine viral diarrhea virus. Veterinary clinics of North America. 

Food Animal Practice. (11).3, PP: 501-520.
17- Robert, F.K., (2001). Viral disease of cattle. Second edtion Iowwa state, university press, USA. PP: 113-126, 

159-170.
18- Rodostitis, OM., Gay, CC., Blood, DC. And Hinchcliff, KW., (2000). Veternary Medicine, 9th Ed., W.B. 

Saunders, London. PP. 1085-1105.
19- Yadav, P., (2004). Isolation of BVD virus 1, a pestivirus from autopsied lamb specimen from India. Acta 

virological, Vol, 48, NO. 4, PP: 223-227.
20- Zaghawa, A., (1998). Prevalence of antibodies to bovine viral diarrhea virus and/or border disease virus in 

domestic ruminants. J. Vet. Med. B. 45: 345-351.



١۵٢٠

  
  

Vet. J. of Islamic Azad Uni. Tabriz Branch. 6, 1:1471-1476, 2012 

Prevalence of antibodies to BVD virus in milk tanks, dairy farms in 
Tabriz with history of abortions in 90-1389

Khakpour, M.1*, Ahmadi, H.2, Monadi, A.R.1, Mosaferi, S.3

1-Department of Patobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Tabriz Branch, Islamic Azad University, Tabriz, Iran
2-Graduate of Veterinary Medicine, Tabriz Branch, Islamic Azad University, Tabriz, Iran

3-Department of Clinical Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Tabriz Branch, Islamic Azad University, Tabriz, Iran

*Corresponding author’s email: khakpour@iaut.ac.ir

(Received: 2012/5/27, Accepted: 2012/9/6)

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 89-90 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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