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٣٠٩

 و کشت میکروبی در PCR900IS یی روش تشخیصی آزمایش مستقیم میکروبی، آمطالعه کار

   تحت گونه پاراتوبرکلوزیس در مدفوع گاوهايمایکوباکتریوم اویومتشخیص باکتري 

  سالم  به ظاهر

  

  نشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، تبریز، ایرانگروه پاتوبیولوژي، دانشکده دامپزشکی، دا .1

  گروه میکروبیولوژي و ایمونولوژي، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران، تهران، ایران. 2

  گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تبریز، تبریز، ایران. 3

  anzabi_y_576@yahoo.com:نویسنده مسئول مکاتبات*

  )31/1/88 :پذیرش نهایی،29/10/87 :هدریافت مقال( 

  

  چکیده

 تحت گونـه پـاراتوبرکلوزیس      مایکوباکتریوم اویوم  با عامل مسبب  بیماري یون یا پاراتوبرکلوزیس نوعی آنتریت گرانولوماتوزي مزمن در نشخوارکنندگان                

)MAP (شخیص ت. کند وارد میدنیایري در سراسر خصوص گاوداري ش ه خسارات اقتصادي فراوانی به صنعت دامپروري ب  باشد و میMAP  هـاي  در نمونـه

 از طرف دیگر شناسـایی سـریع و دقیـق گاوهـاي دفـع کننـده      .  هفته زمان نیاز دارد   6-16بالینی با روش کشت میکروبی به عنوان روش استاندارد طلایی به            

هـاي صـنعتی     رأس گاو به ظاهر سالم از گـاوداري        100 بر روي مدفوع     ،قیقدر این تح  . میکروب فوق در مدفوع براي کنترل موفق بیماري در گله لازم است           

بـر  direct PCR  دو روش  ومرغ هرولـد کشت میکروبی در محیط زرده تخم نلسن،آمیزي ذیل آزمایش مستقیم میکروبی با رنگ،تبریز با سابقه بیماري یون

پرایمـر    بـا جفـت  PCR در ،) درصـد 14( نمونه 14، در کشت میکروبی ) درصد7(ونه  نم 7پی  ودر آزمایش مستقیم میکروسک   .  انجام شد  900ISپایه عنصر   

91F/90F 15   درصد 15( نمونه ( در    و PCR  26پرایمر    با جفتFP/25FP 25   نمونه )روش   این نتایج نشان داد   . بت ثبت شدند  مث)  درصد 25PCR  تعداد 

.  در مدفوع استفاده کردMAP گاوهاي دفع کننده  ترآن براي شناسایی سریع و در عین حال دقیق        توان از    بنابراین می  ،کندموارد مثبت بیشتري را شناسایی می     

  .کند نقش مهمی ایفا میPCRپرایمر در حساسیت تست نوع چنین  هم

   .309-317  ،4 ، شماره2، دوره 1387تبریز، واحد مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی 

  گونه پاراتوبرکلوزیس تحتاویوم مایکوباکتریوم، PCR مستقیم میکروبی، کشت مدفوع، بیماري یون، آزمایش : کلمات کلیدي

  

  

  مقدمه

ــون         ــاري یـــ ــاراتوبرکلوزیس ) Johne(بیمـــ ــا پـــ یـــ

)Paratuberculosis (   نـوعی آنتریــت گرانولومـاتوزي مــزمن

گونـه   تحـت  مایکوبـاکتریوم اویـوم   باشد که توسـط بـاکتري       می

ــاراتوبرکلوزیس   .Mycobacterium avium subsp(پ

paratuberculosis) (MAP (  شـود   ایجاد مـی)21 .(MAP 

وابـسته بـه مایکوبـاکتین     ،)acid fast(یک باکتري اسیدفـست  

)mycobactin (            و بسیار کند رشد بـوده و تمایـل بـه تـشکیل

افتـد و از    بیماري در سراسر دنیا اتفاق مـی       ).16  و 6( دارد   توده

یونس انزابی
1*

، صمد فراشی بناب
2

، غلامعلی مقدم
3
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٣١٠

 ـ عوامل مهم مرگ و میـر در نـشخ         خـصوص گـاو     هوارکنندگان ب

باشد و خسارات اقتصادي فراوانی به صنعت دامپـروري وارد    می

بیماري در گاو در کشورهاي در حـال توسـعه انـدمیک            . کندمی

بـه  وجود بیمـاري    هاي کشور   درایران در اکثر استان    ).37 (است

  ).30 و1(اثبات رسیده است 

ن، کـاهش تولیـد     فرم بالینی بیماري با اسهال پایدار، کـاهش وز          

شیر و در نهایت مرگ یا حـذف زودرس دام از گلـه مـشخص               

گاو با توجـه بـه طـولانی بـودن دوره کمـون              در). 37(شود  می

بیماري معمولاً علائم درمانگـاهی تـا قبـل از دو سـالگی ظـاهر             

.  سـالگی معمـول اسـت      2-6شود و بروز علائـم در سـنین           نمی

یر است ولی همیشه منجر به      ها متغ ها تا ماه    دوره بیماري از هفته   

هـاي  علاوه بر زیان). 1(شود  دهیدراتاسیون، لاغري و ضعف می 

 کاهش وزن، کاهش تولید شـیر، کـاهش بـازده           در اثر  (اقتصادي

، برخـی از محققـین      )21 ()تولید مثلی و افـزایش مـرگ و میـر         

معتقدند ارتباط احتمالی بین باکتري عامل بیماري یون و بیماري          

   ).32 و 29، 15(انسان وجود دارد ) Crohn(کرون 

شـوند و راه انتقـال     اکثر حیوانـات در اوایـل زنـدگی آلـوده مـی            

). 23(است  ) faecal-oral(دهانی  -عفونت عمدتاً راه مدفوعی   

حتـی   .شـود  مدفوع و شیر گاوهـاي آلـوده دفـع مـی          باکتري در   

 ماه قبل از بروز علایـم بـالینی         18 از   ممکن است گاوهاي آلوده   

تواننـد تـا     گاوهاي مبتلا به فرم بالینی مـی        و ري را دفع کنند   باکت

10
12

ــد MAP ســلول5 ــع کنن ). 7  و5، 3( را در مــدفوع دف

بنابراین شناسایی گاوهاي دفع کننده عامل یون در مدفوع بـراي           

. باشـد   جلوگیري از گسترش عفونت در گله لازم و ضروري می         

تـرین و   تـرین، اختـصاصی   در گذشته کشت مـدفوع را حـساس       

بـالینی  ترین روش بـراي تـشخیص فـرم بـالینی و تحـت         معمول

اگرچه هنوز هم این روش ابـزار       . گرفتندبیماري گاو در نظر می    

شود، قدرتمندي براي کنترل بیماري در این حیوان محسوب می        

گیر بودن محـدود    استفاده گسترده از آن به دلیل پرهزینه و وقت        

 با روش آزمایش    MAPتشخیص سریع   ). 27 و   11(شده است   

ــل ) Direct micriscopic test(مــستقیم میکروســکپی  قاب

 هم بـراي    PCRهاي اخیر    در سال  .)38  و 21،  13(انجام است   

در ایـن   ).36  و33(تشخیص باکتري مذکور توسعه یافته اسـت        

یی سـه روش کـشت میکروبـی، آزمـایش مـستقیم            آمطالعه کـار  

ــکپی و  ــشخیص PCRمیکروس ــدفوMAP در ت ــاو  در م ع گ

 direct از دو روشPCRبـراي انجــام  . بررسـی شــده اســت 

PCR) PCR 900بـر پایـه عنـصر       )  مستقیمIS    اسـتفاده شـد . 

900IS بـاز اسـت کـه       جفـت  1451 نوکلئوتیدي به طـول       قطعه

  ).10( اختصاصی باشد MAPشود براي تصور می

  کار مواد و روش

ي  رأس گاو به ظاهر سالم از تعداد100نمونه مدفوع      

 صنعتی تبریز که سابقه بیماري یون در پرونده بهداشتی گاوداري

آوري و  سال گذشته ثبت شده بود، جمع2- 3ها در آن گاوداري

ها از رکتوم انجام آوري نمونهجمع. به آزمایشگاه ارسال شد

  . شدمی

هاي میکروبی تهیه شده از  گسترش:نلسنآمیزي ذیلرنگ

آمیزي شدند و از نظر وجود گنلسن رنمدفوع با تکنیک ذیل

پ نوري و میکروسک100هاي اسیدفست با عدسی  باکتري

هاي اسیدفست که به تعداد زیاد و وجود باسیل. بررسی شدند

 نشانه مثبت بودن شدند میمشاهده ) مجتمع(به صورت کلامپ 

  ). 38(آزمایش بود 

لیتر هگزادسیل  میلی20 گرم مدفوع با 1 :کشت میکروبی

 Hexadecyl Pridnium Chloride (75/0(کلراید پریدنیوم

 18در دماي آزمایشگاه و به مدت (شد زدایی میدرصد آلوده

 دقیقه در 15زدایی شده را به مدت محلول آلوده). ساعت

g3000لیتر رسوب حاصله جهت میلی 1/0 کرده و    سانتریفوژ

 Herrolds’ egg(مرغ هرولد کشت در محیط زرده تخم

yolk media (از هر نمونه مدفوع در چهار . رفتبه کار می

هاي محیط کشت مذکور کشت داده شد که سه تا از محیط

یا چند برابر ) J) ml 1000/mg2کشت واجد مایکوباکتین 

و لوله ) M. phelei(عصاره کشت خالص مایکوباکتریوم فلئی 

 انکوبه Cº 37 هفته در 16ها به مدت لوله. چهارم فاقد آن بود
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ها، هاي باکتريپس از اتمام دوره رشد و تشکیل پرگنه. دندش

ها، رشد باکتري  با بررسی مشخصات پرگنهMAPهاي پرگنه

هاي واجد مایکوباکتین و تهیه گسترش میکروبی فقط در محیط

  ).14(شدند نلسن تأیید میآمیزي ذیلو رنگ

 و  K، پروتئینـاز    SDSبا استفاده از لیزوزیم،     : DNA استخراج

CTAB) N-cetyl-N, N, N- trimethyl ammonium 

bromide (      مطابق پروتکل اقدام به استخراجDNA از رسوب 

  ).34(شد 

PCR : دو روشdirect PCR91پرایمـر   با دو جفتF/90F 

بـر روي   ) تهـران -نگـین ساخت شرکت طوبی   (26FP/25FPو  

توالی نوکلئوتیدي پرایمرهـا بـه شـرح زیـر     . هر نمونه انجام شد 

  ):24(باشد  می

P90: 5'-GTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3'/

P91: 5'-GAGGTCGATCGCCCACGTGA-3' 

FP25:5'-CCAGGGACGTCGGGTATGGC-3'/

FP26: 5'-GGTCGGCCTTACCGGCGTCC-3'  

PCR mix)  حجــمµl 50 (ــراي جفــت ــر ب  91F/90Fپرایم

، µM 200 dNTP mix ،mM 5/2 MgCl2: عبارت بـود از 

Mm 50 KCl ،mM 20 Tris-Cl) 4/8=PH( ، µl1  از هـر 

شـرکت طـوبی نگـین،       (Taq پلیمـراز    DNA واحد   2پرایمر،  

:  عبـارت بـود از    PCR الگو و برنامه     ng 100 DNAو  ) تهران

´5/˚C94) 40 ً: چرخــه35، )مرحلــه واسرشــتگی اولیــه/˚C94 ،

´1/˚C65 1´ و/˚C727´و در نهایت/˚C72)    مرحلـه گـسترش

  ).       نهایی

PCR mix)  حجمµl 50 (26پرایمـر   براي جفتFP/25FP 

 µM 200 dNTP mix ،mM 2 MgCl2 ،Mm 50شــامل 

KCl ،mM 20 Tris-Cl) 4/8=PH( ، µl1  ،2 از هر پرایمـر 

 ngو  ) شرکت طوبی نگین، تهـران     (Taq پلیمراز   DNAواحد  

100 DNA  برنامه  .  الگو بودPCR     4´:  به قرار زیر بـود/˚C94 

 و C94ً ،30/˚C70˚/30  ً: چرخـه 35، )مرحله واسرشتگی اولیه  (

ً40/˚C727´و در نهایت/˚C72) مرحله گسترش نهایی  .(  

 درصـد آگـار     1 در ژل    PCR محـصولات    ،PCRپس از اتمـام     

آمیــزي بــا اتیــدیوم برومایــد الکتروفــورز شــد و پــس از رنــگ

)Ethidium bromide) (µg/ml0/5 (زیــر اشــعه ژل UV 

ــی ــدازه.شــدبررســی م ــا  PCR محــصول  ان ــر پ جفــتب رایم

91F/90F 400بــاز  جفــت)bp ( محــصول انــدازه وPCR  ــا ب

بـه عنـوان    . باشـد باز مـی   جفت 26FP/25FP 228پرایمر  جفت

کنترل منفی از آب مقطر اسـتریل و بـه عنـوان کنتـرل مثبـت از                 

MAP  استفاده شدتأیید شده  .  

 جهـــت مـــشخص کـــردن میـــزان توافـــق :آنـــالیز آمـــاري

)agreement (ده در این تحقیق از تست      هاي مورد استفا  تست

Kappaاستفاده شد .  

  نتایج

 نمونه، در کشت 7پی ودر آزمایش مستقیم میکروسک    

 91F/90F 15پرایمر  با جفتPCR نمونه، در 14میکروبی 

 نمونه 26FP/25FP 25پرایمر   با جفتPCRنمونه و در 

 از آزمایش مستقیم تصاویري). 1 نمودار(مثبت ثبت شدند 

الف -1هاي نگاره(مثبت و کشت میکروبی مثبت پی ومیکروسک

) 2 نگاره(پرایمر  و الکتروفورز مربوط به هر دو جفت) ب-1و 

.نشان داده شده است

آمیزي آزمایش مستقیم میکروسکپی مثبت مدفوع با رنگ :الف-1نگاره 

نلسن ذیل
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  د حاوي مایکوباکتینمرغ هرول کشت مثبت در محیط زرده تخم: ب-1نگاره 

  

  
  

 bp100سایز مارکر ) از چپ به راست (1 دراین شکل ردیف 26FP/25  FP و 91F/90F هايپرایمربا جفت PCR عکسی از ژل الکتروفورز مربوط به -2نگاره 

Plus شرکت Fermentas)  و 200، 300، 400، 500، 600، 700، 800، 900، 1031، 1200، 1500، 2000، 3000اندازه به ترتیب از بالا به پایین شامل باندهاي با 

، 400، 500 ،700، 800، 900، 1031به ترتیب از بالا به پایین شامل باندهاي با انـدازه  ( Fermentas  شرکتbp100 سایز مارکر 14، ردیف ) جفت باز100

 bp228  محصـول 10 و 9هاي و در ردیف 91F/90Fپرایمر  مربوط به جفتbp400 محصـول 11 و8، 2-6 هايو در ردیف)  جفت باز80 و 100، 200،.300

  .شود  جواب منفی مشاهده می13 و 12، 7هاي  و در ردیف26FP/25FPپرایمر مربوط به جفت

  
  

١۴  ٧  ٨  ٩  ١٠  ١١  ١٢  ١٣  ۶  ۵  ۴  ١  ٢  ٣  
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آزمایش مستقیم 
میکروسکپي

کشت میکروبي PCR-F90/F91 PCR-
FP25/FP26

صد
در

  

  )n=100( در  مدفوع گاوهاي به ظاهر سالم MAP در تشخیص PCR کشت میکروبی و  آزمایش مستقیم میکروسکپی، به دست آمده ازنتایج -1 نمودار

  

  

توافق آزمایش مستقیم میکروسکپی با کشت میکروبی متوسط، بـا          

PCR     91 با جفت پرایمرF/90F     متوسط و با PCR     بـا جفـت 

 PCRتوافق کشت میکروبی با     .  نسبی بود  26FP/25FPپرایمر  

 بـا جفـت پرایمـر       PCR بـا     کامل و  91F/90Fبا جفت پرایمر    

26FP/25FP  توافق دو روش    .  متوسط بودPCR     هـم متوسـط 

  ).1جدول (بود 

  

  

   در مدفوع گاوهاي به ظاهر سالمMAP در تشخیص PCR میکروبی و  آزمایش مستقیم میکروسکپی، کشتتوافق -1جدول 

  

   گیري بحث و نتیجه

یماري یون به علت فقدان یک روش تشخیصی نترل بک     

و مناسب که قادر به شناسایی هم حیوانات مبتلا به فرم بالینی 

هم حیوانات مبتلا به فرم تحت بالینی بیماري باشد دشوار است 

ترین موانع  از مهمهاي تشخیصیو حساسیت پایین تست) 35(

د تست استاندار). 20( شوددر کنترل بیماري یون محسوب می

براي بیماري یون کشت مدفوع ) Golden standard(طلایی 

مرغ هرولد است ولی به علت بر روي محیط کشت زرده تخم

گیر است به یندي وقتآ کشت مدفوع فرMAPکند رشد بودن 

هاي متداول  که جداسازي این باکتري از مدفوع با روشطوري 

مال رغم اعچنین علی هم). 27(کشد  هفته طول می6-16کشت 

ها به دلیل آلودگی از دست  اغلب کشت،زداییهاي آلودهروش

زدایی و حتی به کار بردن روش هاي آلوده) 36  و19(روند می

تواند به  میMAPهاي قبل از کشت به خاطر تأثیر روي سلول

در تعدادي از ). 28(کسب نتایج منفی کاذب منجر شود 

  دو روش

 PCR

کشت میکروبی با 

PCRبا جفت -

پرایمر 

26FP/25FP  

کشت میکروبی با 

PCRبا جفت -

  91F/90Fپرایمر 

آزمایش مستقیم 

میکروسکپی با 

PCRبا جفت -

پرایمر 

26FP/25FP

آزمایش مستقیم 

سکپی با میکرو

PCRبا جفت -

  91F/90Fپرایمر 

آزمایش مستقیم 

میکروسکپی با 

کشت میکروبی

  هاآزمایش

69/0 65/0  96/0 36/0 59/0   )K(توافق   63/0
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این  و مشخص شدهکشت مدفوع پایین مطالعات حساسیت 

بالینی قادر به شناسایی همه حیوانات مبتلا به فرم تحتروش 

بیماري که از منابع مهم عفونت گله و آلودگی محیط هستند 

در این مطالعه هم حساسیت کشت . )27 و 25، 22(نبوده است 

به علت و در ضمن ) PCRدر مقایسه با (مدفوع پایین بود 

اهی آلودگی ثانویه هاي کشت گشدن انکوباسیون محیط طولانی

داد و حتی خشک شدن و ناکارآمد شدن محیط کشت رخ می

.ثیر گذاشته استأکه احتمالاً در ثبت نتایج واقعی ت

 به روش آزمایش مـستقیم میکروسـکپی هـم          MAPتشخیص    

شود ولی در مورد حساسیت و ویژگـی روش مـستقیم           انجام می 

ایر اجـرام  تفریق عامـل بیمـاري یـون از س ـ     و   تردید وجود دارد  

 .)38  و21 (باشــد مــشکل مــی اسیدفــست موجــود در مــدفوع

هاي اند آزمایش مستقیم گسترش   گزارشات نشان داده   تعدادي از 

نلـسون ابـزار تشخیـصی قابـل     آمیزي ذیـل  مدفوعی پس از رنگ   

در مطالعـــه انجـــام شـــده توســـط ). 18(اطمینـــانی نیـــست 

Glanemann) 2003 (  ــایش ــی روش آزم ــساسیت و ویژگ ح

یم میکروسکپی در مدفوع در مقایسه با کـشت بـه ترتیـب             مستق

در ایـن مطالعـه هـم کـه کمتـرین         ). 13( درصد بود    73 و   4/54

تعداد موارد مثبت در آزمایش مستقیم میکروسکپی به دست آمد          

به ایـن دلایـل ایـن روش        . حساسیت پایین این روش تأیید شد     

یه اگرچه ارزان است ولی به تنهایی براي تـشخیص دقیـق توص ـ           

   .شودنمی

هاي سرولوژیکی مختلفی از قبیـل       تست MAPبراي تشخیص     

، تثبیـــت کمپلمـــان )AGID(ایمونودیفوزیـــون در ژل آگـــار 

)CFT(     گیـري اینترفـرون گامـا و       ، تست جلدي با یونین، اندازه

اند ولـی حـساسیت و ویژگـی ایـن          ابداع شده ) ELISA(الایزا  

ژگـی پـایینی          ها متفاوت گزارش شـده و حـساسیت یـا وی          تست

اند و حتـی در مـواردي گـزارش شـده از کـشت مـدفوع                داشته

  ). 36  و31، 27، 25(حساسیت کمتري داشتند 

 900IS بـر پایـه      PCRهـاي مختلـف     هاي اخیـر روش   در سال 

هـاي   مدفوع، نمونه (هاي بالینی    نمونه  در MAPبراي تشخیص   

  و24،  12،  7،  2( اسـت    اسـتفاده شـده   ) کـت و شـیر    بافتی، بافی 

36 .(Huntley    و همکاران )از کـشت مـدفوع، کـشت       ) 2005

هاي لنفاوي ایلئوسـکال و  مقاطع ایلئوم و ژوژنوم، عقده (ها  بافت

آمیـزي  ، رنـگ  900ISها بر پایه عنـصر       بافت PCR ،)مزانتریک

آکریـدین اُرانـژ و     /Oآمیزي فلورسنت اورامـین     نلسن، رنگ ذیل

 MAPي تـشخیص    ها بـرا  آمیزي ایمونوهیستوشیمی بافت  رنگ

مـشکوك بـه   ) American bison( گاومیش آمریکایی 14در 

 MAPها نشان داد تشخیص     بیماري یون استفاده کردند که داده     

تر از کشت مدفوع، کشت بافت      حساس) DNA) PCRبر پایه   

آمیزي بافت در تشخیص عفونت در گاومیش آمریکـایی         و رنگ 

  ).16(بود 

 Dieguez    ت مـدفوع، چهـار نـوع    از کـش ) 2007( و همکاران

 900IS بر پایه PCRو ) تجاري(کیت الایزايِ سرم در دسترس     

 گاو از چهـار گلـه گـاو         396 در   MAPبراي تشخیص عفونت    

نتـایج نـشان   . شیري با سابقه بیماري بالینی یون استفاده نمودنـد        

 PCRهاي الایزاي سرم، کـشت مـدفوع و         یک از روش  داد هیچ 

 در گاوهاي شیري را ندارند      MAPتوانایی تشخیص زودهنگام    

)7 .(Singha و همکــاران )از کــشت مــدفوع، الایــزاي ) 2007

 مدفوع براي تشخیص بیماري یون در       PCRشیر، کشت شیر و     

تـرین روش بـه ترتیـب       حـساس .  گاو شیري استفاده نمودند    26

، الایـزاي شـیر     %)6/86(، کـشت مـدفوع      %)15/96(کشت شـیر    

ــود%) 23 (PCR 900ISو %) 9/76( ــار روش،  . ب ــین چه در ب

PCR  علت پـایین   . اختصاصی بود % 100ترین ولی    کم حساس

توانـد بـه علـت عـدم         در این مطالعه می    PCRبودن حساسیت   

 و همکـاران  Clark). 33( الگـوي مناسـب باشـد    DNAتهیـه  

مـدفوع بـراي   PCR از کشت مدفوع، الیـزاي سـرم و   ) 2008(

ر بیمـاري   ها از نظ    گاو که وضعیت آن    250 در   MAPتشخیص  

، بـا   %8/26با کـشت مـدفوع      . یون نامشخص بود استفاده کردند    

مثبـت تـشخیص    % 6/29 مـدفوع    PCRو با   %  10الایزاي سرم   

از آزمـایش مـستقیم   ) 2008( و همکاران  Irenge).4(داده شد 

ــی و  realمیکروســکپی، کــشت میکروب time PCR ــراي  ب
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شـده  هاي آلوده هاي مدفوعی گوساله در نمونهMAPتشخیص  

 real time اسـتفاده کردنـد و   MAPبه صـورت تجربـی بـا    

PCR            حساسیت بـالاتري از آزمـایش مـستقیم میکروسـکپی و 

  ).18(کشت میکروبی نشان داد 

 Pinedo    ارتباط بین نتایج به دسـت آمـده        ) 2008( و همکاران

اي را در تشخیص  آشیانه PCRاز کشت مدفوع، الایزاي سرم و       

MAP   ــیري ــاي ش ــدفوع گاوه ــیر، خــون و م ) n=328( در ش

 PCRبیشترین توافـق بـراي کـشت مـدفوع و           . بررسی نمودند 

 خون و الایزا به دست آمـد     PCRمدفوع و کمترین توافق براي      

ــی،  هــم در تحقیــق حاضــر). 26( کــه از روش کــشت میکروب

 900ISبر پایه    PCRآزمایش مستقیم میکروسکپی و دو روش       

در مدفوع گاوهاي به ظاهر سالم استفاده        MAPبراي تشخیص   

نـسبت  ) 26FP/25FPپرایمـر    مخصوصاً با جفت   (PCRشد،  

به آزمایش مستقیم میکروسکپی و کشت میکروبی مـوارد مثبـت        

هـا؛  با توجه به این نتایج و توافق بین تست    . بیشتري را نشان داد   

PCR جـایگزینی  ،تـر تواند به عنوان یک روش سریع ودقیق   می 

 در مـدفوع گاوهـا      MAPهـاي متـداول تـشخیص       روشبراي  

ــود PCRاگرچــه توافــق بــین هــر دو روش . باشــد  مناســب ب

)69/0=K ( ولــیPCR91پرایمــر   بــا جفــتF/90Fاي  نتیجــه

شبیه به کشت و کمی بهتر از آزمایش مستقیم میکروسکپی نشان      

پرایمر جایگزین مناسـبی بـراي       با این جفت   PCRداد، بنابراین   

 در مدفوع گاوهـا نیـست و        MAPداول تشخیص   هاي مت روش

اهمیـت   PCRپرایمر در افزایش حساسیت تـست       انتخاب نوع   
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Abstract
     
     Johne’s disease or paratuberculosis is a chronic granulomatous enteritis in ruminants caused by 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). The disease is responsible for significant 
economic losses in dairy industry worldwide.  Microbial culture as a golden standard test for detection 
of MAP in faecal specimens requires 6-16 weeks to complete, whereas accurate and rapid 
identification of cattle shedding MAP in their feces is essential for successful control of the disease in 
herds. In the present study, direct microbial diagnosis by Ziehl-Neelsen acid-fast staining, microbial 
culture on Herrolds’ egg yolk media and two IS900 direct PCR assays were carried out on 100 fecal 
specimens of apparently healthy cattle collected from dairy herds of Tabriz with a history of Johne’s 
disease. The number of positive specimens identified by the direct microbial diagnosis, microbial 
culture and PCR with F90/F91 and FP25/FP26 primes were 7 (7%), 14 (14%), 15(15%) and 25(25%) 
respectively. These results indicated that PCR detected more positive cases therefore it can be 
employed for rapid and accurate diagnosis of cattle shedding MAP it their feces and the type of primer 
used has a significant role in the sensitivity of this test. Direct microbial diagnosis by Ziehl-Neelsen 
acid-fast staining identified 7 (7%) specimens, two IS900 direct PCR assays identified 15 (15%) and 
25 (25%) specimens, respectively, and microbial culture identified 7 (7%) specimens as positive. 
Collectively, these data indicate that PCR detection of MAP was more sensitive than direct microbial 
diagnosis by Ziehl-Neelsen acid-fast staining or faecal culture, especially if appropriate primers were 
used.

Keywords: Johne’s disease, faecal culture, direct microbial diagnosis, PCR, Mycobacterium avium subsp, 
paratuberculosis
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چكيده

     بيماري يون يا پاراتوبرکلوزيس نوعي آنتريت گرانولوماتوزي مزمن در نشخواركنندگان با عامل مسبب مايكوباكتريوم اويوم تحت گونه پاراتوبركلوزيس (MAP) مي​باشد و خسارات اقتصادي فراواني به صنعت دامپروري به‌خصوص گاوداري شيري در سراسر دنيا وارد مي​كند. تشخيص MAP در نمونه​هاي باليني با روش كشت ميكروبي به عنوان روش استاندارد طلايي به 16-6 هفته زمان نياز دارد. از طرف ديگر شناسايي سريع و دقيق گاوهاي دفع كننده ميكروب فوق در مدفوع براي كنترل موفق بيماري در گله لازم است. در اين تحقيق، بر روي مدفوع 100 رأس گاو به ظاهر سالم از گاوداري​هاي صنعتي تبريز با سابقه بيماري يون، آزمايش مستقيم ميكروبي با رنگ​آميزي ذيل​نلسن، كشت ميكروبي در محيط زرده تخم​مرغ هرولد و دو روش  direct PCRبر پايه عنصر 900IS انجام شد. در آزمايش مستقيم ميکروسکوپي 7 نمونه (7 درصد)، در کشت ميکروبي 14 نمونه (14 درصد)، در PCR با جفت ​پرايمر 91F/90F 15 نمونه (15 درصد) و در PCR با جفت ​پرايمر 26FP/25FP 25 نمونه (25 درصد) مثبت ثبت شدند. اين نتايج نشان داد روش PCR تعداد موارد مثبت بيشتري را شناسايي مي​كند، بنابراين مي​توان از آن براي شناسايي سريع و در عين حال دقيق​تر گاوهاي دفع كننده MAP در مدفوع استفاده كرد. هم‌چنين نوع پرايمر در حساسيت تست PCR نقش مهمي ايفا مي​كند.


مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1387، دوره 2، شماره 4 ، 317-309. 


 کلمات کليدی: بيماري يون، آزمايش مستقيم ميكروبي، كشت مدفوع، PCR، مايكوباكتريوم اويوم تحت​گونه پاراتوبركلوزيس

مقدمه

       بيماري يون (Johne) يا پاراتوبرکلوزيس (Paratuberculosis) نوعي آنتريت گرانولوماتوزي مزمن مي​باشد كه توسط باکتري مايکوباکتريوم اويوم تحت​گونه پاراتوبرکلوزيس (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis) (MAP) ايجاد مي​شود (21). MAP يک باکتري اسيدفست (acid fast)، وابسته به مايکوباکتين (mycobactin) و بسيار کند رشد بوده و تمايل به تشکيل توده دارد (6 و 16). بيماري در سراسر دنيا اتفاق مي​افتد و از عوامل مهم مرگ و مير در نشخوارکنندگان به‌خصوص گاو مي‌باشد و خسارات اقتصادي فراواني به صنعت دامپروري وارد مي​كند. بيماري در گاو در کشورهاي در حال توسعه اندميک است (37). درايران در اکثر استان​هاي کشور وجود بيماري به اثبات رسيده است (1 و30).


  فرم باليني بيماري با اسهال پايدار، كاهش وزن، كاهش توليد شير و در نهايت مرگ يا حذف زودرس دام از گله مشخص مي​شود (37). در گاو با توجه به طولاني بودن دوره كمون بيماري معمولاً علائم درمانگاهي تا قبل از دو سالگي ظاهر نمي‌شود و بروز علائم در سنين 6-2 سالگي معمول است. دوره بيماري از هفته‌ها تا ماه​ها متغير است ولي هميشه منجر به دهيدراتاسيون، لاغري و ضعف مي‌شود (1). علاوه بر زيان​هاي اقتصادي (در اثر کاهش وزن، کاهش توليد شير، کاهش بازده توليد مثلي و افزايش مرگ و مير) (21)، برخي از محققين معتقدند ارتباط احتمالي بين باکتري عامل بيماري يون و بيماري کرون (Crohn) انسان وجود دارد (15، 29 و 32). 

 اکثر حيوانات در اوايل زندگي آلوده مي​شوند و راه انتقال عفونت عمدتاً راه مدفوعي-دهاني (faecal-oral) است (23). باکتري در مدفوع و شير گاوهاي آلوده دفع مي‌شود. حتي گاوهاي آلوده ممکن است از 18 ماه قبل از بروز علايم باليني باکتري را دفع کنند و گاوهاي مبتلا به فرم باليني مي​توانند تا 1012×5 سلولMAP  را در مدفوع دفع كنند (3، 5 و 7). بنابراين شناسايي گاوهاي دفع كننده عامل يون در مدفوع براي جلوگيري از گسترش عفونت در گله لازم و ضروري مي‌باشد. در گذشته کشت مدفوع را حساس​ترين، اختصاصي​ترين و معمول​ترين روش براي تشخيص فرم باليني و تحت​باليني بيماري گاو در نظر مي​گرفتند. اگرچه هنوز هم اين روش ابزار قدرتمندي براي کنترل بيماري در اين حيوان محسوب مي​شود، استفاده گسترده از آن به دليل پرهزينه و وقت​گير بودن محدود شده است (11 و 27). تشخيص سريع MAP با روش آزمايش مستقيم ميکروسکپي (Direct micriscopic test) قابل انجام است (13، 21 و 38). در سال​هاي اخير PCR هم براي تشخيص باكتري مذكور توسعه يافته است (33 و 36). در اين مطالعه كارآيي سه روش كشت ميكروبي، آزمايش مستقيم ميكروسكپي و PCR در تشخيص MAP در مدفوع گاو بررسي شده است. براي انجام PCR از دو روشdirect PCR (PCR مستقيم) بر پايه عنصر 900IS استفاده شد. 900IS قطعه​ نوكلئوتيدي به طول 1451 جفت​باز است که تصور مي​شود براي MAP اختصاصي باشد (10).


 مواد و روش‌كار

     نمونه مدفوع 100 رأس گاو به ظاهر سالم از تعدادي گاوداري​ صنعتي تبريز که سابقه بيماري يون در پرونده بهداشتي آن گاوداري​ها در 3-2 سال گذشته ثبت شده بود، جمع​آوري و به آزمايشگاه ارسال شد. جمع​آوري نمونه​ها از رکتوم انجام مي​شد. 

رنگ​آميزي ذيل​نلسن: گسترش​هاي ميكروبي تهيه شده از مدفوع با تكنيك ذيل​نلسن رنگ​آميزي شدند و از نظر وجود باكتري‌هاي اسيدفست با عدسي 100 ميكروسكوپ نوري بررسي شدند. وجود باسيل​هاي اسيدفست كه به تعداد زياد و به صورت كلامپ (مجتمع) مشاهده مي‌شدند نشانه مثبت بودن آزمايش بود (38). 

کشت ميکروبي: 1 گرم مدفوع با 20 ميلي​ليتر هگزادسيل پريدنيوم​کلرايد (Hexadecyl Pridnium Chloride) 75/0 درصد آلوده​زدايي مي​شد (در دماي آزمايشگاه و به مدت 18 ساعت). محلول آلوده​زدايي شده را به مدت 15 دقيقه در g3000 سانتريفوژ‍‍ كرده و 1/0 ميلي​ليتر رسوب حاصله جهت كشت در محيط زرده تخم​مرغ هرولد (Herrolds’ egg yolk media) به كار مي​رفت. از هر نمونه مدفوع در چهار محيط کشت مذكور كشت داده شد كه سه تا از محيط​هاي کشت واجد مايکوباکتين J (ml 1000/mg2) يا چند برابر عصاره کشت خالص مايکوباکتريوم فلئي (M. phelei) و لوله چهارم فاقد آن بود. لوله​ها به مدت 16 هفته در Cº 37  انکوبه شدند. پس از اتمام دوره رشد و تشکيل پرگنه​هاي باکتري​ها، پرگنه​هاي MAP با بررسي مشخصات پرگنه​ها، رشد باكتري فقط در محيط​هاي واجد مايكوباكتين و تهيه گسترش ميكروبي و رنگ​آميزي ذيل​نلسن تأييد مي​شدند (14).


استخراج DNA: با استفاده از ليزوزيم، SDS، پروتئيناز K و CTAB (N-cetyl-N, N, N- trimethyl ammonium bromide) مطابق پروتکل اقدام به استخراج DNA از رسوب شد (34).


PCR: دو روش direct PCR با دو جفت​پرايمر 91F/90F و 26FP/25FP (ساخت شرکت طوبي​نگين-تهران) بر روي هر نمونه انجام شد. توالي نوکلئوتيدي پرايمرها به شرح زير مي‌باشد (24):


P90: 5'-GTTCGGGGCCGTCGCTTAGG-3'/

P91: 5'-GAGGTCGATCGCCCACGTGA-3' 

FP25:5'-CCAGGGACGTCGGGTATGGC-3'/

FP26: 5'-GGTCGGCCTTACCGGCGTCC-3'  

PCR mix (حجم µl 50) براي جفت​پرايمر 91F/90F عبارت بود از: µM 200 dNTP mix، mM 5/2 MgCl2، Mm 50 KCl، mM 20 Tris-Cl (4/8=PH)،  µl1 از هر پرايمر، 2 واحد DNA پليمراز Taq (شرکت طوبي نگين، تهران) و ng 100 DNA الگو و برنامه PCR عبارت بود از: ´5/˚C94 (مرحله واسرشتگي اوليه)، 35 چرخه: ً40/˚C94، ´1/˚C65 و ´1/˚C72 و در نهايت´7/˚C72 (مرحله گسترش نهايي).       


PCR mix (حجم µl 50) براي جفت ​پرايمر 26FP/25FP شامل µM 200 dNTP mix، mM 2 MgCl2، Mm 50 KCl، mM 20 Tris-Cl (4/8=PH)،  µl1 از هر پرايمر، 2 واحد DNA پليمراز Taq (شرکت طوبي نگين، تهران) و ng 100 DNA الگو بود. برنامه PCR به قرار زير بود: ´4/˚C94 (مرحله واسرشتگي اوليه)، 35 چرخه:  ً30/˚C94، ً30/˚C70 و ً40/˚C72 و در نهايت´7/˚C72 (مرحله گسترش نهايي).  


پس از اتمام PCR، محصولات PCR در ژل 1 درصد آگار الکتروفورز شد و پس از رنگ​آميزي با اتيديوم برومايد (Ethidium bromide) (µg/ml0/5) ژل​ زير اشعه UV بررسي مي​شد. اندازه محصول PCR با جفت ​پرايمر 91F/90F 400 جفت​باز (bp) و اندازه محصول PCR با جفت​پرايمر 26FP/25FP 228 جفت​باز مي​باشد. به عنوان كنترل منفي از آب مقطر استريل و به عنوان كنترل مثبت از MAP تأييد شده استفاده شد.  


آناليز آماري: جهت مشخص کردن ميزان توافق (agreement) تست​هاي مورد استفاده در اين تحقيق از تست Kappa استفاده شد.

نتايج

    در آزمايش مستقيم ميکروسکوپي 7 نمونه، در کشت ميکروبي 14 نمونه، در PCR با جفت​پرايمر 91F/90F 15 نمونه و در PCR با جفت ​پرايمر 26FP/25FP 25 نمونه مثبت ثبت شدند (نمودار 1). تصاويري از آزمايش مستقيم ميکروسکوپي مثبت و کشت ميکروبي مثبت (نگاره‌هاي1-الف و 1-ب) و الکتروفورز مربوط به هر دو جفت​ پرايمر (نگاره 2) نشان داده شده است.
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نگاره 1-الف: آزمايش مستقيم ميکروسکپي مثبت مدفوع با رنگ​آميزي ذيل‌نلسن



نگاره 1-ب: كشت مثبت در محيط زرده تخم‌مرغ هرولد حاوي مايكوباكتين
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نگاره 2- عکسي از ژل الكتروفورز مربوط به PCR با جفت​پرايمرهاي 91F/90F و 26FP/25  FP دراين شكل رديف 1 (از چپ به راست) سايز ماركر bp100 Plus شركت Fermentas (به ترتيب از بالا به پايين شامل باندهاي با اندازه 3000، 2000، 1500، 1200، 1031، 900، 800، 700، 600، 500، 400، 300، 200 و 100 جفت باز)، رديف 14 سايز ماركر bp100 شركت Fermentas  (به ترتيب از بالا به پايين شامل باندهاي با انـدازه 1031، 900، 800، 700 ،500، 400، 300.،200، 100 و 80 جفت باز) و در رديف​هاي 6-2، 8 و11 محصـول bp400 مربوط به جفت​پرايمر 91F/90F و در رديف​هاي 9 و 10 محصـول  bp228 مربوط به جفت​پرايمر 26FP/25FP و در رديف​هاي 7، 12 و 13 جواب منفي مشاهده مي‌شود.
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نمودار 1- نتايج به دست آمده از آزمايش مستقيم ميکروسکپي، کشت ميکروبي و PCR در تشخيص MAP در  مدفوع گاوهاي به ظاهر سالم (100=n)

توافق آزمايش مستقيم ميکروسکپي با کشت ميکروبي متوسط، با PCR با جفت پرايمر 91F/90F متوسط و با PCR با جفت پرايمر 26FP/25FP نسبي بود. توافق کشت ميکروبي با PCR با جفت پرايمر 91F/90F کامل و با PCR با جفت پرايمر 26FP/25FP متوسط بود. توافق دو روش PCR هم متوسط بود (جدول 1).
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جدول 1- توافق آزمايش مستقيم ميکروسکپي، کشت ميکروبي و PCR در تشخيص MAP در مدفوع گاوهاي به ظاهر سالم

بحث و نتيجه‌گيري 

     كنترل بيماري يون به علت فقدان يك روش تشخيصي مناسب كه قادر به شناسايي هم حيوانات مبتلا به فرم باليني و هم حيوانات مبتلا به فرم تحت باليني بيماري باشد دشوار است (35) و حساسيت پايين تست​هاي تشخيصي از مهم​ترين موانع در کنترل بيماري يون محسوب مي​شود (20). تست استاندارد طلايي (Golden standard) براي بيماري يون کشت مدفوع بر روي محيط کشت زرده تخم​مرغ هرولد است ولي به علت کند رشد بودن MAP كشت مدفوع فرآيندي وقت​گير است به طوري ​كه جداسازي اين باکتري از مدفوع با روش‌هاي متداول کشت 16-6 هفته طول مي​کشد (27). هم‌چنين علي​رغم اعمال روش​هاي آلوده​زدايي، اغلب کشت​ها به دليل آلودگي از دست مي​روند (19 و 36) و حتي به کار بردن روش هاي آلوده​زدايي قبل از کشت به خاطر تأثير روي سلول​هاي MAP مي​تواند به کسب نتايج منفي کاذب منجر شود (28). در تعدادي از مطالعات حساسيت پايين کشت مدفوع مشخص شده و اين روش قادر به شناسايي همه حيوانات مبتلا به فرم تحت​باليني بيماري که از منابع مهم عفونت گله و آلودگي محيط هستند نبوده است (22، 25 و 27). در اين مطالعه هم حساسيت کشت مدفوع پايين بود (در مقايسه با PCR) و در ضمن به علت طولاني‌شدن انكوباسيون محيط​هاي كشت گاهي آلودگي ثانويه و حتي خشك شدن و ناكارآمد شدن محيط كشت رخ مي​داد كه احتمالاً در ثبت نتايج واقعي تأثير گذاشته است.

  تشخيص MAP به روش آزمايش مستقيم ميکروسکپي هم انجام مي​شود ولي در مورد حساسيت و ويژگي روش مستقيم ترديد وجود دارد و تفريق عامل بيماري يون از ساير اجرام اسيدفست موجود در مدفوع مشكل مي‌باشد (21 و 38). تعدادي از گزارشات نشان داده​اند آزمايش مستقيم گسترش​هاي مدفوعي پس از رنگ​آميزي ذيل​نلسون ابزار تشخيصي قابل اطميناني نيست (18). در مطالعه انجام شده توسط Glanemann (2003) حساسيت و ويژگي روش آزمايش مستقيم ميکروسکپي در مدفوع در مقايسه با کشت به ترتيب 4/54 و 73 درصد بود (13). در اين مطالعه هم که کمترين تعداد موارد مثبت در آزمايش مستقيم ميکروسکپي به دست آمد حساسيت پايين اين روش تأييد شد. به اين دلايل اين روش اگرچه ارزان است ولي به تنهايي براي تشخيص دقيق توصيه نمي​شود. 

  براي تشخيص MAP تست​هاي سرولوژيکي مختلفي از قبيل ايمونوديفوزيون در ژل آگار (AGID)، تثبيت کمپلمان (CFT)، تست جلدي با يونين، اندازه​گيري اينترفرون گاما و الايزا (ELISA) ابداع شده​اند ولي حساسيت و ويژگي اين تست​ها متفاوت گزارش شده و حساسيت يا وي‍‍‍ژگي پاييني داشته​اند و حتي در مواردي گزارش شده از كشت مدفوع حساسيت كمتري داشتند (25، 27، 31 و 36). 


در سال​هاي اخير روش​هاي مختلف PCR بر پايه 900IS براي تشخيص MAP در نمونه​هاي باليني (مدفوع، نمونه‌هاي بافتي، بافي​کت و شير) استفاده شده​ است (2، 7، 12، 24 و 36). Huntley و همکاران (2005) از کشت مدفوع، کشت بافت​ها (مقاطع ايلئوم و ژوژنوم، عقده​هاي لنفاوي ايلئوسکال و مزانتريک)، PCR بافت​ها بر پايه عنصر 900IS، رنگ​آميزي ذيل​نلسن، رنگ​آميزي فلورسنت اورامين O/آکريدين اُرانژ و رنگ​آميزي ايمونوهيستوشيمي بافت​ها براي تشخيص MAP در 14 گاوميش آمريکايي (American bison) مشکوک به بيماري يون استفاده کردند که داده​ها نشان داد تشخيص MAP بر پايه DNA (PCR) حساس​تر از کشت مدفوع، کشت بافت و رنگ​آميزي بافت در تشخيص عفونت در گاوميش آمريکايي بود (16).

 Dieguez و همکاران (2007) از کشت مدفوع، چهار نوع کيت الايزايِ سرم در دسترس (تجاري) و PCR بر پايه 900IS براي تشخيص عفونت MAP در 396 گاو از چهار گله گاو شيري با سابقه بيماري باليني يون استفاده نمودند. نتايج نشان داد هيچ​يک از روش​هاي الايزاي سرم، کشت مدفوع و PCR توانايي تشخيص زودهنگام MAP در گاوهاي شيري را ندارند (7). Singha و همكاران (2007) از کشت مدفوع، الايزاي شير، کشت شير و PCR مدفوع براي تشخيص بيماري يون در 26 گاو شيري استفاده نمودند. حساس​ترين روش به ترتيب کشت شير (15/96%)، کشت مدفوع (6/86%)، الايزاي شير (9/76%) و PCR 900IS (23%) بود. در بين چهار روش، PCR کم حساس​ترين ولي 100% اختصاصي بود. علت پايين بودن حساسيت PCR در اين مطالعه مي​تواند به علت عدم تهيه DNA الگوي مناسب باشد (33). Clark و همکاران (2008) از کشت مدفوع، اليزاي سرم و  PCRمدفوع براي تشخيص MAP در 250 گاو که وضعيت آن‌ها از نظر بيماري يون نامشخص بود استفاده کردند. با کشت مدفوع 8/26%، با الايزاي سرم 10%  و با PCR مدفوع 6/29% مثبت تشخيص داده شد (4).Irenge  و همکاران (2008) از آزمايش مستقيم ميکروسکپي، کشت ميکروبي و real time PCR براي تشخيص MAP در نمونه​هاي مدفوعي گوساله​هاي آلوده شده به صورت تجربي با MAP استفاده کردند و real time PCR حساسيت بالاتري از آزمايش مستقيم ميکروسکپي و کشت ميکروبي نشان داد (18).

 Pinedo و همکاران (2008) ارتباط بين نتايج به دست آمده از کشت مدفوع، الايزاي سرم و PCR آشيانه​اي را در تشخيص MAP در شير، خون و مدفوع گاوهاي شيري (328=n) بررسي نمودند. بيشترين توافق براي کشت مدفوع و PCR مدفوع و کمترين توافق براي PCR خون و الايزا به دست آمد (26). در تحقيق حاضر هم كه از روش كشت ميكروبي، آزمايش مستقيم ميكروسكپي و دو روش PCR بر پايه 900IS براي تشخيص MAP در مدفوع گاوهاي به ظاهر سالم استفاده شد، PCR (مخصوصاً با جفت ​پرايمر 26FP/25FP) نسبت به آزمايش مستقيم ميکروسکپي و کشت ميکروبي موارد مثبت بيشتري را نشان داد. با توجه به اين نتايج و توافق بين تست​ها؛ PCR مي​تواند به عنوان يک روش سريع ودقيق​تر، جايگزيني براي روش​هاي متداول تشخيص MAP در مدفوع گاوها باشد. اگرچه توافق بين هر دو روش PCR مناسب بود (69/0=K) ولي PCR با جفت ​پرايمر 91F/90F نتيجه​اي شبيه به کشت و کمي بهتر از آزمايش مستقيم ميکروسکپي نشان داد، بنابراين PCR با اين جفت​پرايمر جايگزين مناسبي براي روش​هاي متداول تشخيص MAP در مدفوع گاوها نيست و انتخاب نوع پرايمر در افزايش حساسيت تست PCR اهميت زيادي دارد.
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Abstract


     Johne’s disease or paratuberculosis is a chronic granulomatous enteritis in ruminants caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). The disease is responsible for significant economic losses in dairy industry worldwide.  Microbial culture as a golden standard test for detection of MAP in faecal specimens requires 6-16 weeks to complete, whereas accurate and rapid identification of cattle shedding MAP in their feces is essential for successful control of the disease in herds. In the present study, direct microbial diagnosis by Ziehl-Neelsen acid-fast staining, microbial culture on Herrolds’ egg yolk media and two IS900 direct PCR assays were carried out on 100 fecal specimens of apparently healthy cattle collected from dairy herds of Tabriz with a history of Johne’s disease. The number of positive specimens identified by the direct microbial diagnosis, microbial culture and PCR with F90/F91 and FP25/FP26 primes were 7 (7%), 14 (14%), 15(15%) and 25(25%) respectively. These results indicated that PCR detected more positive cases therefore it can be employed for rapid and accurate diagnosis of cattle shedding MAP it their feces and the type of primer used has a significant role in the sensitivity of this test. Direct microbial diagnosis by Ziehl-Neelsen acid-fast staining identified 7 (7%) specimens, two IS900 direct PCR assays identified 15 (15%) and 25 (25%) specimens, respectively, and microbial culture identified 7 (7%) specimens as positive. Collectively, these data indicate that PCR detection of MAP was more sensitive than direct microbial diagnosis by Ziehl-Neelsen acid-fast staining or faecal culture, especially if appropriate primers were used.
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