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   چكيده

-است كه يك بيماري مزمن غيرقابل درمان در تمامي نشـخواركنندگان مـي   بيماري يونعامل  مايكوباكتريوم اويوم پاراتوبركلوزيس   

هـاي   سنتي شيري در منطقه مغـان دام  شيري مراجعه به يازده گاوداريدر اين پژوهش با  .باشدباشد و از نظر اقتصادي حائز اهميت مي
ها ابتدا بـه روش   نمونه. اخذ گرديد مدفوعي نمونه 86دقت از نظر علائم بيماري يون و تاريخچه مورد بررسي قرار گرفتند و ه موجود ب

آزمـايش   در نمونه از موارد منفي 10مثبت و  نمونه از موارد 20سپس به صورت تصادفي  .مشاهده مستقيم ميكروسكوپي آزمايش شدند
در . قـرار گرفـت  مـورد ارزيـابي    PCRآزمـايش   هاي مربوطه، به وسـيله گيري شير از دامنمونه مستقيم ميكروسكوپي انتخاب و بعد از

. اده شـدند نمونـه منفـي تشـخيص د   %) 41( 35نمونه مثبـت و  %) 59( 51نمونه تعداد  86ي از مجموع يكآزمايش مشاهده ميكروسكوپ
نتـايج حاصـله   . نتيجه مثبت نشان دادند PCRمورد در %) 30( 3نمونه منفي،  10مورد و از %) 95( 19نمونه مثبت تعداد  20همچنين از 

بـا در نظـر همبسـتگي نتـايج آزمـايش مشـاهده       همچنـين  . هاي عفـوني اسـت  بيانگر ارتباط مستقيم بين آلودگي مدفوع و شير در دام
توان از آزمايش ميكروسكوپيكي به عنوان ارزيابي اوليه بـراي تعيـين آلـودگي    در نمونه شير، مي PCRنه مدفوع و ميكروسكوپيكي نمو

بـا  دهنـده آلـودگي بـالاي شـير     با توجه به نتايج پژوهش حاضر كه نشـان  .استفاده نمود پاراتوبركلوزيس مايكوباكتريوم اويومشير به 
توجه به ارتباط احتمالي اين باكتري با بيماري كرون انسان، لزوم توجه بيشتر در اين  با باشد ومي پاراتوبركلوزيس مايكوباكتريوم اويوم
  شودمورد احساس مي

  

  مايكوباكتريوم اويوم پاراتوبركلوزيسمغان، بيماري يون، شير، : كليدي هايواژه
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  مقدمه
) Paratuberculosis(بيماري يون يا پـاراتوبركلوزيس     

زمن غيرقابـــل درمـــان در تمـــامي يـــك بيمـــاري مـــ
حـائز اهميـت   نندگان بوده و از نظر اقتصـادي  نشخوارك

اين بيماري انتشار جهـاني دارد و شـيوع آن در   . باشدمي
تاكنون وقوع . باشدبرخي از كشورها در حال افزايش مي

هاي كشور مـا نيـز گـزارش    اين بيماري در گاو از استان
واني اين بيماري در شده ولي در مورد ميزان وقوع و فرا

 دقيقـي  اطق مختلف كشور آمارگاو، گوسفند و بز در من
امـا بـا توجـه بــه     ).Tabatabayi, 2001( وجـود نـدارد  

 كشـور  شواهد موجـود، بيمـاري در بسـياري از نـواحي    
هـاي عشـايري اسـتان فـارس رو بـه      بخصوص در گلـه 

باشد با توجه به علائم باليني بيماري يون كـه  افزايش مي
وري در حيوانات پرورشـي  به كاهش توليد و بهرهمنجر 

ديگر غيرقابل درمـان بـودن بيمـاري    شود و از طرف مي
ستم دامپروري اين امر خسارات جبران ناپذيري را بر سي

ــي ــور وارد م ــد كش ــل  ).Tabatabayi, 2001(نماي عام
ــاري ــاكتريوم بيمـ ــوم مايكوبـ ــاراتوبركلوزيس اويـ  پـ

)Mycobacterium avium paratuberculosis( باشد مي
در شير، مدفوع، مني، كبد و جنين گاو آلوده موجـود  كه 
در اين ميـان نقـش بـالقوه شـير در انتقـال عامـل       . باشد

هـا و همچنـين   بيماري يون از مادران آلوده بـه گوسـاله  
هاي سنتي و صنعتي انتقال آن به ساير گاوها در گاوداري

گي به عنـوان يكـي از مهمتـرين عوامـل گسـترش آلـود      
ــده اســت  ــناخته ش  ,Tabatabayi, 2001 Anzabi( ش

 ي ايجاد كننـده نكته بسيار مهم ديگر نقش باكتر ).;2005
ــاني   ــرون انس ــاري ك ــون در بيم ــاري ي  Crohn's( بيم

disease (و هر چند كه تـاكنون علـت اساسـي    . باشدمي
هاي زيادي در براي بيماري كرون بيان نشده ولي تئوري

نشاء آن ارائه گرديـده كـه در   خصوص باكتريايي بودن م
اي نقش عمـده  مايكوباكتريوم پاراتوبركلوزيساين رابطه 

هاي مختلف از افراد مبتلا به كرون چون در بررسي. دارد
هايي كـه  جداسازي و شناسايي شده و اكثر آنتي بيوتيك

هـايي هسـتند   اند هماندر مورد بيماران كرون مؤثر بوده
هم مورد استفاده  توبركلوزيسمايكوباكتريوم پاراكه عليه 

ــرار مــي ــدق هــدف از انجــام . )Anadolu, 1999( گيرن
 PCRهـاي تكنيـك   پژوهش حاضر اولاً ارزيابي ويژگـي 

رد مثبت يـون در مقايسـه بـا روش    شير در شناسايي موا
بوده و در ثاني مشخص كـردن   آزمايش مشاهده مستقيم

ي توليدي منطقه مغان بـه ايـن بـاكتر    آلودگي شيرميزان 
  . باشدمي
  

  هامواد و روش
در اين پژوهش با مراجعه به يازده گاوداري سنتي در    

رأس گاو شيري دوشا كه داراي  86مجموعاً منطقه مغان 
لاغري مفرط، اسهال ( بيماري يون بودند علايم باليني

به عنوان جمعيت مورد  ...) به درمان،مزمن مقاوم 
  . مطالعه انتخاب شدند

-ا تهيه لام ميكروسكوپي از مدفوع و تراشـه در ادامه ب   

نلسـون، از طريـق    آميـزي ذيـل  هاي روده و انجام رنـگ 
هــاي باكتريــايي در  باكتريوســكوپي وجــود كلامــپ  

 هاي ميكروبي بررسي شد و تعداد موارد مثبـت گسترش
هاي نمونه شـير  در ادامه كار از. و منفي مشخص گرديد

نمونه از مـوارد   20هاي مورد نظر تعداد از دام اخذ شده
نمونه از موارد داراي علايم  10مثبت آزمايش مستقيم و 

باليني ولي منفي از نظر آزمايش مستقيم مـورد آزمـايش   
PCR هـاي   بـراي انجـام كـار ابتـدا نمونـه     . قرار گرفتند

شيراخذ شده به صورت استريل به آزمايشگاه انتقال داده 
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فيوژ كـرده و  ها را سـانتري  در آزمايشگاه اين نمونه. شدند
از رسـوب شـير انجـام     DNAسپس مرحلـه اسـتخراج   

با برنامه تدوين شـده دسـتگاه    DNAهاي نمونه. گرفت
مـورد بررسـي    PCRترمال سايكلر بعد از افزودن اجزاء 

ها در مرحلـه  نمونه PCRدر ادامه محصول . قرار گرفتند
  . الكتروفورز وارد تانك الكتروفورز گرديد

  
 PCRمراحل انجام 

سـديم دو   در ايـن مرحلـه از روش   :DNAستخراج ا   
. اسـتفاده شـد  ) K( و پروتئينـاز ) SDS(دسيل سـولفات  

ــر از رســوب حاصــل از    ــوپ پ ــدين ترتيــب كــه دول ب
 TE(EDTA,Tris)هـاي شـير بـا بـافر     سانتريفوژ نمونـه 

-درجـه سـانتي   80دقيقه در  20مدت ه پس بسمخلوط 

در ادامـه  . وندها غيرفعال شگراد قرار داده شد تا باكتري
 50گراد با درجه سانتي 37مدت يك ساعت در دماي ه ب

ميكروليتر ليزوزيم مجاور كرده و در نهايـت بـا محلـول    
SDS 10 %  ــتخراج ــل اس ــرده و مراح ــوط ك  DNAمخل

از محلــول ده ميكروليتــر  .انجــام گرفــت بصــورت زيــر
ها افزوده و در حـين  مولار به ميكروتيوب 5كلريدسديم 

كه قـبلاً تـا    CTAB/Naclروليتر محلول ميك 80همزدن 
در اين حالت به مدت . گرديدگرم شده اضافه  درجه 65
  .شدانكوبه  درجه 65دقيقه در  30
 chloroform/isoamylalcholمحلول از  ميكروليتر 75  

 11000ها اضافه و به مدت هشت دقيقه در به تيوب
  .سانتريفوژ انجام گرفت دور

هـا  پروپـانول بـه ميكروتيـوب   ايزوميكروليتـر   40حدود 
پس از مدتي اسيدهاي . ه شداضافه و به آهستگي بهم زد
در ايـن حالـت   . شدندها ظاهر نوكلئيك در ميكروتيوب

منتقل كرده و حدود  20منفي ها را به فريزر ميكروتيوب
  .داري شدسه دقيقه در اين دما نگه

به مدت پـانزده دقيقـه    دور 12000ها در ميكروتيوب   
و حدود  شد نتريفوژ و سپس مايع رويي بيرون ريختهسا
ــانول  1 ــر ات ــزر روي % 70ميلــي ليت ســرد شــده در فري

هـا رسـوب   ها اضافه و با بهـم زدن ميكروتيـوب  رسوب
بـه مـدت پـنج     دور 12000دوباره در . شستشو داده شد

دقيقه سانتريفوژ كرده، پـس از اتمـام سـانتريفوژ اتـانول     
در دمـاي اتـاق خشـك     هـا و رسـوب شد بيرون ريخته 

  .)Supply, 2001( گرديد
در اين پـژوهش بـا اسـتفاده از مقـالات     : PCRانجام    

و با مراجعـه بـه    )Pillai, 2002; Bhide, 2005( موجود
 IS900و بررســي ســكانس  )Gene Bank( بانـك ژنــي 

 مايكوباكتريوم اويوم پاراتوبركلوزيسكروموزوم باكتري 
رح زيـر از طريـق   در نهايت يك جفـت پرايمـر بـه ش ـ   

تهيه و  ) TIB TIB) MOLBIOL GmbH آلماني شركت
  .)Anzabi, 2005( آماده گرديد

ــامي     ــه  30تم ــده بصــورت   DNAنمون ــتخراج ش اس
هاي استريل با اجـزاي آزمـايش   جداگانه در ميكروتيوب

PCR مخلوط شدند. 

  

  

CCA GGT TCG ACG GGG ATG GC 
 

Forward(FP-25)  
 

GGT CGG TAC CCT CGG CGT CC Reverse(RP-25)  
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  هر كدام از آنهامورد استفاده براي  غلظتو  PCRاجزاي آزمايش : 1جدول 
 غلظت نهايي  حجم  اجزاي آزمايش

Sterile, redistilled H2O 14.15µ l - 
10x PCR buffer 2 Kcl: 50mM, Tris-Cl20µ M 

Mgcl2 0.6 1.5mM 
dNTP mix 0.2 100µ M 

Forward primer 
Reverse primer 

0.4 
0.4 

500 n M 
500 n M 

Taqpolymerase enzyme   (57 lµ ) 0.25 1.25 U 
Templet DNA 2 100ng 

  mL 20 حجم كلي

 
 ها در داخل دستگاه ترمال سايكلرسپس ميكروتيوب   
قرار داده شدند و با  )Ependorf( ركت اپندورفش

مرتبط به صورت ذيل  زماني و حرارتي انتخاب برنامه
ه بگراد درجه سانتي 94دماي  مرحله اول، .عمل گرديد

مرحله دوم، دماي  ،DNAدقيقه جهت واسرشت  4مدت 
، دماي )واسرشت( ثانيه 30گراد به مدتدرجه سانتي 94
، دماي )اتصال( ثانيه 30ت گراد به مددرجه سانتي 70
مرحله  و )توسعه( ثانيه 40 گراد به مدتدرجه سانتي 72

 .دقيقه 7گراد به مدت درجه سانتي 72نهايي، دماي 
 35 به غير از مرحله اول و مرحله نهايي فوقبرنامه 

  ).Anzabi, 2005( ديسيكل تكرار گرد
براي مشخص كردن  PCRدر نهايت محصولات    

مورد آزمايش ژل الكتروفورز قرار گرفتند  ات،اندازه قطع
ولت  70ان و جري% 1در اين مرحله با استفاده از آگارز 

  .الكتروفورز انجام گرفت
  
  
  
  
  

  هايافته
 51 مورد آزمايشمدفوع نمونه  86از  در اين پژوهش   

 درصد مثبت گزارش 59ها معادل  نمونه از كل نمونه
درصد كل  41 حدودنمونه منفي بودند كه  35شدند و 

  .باشد ها مي نمونه
 PCRنمونه انتخاب شده جهت انجام آزمايش  20از    

كه از نظر آزمايش مستقيم ميكروسكوپي از مدفوع مثبت 
% 95مثبت بود كه شامل حدود  PCRنمونه  19. بودند

منفي بود كه  PCRنمونه  1گردد و  ها مي كل نمونه
 نمونه 10از همچنين  .گردد ها مي نمونه% 5شامل حدود 

كه از نظر  PCRانتخاب شده جهت انجام آزمايش  شير
 3. آزمايش مستقيم ميكروسكوپي از مدفوع منفي بودند

ها  كل نمونه% 30مثبت بود كه شامل حدود  PCRنمونه 
% 70منفي بود كه شامل حدود  PCRنمونه  7گردد و  مي

  .گردد ها مي كل نمونه
 PCR ،22زمايش نمونه مورد آ 30در مجموع از كل    

ها كل نمونه% 69نمونه مثبت بود كه شامل حدود 
كل  % 31نمونه منفي بود كه شامل حدود  8و . گردد مي

  .گردد ها مي نمونه
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در گاوهاي  اتوبركلوزيسمايكوباكتريوم اويوم پاردر جستجوي  مدفوع )لام(با آزمايش مستقيم هاي شير نمونه PCR خواني نتايج درصد هم: 1نمودار 

  داراي علائم باليني يون
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ايجاد  bp228 ندازه اي به ا ، نمونة مثبت كه قطعه9، 8، 7، 6، 5، 4،  3هاي شماره  كنترل مثبت و درخانه 10كنترل منفي و رديف  2رديف  :1شكل 
    Fermentasشركت   bp100 DNA ladder plusنيز حاوي سايز ماركر  11و رديف  1كرده است رديف 
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  گيريبحث و نتيجه
گردد در  وهش مشخص ميبا توجه به نتايج اين پژ   

هاي سنتي كه سابقه درگيري با درگاوداري منطقه مغان
عنوان ه ليني باند، وجود علايم با بيماري يون را داشته

يك نشانه غربالگري براي تشخيص بيماري يون داراي 
عنوان ه ها بهاي شير اين دام نمونه PCRكاربرد بوده و 

  .خواني بالايي را دارديك تست تأييدي هم
در  PCRاز طرف ديگر وجود موارد مثبـت آزمـايش      

هايي كه از نظر آزمايش مستقيم ميكروسكوپي  بين نمونه
نشان دهنده ايـن اسـت كـه تسـت مسـتقيم       منفي بودند

تواند به عنوان يك تسـت تشخيصـي    ميكروسكوپي نمي
منفرد سـطح اطمينـان بـالايي را از نظـر اپيـدميولوژيك      
ايجاد كند بطوريكه موارد منفي اين تسـت در پـژوهش،   

بـا  ) مـوارد % 30(بودنـد   PCRهـاي مثبـت    داراي نمونه
اري يون و ايجاد توجه به ماهيت درون سلولي عامل بيم

عدم وجود علائم واضح در برخـي از  فرم مزمن و حتي 
هــاي مـوارد بيمـاري، ايــن نتـايج در مــورد سـاير روش    

  .)1نمودار (باشد  بيني مي شخيصي نيز قابل پيشت
در يك پژوهش كه در ايتاليا صورت گرفته اسـت، در     

مرحله اول گوسفندها از نظر سرولوژيك مـورد بررسـي   
هاي مثبـت و منفـي از نظـر     و در ادامه نمونه  قرار گرفته

انـد كـه     شير آزمـايش شـده    PCRسرولوژيك از طريق 
نمونـه از   4دام سرم مثبت و تعداد  15نمونه از  9تعداد 

شــير مثبــت  PCRدام ســرم منفــي از نظــر آزمــايش  14
  ).Nebbia, 2003( اند گزارش شده

در هند بر روي گاوميش آبي  ي كهپژوهش ديگر   
داراي  مورد 20از  كه دهد ورت گرفته است نشان ميص

 6و تنها  PCRنمونه از نظر آزمايش  14علايم باليني 

 ,Sivakumar( اند نمونه از نظر كشت مثبت گزارش شده

2004.(  
در پژوهش ديگر كه در هند انجام گرفته است    

هاي مختلف اي حساسيت روش بصورت مقايسه
  ي قرار گرفته كه از بين تشخيص بيماري يون مورد بررس

هاي تست يونين، كشت بافت، كشت مدفوع، روش
PCR  بافتي و الايزا، روشPCR  بافتي بعد كشت بافتي

 ,Tripathi( ترين حساسيت را داشته استمناسب

2005.(  
در هند انجام  2007در پژوهش ديگر كه در سال    

اي سه روش الايزاي شير، كشت شير  گرفته بطور مقايسه
شير بر روي گاوهاي بومي صورت گرفته است  PCR و

شير بهترين نتايج را بدنبال داشته  PCRكه در اين بين 
در اين پژوهش هم از رسوب و هم از خامه شير . است

استفاده شده  DNAبه عنوان منبع باكتري براي استخراج 
مثبت % 62اي استفاده از رسوب با  كه بصورت مقايسه
) مثبت% 50خامه (ر گزارش شده تنسبت به خامه ارجح

)Sharma, 2007 ( نيز از رسوب شير  حاضردر پژوهش
  .استفاده شده است

هاي هاي بافتي و حتي سلول علاوه بر شير از نمونه   
بطوريكه در يك . كنند استفاده مي PCRخون نيز براي 

پژوهش كه در اسلواكي صورت گرفته است از بافي 
 ,Bhide( تفاده شده استاس PCRكوت به عنوان نمونه 

2005.(  
در پژوهش ديگري كه در منطقه تبريز توسط انزابي و    

بـر   PCRهمكاران صورت گرفته است با انجام آزمايش 
رأس گاو مشكوك به ابتلا به بيماري يـون   80روي شير 

ــه مثبــت گــزارش شــده اســت  25تعــداد  %) 32( .نمون
ر سـالم  همچنين موارد متعدد مثبت در بين گاوهاي بظاه
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 ,Anzabi( و شير پاسـتوريزه نيـز گـزارش شـده اسـت     

كــه نشــان دهنــده آلــودگي نســبتاً بــالاي منطقــه ) 2005
ميزان آلودگي در مناطق مختلف ايـران و سـاير   . باشد مي

كشــورهاي جهــان متفــاوت اســت بطوريكــه مطالعــات 
هـاي گـاو شـيرده در     دهد در گله سالهاي اخير نشان مي

 باشـند  ها آلوده به عامل يون ميگاو% 40امريكا قريب به 
)Pillai, 2002.(  

ميزان آلودگي  در دهه نودمطالعات ديگر در انگلستان    
مثبــت  PCRشــيرهاي پاســتوريزه كــه توســط آزمــايش 

  ).Millar, 1996(اند  گزارش نموده% 30اند را  شده
هـاي تشـخيص مولكـولي از جملـه     روش  با پيشرفت   

فاده از آن در اهميــــت و ارزش اســــت PCRتكنيــــك 
ايـن امـر   . شود ها روز به روز بيشتر ميتشخيص بيماري

در ارتباط با تشخيص بيماري يون نيز به اثبـات رسـيده   
  . است

 PCRبطوريكه در مطالعات متعدد استفاده از آزمايش    
هاي مثبت بيشـتر   ها تعداد نمونهدر مقايسه با ساير روش

ژگي مناسب اين را به همراه داشته و حساسيت بالا و وي
  . دهد تكنيك را در تشخيص بيماري يون نشان مي

 72از  1997ن نمونـه در يـك مطالعـه در سـال     بعنوا   
مثبت  PCRهاي شير از نظر  نمونه% 60رأس گاو شيري 

هـا از طريـق كشـت     انـد در حاليكـه همـين نمونـه      بوده
 ,Stevenson( اندمثبت گزارش شده% 30باكتريايي تنها 

هاي ما از ايـن  هاي متعدد با نتايج بررسيرشگزا )1997
  .خواني داردنظر هم

ــوم  IS900هــاي  در پــژوهش حاضــر از تــوالي    در ژن
بـراي تشـخيص    مايكوباكتريوم اويـوم پـاراتوبركلوزيس  

-مولكولي اين باكتري استفاده شده است كه در پژوهش

بـراي    هاي متعدد بعنوان يك روش كارآمد از اين توالي
همچنـين در برخـي   . ايمر استفاده شده اسـت طراحي پر

هــاي اي از ديگــر ســكانس مطالعــات بصــورت مقايســه
-و تـوالي  IS901موجود در ژنوم اين باكتري از جملـه  

اسـتفاده شـده اسـت كـه همچنـان تـوالي        MIRUهاي 
IS900   ــي ــرح م ــتاندارد مط ــوان روش اس ــه عن ــد ب  باش

)Tripathi, 2005;  Sivakumar, 2004  Sharma, 

2007; Nebbia, 2003; ; Bhide, 2005(.  
- در نهايت با توجه به نتايج پژوهش حاضر كه نشان   

و توجه  باشدلودگي بالاي شير توليدي منطقه ميدهنده آ
 ،ٰبه ارتباط احتمالي اين باكتري با بيماري كرون انسان

 شودمورد احساس مياين لزوم توجه بيشتر در 
)Anadolu, 1999.( ومت نسبتاٌ بالاي از سوي ديگر مقا

درون سلولي اين باكتري به تيمارهاي حرارتي وويژگي 
بودن آن كه همگي منجر به بقاي بيشتر اين باكتري 

بايستي  گردد،مي شير بويژه در جريان پاستوريزه كردن
مورد توجه بيشتر محققين به خصوص در زمينه 

 ; Tabatabayi, 2001( بهداشت عمومي قرار گيرد
Anzabi, 2005.(  
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Abstract 
Mycobacterium avium paratuberculosis is the causative agent of John's disease which is a 
remedial chronic disease in all ruminants and is important from economical viewpoint. In this 
study, a total of 86 fecal samples from suspected dairy cattle were obtained from 11 traditional 
dairy farms in Moghan region. All samples were evaluated by direct microscopic examination. 
Subsequently, milk sample of the related cattle were tested by PCR technique. Twenty samples 
from positive and 10 specimens of negative samples in direct microscopic assay were selected 
randomly for PCR examination. Among the 86 samples, 51 (59%) samples were positive, while, 
35 (41%) samples were found as negative by microscopic assay. From 20 positive samples, 19 
(95%) samples showed positive result by PCR, however, among negative samples, 3 (30%) 
samples were positive in PCR assay. Results revealed that there is a direct relation between 
contamination of fecal and milk samples. Moreover, due to the correlation between the results of 
microscopic examination of fecal samples and PCR assay of milk specimens, direct microscopic 
evaluation of feces could be performed prior to PCR-based detection of Mycobacterium avium 
paratuberculosis in milk samples. According to the results, high contamination rate of 
Mycobacterium avium paratuberculosis was found in milk samples. On the other hand, duo to 
possible etiological role of this bacterium in the development of Crohn’s diseases in human, it 
should be considered as a serious concern indeed.  
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